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RESUMO 

A utilização de fontes biocataliticas na síntese de moléculas com propriedades odoríferas foi o 
objetivo principal desse trabalho. Foram preparadas cinco substancias com propriedades 
odoríferas: (i) (5)-feniletan-l-ol;  (ii)  (R)-feniletan-l-ol;  (iii)  acetato de (S)-1-feniletila;  (iv)  
acetato de (R)-1-feniletila e (v) Mugetanol. Primeiramente, utilizamos a levedura Candida 
tropicalis CE017 como biocatalisador na síntese da fragrância (S)-feniletan-l-ol. As células da 
levedura foram utilizadas na forma livre e imobilizada e, as condições reacionais foram 
otimizadas no sentido de maximizar o rendimento e excesso enantiomérico da reação. 
Quantidade de substrato,  pH,  meio de cultura, temperatura, quantidade de in6culo e a utilização 
de  resting  células foram as condições testadas. A biorredução da acetofenona utilizando C. 
tropicalis forneceu o (S)-feniletan-l-ol com rendimento maximizado de 62% e ee de 97% em 
favor do enantibmero S. 0 (5) e o (R)-feniletan-l-ol foram, também, obtidos através da 
biorreduçâo da acetofenona utilizando as seguintes alcooldesidrogenases (ADHs) comerciais: A, 
CP, LB, PR2, RS1 e T. As biorreduções catalisadas pelas enzimas LB e PR2 produziram o (R)-
feniletan-1 -ol com conversões de 97% e 36%, respectivamente, e ee >99%. Por outro lado, a 
utilização das enzimas T, CP, RS1 e A levou a produção do (S)-feniletan-l-ol com conversões 
que variaram entre 6 - 88% e ee >99%. A preparação dos acetatos de (S) e (R)-1-feniletila foi 
realizada através de processos químicos clássicos (reações de acetilação ou Mitsunobu) a partir 
dos alco6is opticamente puros. 0 acetato de (5)-1-feniletila foi obtido com 78% de rendimento e 
ee de 97%, enquanto o acetato de (R)-1-feniletila, com rendimento de 58% e ee de 95%. Outra 
fragrância de grande interesse na indústaa de aromas, o Mugetanol, foi sintetizada utilizando  
tits  rotas sintéticas distintas. Na rota (a), a redução química da 4-isopropilacetofenona produziu 
o 1-(4-isopropilfenipetanol com 90% de rendimento. A etapa de resolução cinética foi realizada 
com as lipases CAL-B e PSL-C I. Ambas as lipases apresentaram uma estereopreferência pela 
acetilação do (R)-enantiefinero, com E >200. Neste caso, a velocidade da resolução foi maior 
quando se utilizou a PSL-C I (ee s  > 99% com 96% de rendimento; eep  98% com rendimento de 
88%; c de 50% e E >200 em 6 h de reação). Em seguida, o álcool foi submetido à hidrogenação 
catalítica na presença de [1,5-HDRhCl]2, levando a produção do Mugetanol como uma mistura 
(S)-cis-trans  com 88% de rendimento e ed de 64% em favor do cis-is6mero. Na rota (b), as 
álcooldesidrogenases LB e PR2 levaram a produção do (R)-1-(4-isopropilfeniDetanol, com c de 
76 e 17% e ee >99%, respectivamente, enquanto que o (5)-1-(4-isopropilfenipetanol foi 
produzido na presença das enzimas T, CP, RS1 e A com c que variaram entre 65 e 96% e ee 
>99%. A etapa de redução química do álcool opticamente puro 1-(4-isopropilfeniDetanol levou 
ao Mugetanol com 88% de rendimento. Na rota (c), a hidrogenação catalítica da 4-
isopropilacetofenona levou a uma mistura de dificil separação: 4-(isopropilciclo-hexil)-
metilcetona (16%), Mugetanol racernico (32%) e 1-(4-isopropilfenipetanol (22%). 0 Mugetanol 
racemico foi submetido à resolução cinética com as enzimas CAL-B e PSL-C I. 0 Mugetanol 
foi obtido com 91% de rendimento como uma mistura  cis-trans  com ed de 22% em favor do cis-
isômero e ee >99% em favor do enanti6mero S, quando CAL-B foi utilizada. Na presença de 
PSL-C I, obteve-se o Mugetanol com rendimento de 93% como uma mistura  cis-trans  e ed de 
16% em favor do cis-is6mero. Para o cis-is6mero o ee foi de 60% em favor do enantibmero S e 
para o trans-isemiero o ee foi de 86% em favor do enanti6mero S. 

Palavras chaves: Candida tropicalis; fragrâncias; Mugetanol 



ABSTRACT 

The use of biocatalytic sources in the synthesis of molecules with odoriferous properties was the 
main goal of this work. Five compounds with odoriferous properties were prepared:  (i)  (5)-1-
phenylethanol; (ii) (R)-1-phenylethanol; (iii) (5)-1-phenylethyl acetate; (iv) (R)-1-phenylethyl 
acetate and (v) Mugetanol. Firstly, we have used the yeast Candida tropicalis CE017 as 
biocatalyst in the synthesis of (5)-1-phenylethanol fragrance. The yeast was used as free or 
immobilized cells and reaction conditions were optimi7ed in order to improve the yield and 
enantiomeric excess. The conditions as substrate quantity, pH, culture medium, temperature, 
inoculum quantity and resting cells were tested. The bioreduction of acetophenone using C. 
tropicalis produced (S)-1-phenylethanol as a maximum yield of 62% and enantiomeric excess 
of 97% in favor of S enantiomer. In addition, (S) and (R)-1-phenylethanol were obtained by 
bioreduction of acetophenone using commercial alcohol dehydrogenases (ADHs): ADH A, 
ADH  CP,  ADH LB, ADH PR2, ADH RS1 and ADH T. Bioreduction catalyzed by enzymes LB 
and PR2 produced the (R)-1-phenylethanol with conversions of 97% and 36%, respectively, and 
ee 2:99%. On the other hand, using enzymes T,  CP,  RS1 and A the (5)-1-phenylethanol was 
obtained with 6-88% of conversion and ee 299%. The preparation of (S) and (R)-1-phenylethyl 
acetates was performed by classic chemical process (acetylation or Mitsunobu reactions) from 
optically pure alcohols. (S)-1-phenylethyl acetate was obtained with 78% yield and 97% ee. 
Other fragrance with great interest in the aroma industry, as Mugetanol, was synthesized 
through three independent routes. In the route (a) the chemical reduction of 4-
isopropylacetophenone produced the 1-(4-isopropylphenyl) ethanol with 90% yield. The kinetic 
resolution step was performed with vinyl acetate and lipases CAL-B or PSL-C I in THF. Both 
lipases showed stereopreference for the acetylation of the (R)-enantiomer, with E>200. In this 
case, the high resolution rate was obtained using PSL-C I (ees  2:99% with 96% yield; cep  98% 
with 88% yield; conversion of 50% and E>200, with 6 h of reaction). Then, the alcohol obtained 
by kinetic resolution catalyzed by PSL-C I was reacted with hydrogen with a catalytic amount 
of chloro-(1,5-hexadiene)rhodium, giving Mugetanol as a mixture of (S)-cis-trans with 88% 
yield and de of 64% in favour of cis-isomer. In the route (b) the alcohol dehydrogenases LB and 
PR2 produced the (R)-1-(4-isopropylphenyl) ethanol, with conversions of 76 and 17% and ee 
2:99%, respectively, while (5)-1-(4-isopropylphenyl) ethanol, was produced in the presence of 
enzymes T,  CP,  RS1 and A with 65-96% of conversions and ee >99%. The chemical reduction 
to obtain the optically active 1-(4-isopropylphenyl) ethanol can lead to Mugetanol with 88% 
yield. In the route (c), the catalytic hydrogenation of 4-isopropylacetophenone produced a 
mixture with difficult separation: 4-(isopropylcyclohexyl)methylketone (16%), racemic 
Mugetanol (32%) and 1-(4-isopropylphenyl) ethanol (22%). Some racemic Mugetanol was 
recovered and the lipase- catalyzed kinetic resolution was studied with the enzymes CAL-B and 
PSL-C I. The Mugetanol was obtained with 91% yield as a mixture of cis-trans with de of 22% 
in favor of cis-isomer and enantiomeric excess 2:99% in favor of S enantiomer, when CAL-B 
was used. In the presence of PSL-C I, the Mugetanol was obtained with 93% yield as a mixture 
of cis-trans and de of 16% in favor of cis-isomer. For the cis-isomer ee was 60% in favor of S 
enantiomer and for trans-isomer the ee was 86% in favor of S enantiomer. 

Keywords: Candida tropicalis, fragrances, Mugetanol. 
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1 INTRODUÇÃO 

0 grande interesse pela síntese orgânica assimétrica é devido A. importância de 

compostos enantiomericamente puros possuírem distintas atividades biológicas. Tal 

importância pode ser constatada considerando que em 2001 foram faturados um 

montante de  US$  410 bilhões em produtos farmacêuticos formulados mundialmente, 

sendo que  US$  147 bilhões (36%) foram relacionados com a venda de drogas 

constituídas por um único enantiômero (BRENNA; FUGANTI; SERRA, 2003). 

Outro ramo interessante é a indústria de cosméticos e toaletes, no qual estão 

incluídas as fragrâncias, que gerou um faturamento em 2008 de  US$  333 bilhões 

(<1ittp://www. eurornonitor. com>). A química das fragrâncias compreende compostos de 

origem natural e sintética, resultando em uma grande variedade de odores e estruturas 

moleculares. São substâncias alvo na indústria de alimentos e fragrâncias. Quase 80% 

das fragrâncias e flavorizantes produzidos mundialmente são sintéticos devido ao alto  

Gusto  dos aromas naturais (fontes naturais escassas) (BLUEMICE; SCHRADER, 2001). 

A biotecnologia se apresenta como uma alternativa As fontes de origem botânica 

e aos processos químicos clássicos na produção de moléculas com propriedades 

odoríficas, através da utilização de microrganismos e enzimas isoladas (SERRA; 

FUGANTI; BRENNA, 2005). De acordo com as recentes investigações do  Chemical  &  

Engineering News  as rotas biocataliticas na preparação de pequenas moléculas quirais 

tiveram um "crescimento fenomenal" e desde o ano 2000 mais de 400 patentes 

utilizando microrganismos ou enzimas foram divulgadas (ABATE et  al.,  2004). 

Assim, os objetivos geral e específicos deste trabalho foram: 

5> Objetivo geral 

• Sintetizar as fragrâncias (S) e (R)-feniletan-1-ol e os seus correspondentes 

acetatos, bem como, o Mugetanol e seus precursores utilizando rotas 

biocataliticas. 

> Objetivos específicos 

• Empregar células em crescimento da levedura C. tropicalis como biocatalisador 

na síntese das fragrâncias (S) e (R)-feniletan-l-ol e os seus correspondentes 

acetatos; 
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• Utilizar lipases (CAL-B e PSL-C I) e alcooldesidrogenases comercias (T, LB, 

CP, PR2, RS1 e A) como passo chave na síntese do Mugetanol. 

Este projeto de pesquisa foi desenvolvido em parceria com o Laboratório de 

Bioorganica, do Departamento de Química da Universidad de  Oviedo  (Espanha) através 

do Projeto de Cooperação Internacional CAPES/DGU (Processo 149-07) "Otimização 

de processos biocatalíticos para a síntese de compostos orgânicos". 

Além desta introdução (Capítulo 1), o trabalho apresenta cinco outros capítulos: 

• Capitulo 2: Uma revisão bibliográfica critica sobre a síntese de fragrâncias 

utilizando-se lipases; 

• Capitulo 3:  Sao  apresentados os resultados referentes ao desenvolvimento desse 

projeto, seguido de uma discussão, com o objetivo de racionalizar os dados 

obtidos; 

• Capítulo 4: Consta a parte experimental onde detalhamos os procedimentos 

experimentais utilizados nesse trabalho; 

• Capitulo 5: Apresentamos as conclusões; 

• Capitulo 6:  Sao  apresentados as constantes físicas e dados espectrométricos dos 

compostos obtidos na parte experimental_ 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Biocatilise 

0 termo biocatálise abrange os processos em que um catalisador biológico é 

utilizado para converter um substrato num número limitado de etapas enzimáticas. 

Neste contexto, as reações bioquímicas ocorrem na presença de enzimas isoladas ou 

enzimas presentes nas células integras, que são capazes de catalisar um grande numero 

de substratos orgânicos (NOROUZIAN et  al.,  2003). 

Atualmente, esses processos enzimáticos têm sido incorporados na síntese 

orgânica e tem se tornado uma metodologia aceita para a preparação de compostos 

opticamente puros e para o desenvolvimento de rotas sintéticas na obtenção de 

moléculas alvo (LOUGHLIN, 2000). Destacamos sua aplicação na industria 

farmacêutica, de alimentos, agroquímica, química, de aromas, nutricional e de processos 

de biorremediação. (STAATHOF; PANKE; SCHMID, 2002) 

2.1.1 Enzimas 

Enzimas são proteínas que catalisam com grande eficiência as reações 

bioquímicas.  Sao  formadas por longas cadeias de aminoácidos unidas por ligações 

peptídicas e articuladas em estruturas tridimensionais. Possuem em suas estruturas 

grupos polares tais como -COOH, -OH, -NH2, -SH e -CONH2, que auxiliam na catálise 

enzimática. Sua eficiência catalítica e estrutural é estável em meio aquoso, no entanto, 

muitas enzimas têm sido usadas como catalisador em vários solventes orgânicos  

(FABER,  2000). 

As enzimas apresentam a vantagem de serem regio-, quimio- ou 

estereosseletivas em relação às reações químicas convencionais, podendo ser efetuadas 

em condições brandas, não exigindo altas temperaturas, ácidos ou bases fortes 

(BOMMARIUS; RIEBEL, 2004). Outra vantagem das enzimas é sua elevada eficiência 

como catalisador, pois são capazes de acelerar as reações de 10g  a 1010  vezes em média, 

comparadas com as reações não enzimáticas correspondentes. Como conseqüência, a 

concentração molar do catalisador bioquímicas (enzima) é da ordem de 10-3  a 104  

bem menor que a de catalisadores químicos que são cerca de 0,1 a 1%  (FABER,  2000). 
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2.1.1.1 Classificagdo das Enzimas 

Hoje mais de 3000 enzimas são conhecidas, com centenas de enzimas 

comercialmente disponíveis. Assim, a  RC. (Enzyme Commission)  resolveu identificar 

cada uma com um número de quatro dígitos  &BCD  que indicam: (A) tipo de reação; 

(B) o substrato ou tipo de molécula; (C) a natureza do cosubstrato e (D) o número 

individual da enzima  (FABER,  2000) e são classificadas pela NC-IUBMB  

(Nomenclature Committee of the International Union of Biochemist-1y  and  Molecular  

Biology)  em seis categorias de acordo com a reação que catalisa (Tabela 01). 

Tabela 01 — Classificação das enzimas 

N° Classe da Enzima Tipo de Reação Exemplo 
Oxirredutases 
Tranferases 

3 Hidrolases 
4 Liases 
5 isomerases 
6 Ligases 

Oyd-redução 
Transferência de grupos 

Hidrólise 
Adição-Eliminação 

isomerizagdo 
Formação-Clivagem de ligações 

Didronnases: Ox-idases 
Quinases; Transaminases 

Lipases 
Aldolases 

Epimerases 
Sintetases; Carboxilases 

2.1.1.2 Especificidade Enzimática 

Atualmente, o modelo mais aceito para a atuação de uma enzima em um 

substrato, é a regra de aproximação dos três pontos sugerida em 1940 por Ogston 

(Figura 01). 

Figura 01 — Regra de aproximação dos três pontos 

Segundo esta teoria, para se obter um alto grau de eriantiosseletividade em uma 

conversão enzimática, o substrato deve estar aprisionado firmemente em um espaço 
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tridimensional. Como conseqüência, torna-se necessária a, existência de pelo menos três 

diferentes pontos de ligação entre o substrato e o sitio ativo da enzima. De acordo com 

esta teoria, a estereoespecificidade das enzimas é explicada pela existência de  tit's  

pontos ou de sítios diferentes de interações entre a enzima e o substrato que podem ter 

funções ligantes ou catalíticas. Os pontos de ligação ocorrem com grupos específicos 

no substrato, levando a enzima e o substrato a se posicionarem em uma orientação fixa, 

direcionando o grupo do substrato a ser transformado sob o sitio de catálise da enzima. 

A regido onde os sítios ligantes e catalíticos estão situados é denominada de sitio ativo 

da enzima. Esta região compreende uma pequena porção do volume total da enzima e 

normalmente encontra-se na superficie ou próxima a esta, de modo a ser acessível ao 

substrato  (FABER,  2000). 

2.1.1.3 Enzimas Isoladas  versus  Células em Crescimento 

0 estado fisico dos biocatalisadores, que são utilizados nas reações de 

biotransformação pode ser diversificado. As enzimas podem ser encontradas na forma 

isolada (pura ou impura) ou na forma de células integras (vegetal, animal ou 

microrganismo) e sua escolha depende de fatores, como: 

(i) o tipo de reação;  
(ii) a necessidade de cofatores;  
(iii) o meio em que a biotransformacdo será executada. 

As vantagens e desvantagens para a utilização de cada biocatalisador estão 

sumariadas na tabela 02 (p. 27). 

2.2 Oxidorredutases 

As oxidorredutases são encontradas em microrganismos, plantas e animais, 

representando aproximadamente 1/4  das enzimas conhecidas (LIU;  WANG,  2007).  Sao  

responsáveis pela catálise de reações que envolvam transferência de elétrons podendo 

ser classificadas em quatro categorias: desidrogenases, oxigenases, oxidases e 

peroxidases  (XU,  2005). São largamente utilizadas na síntese de alcoois quirais, 

aldeidos e ácidos; na preparação e modificação de polímeros; na produção de 

biosensores para uma variedade de aplicações, além da degradação de poluentes 

orgânicos (LIU;  WANG,  2007). 
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Tabela 02 — Vantagens e desvantagens de enzimas isolarlas  versus  células inteiras 

Biocatalisador 

Enzimas Isoladas 

Enzimas Isoladas 

Enzimas Isoladas 

Enzimas Isoladas 

Células Inteiras 

Células Inteiras Cultura de células  

Vantagens  
Aparelhagens simples; 

Tratamento reacional simples; 
Melhor produtividade devido a 
tolerância a altas concentrações 

Alta atividade enzimatica 

Facilidade na realização; 
Tratamento  fact  

Substratos lipofilicos solúveis; 
Fácil recuperação enzimática 

Fácil recuperação enzimática 

Não necessitam de cofatores 

Alta atividade 

Desvantagens 

Necessidade de cofatores 

Possibilidade de reações 
paralelas; 

Substratos lipofilicos insolúveis; 
Tratamento requer extração 

Atividade reduzida 

Perda da atividade durante a 
imobilização 

Equipamento caro; 
Baixa produtividade devido a 

baixas concentrações; 
Tratamento trabalhoso; 

Reações paralelas; 
Biomassa volumosa; 
Muitos subprodutos; 

Dificuldade em controlar o 
processo 

Células Inteiras 

Células Inteiras 

Células 
remanescentes 

Células 
imobilizadas 

Poucos subprodutos; 
Facilidade no tratamento 

cional 

Possibilidade de reutilização 

Baixa atividade 

Baixa atividade 

Entretanto, para exibir sua atividade catalítica, essas enzimas requerem uma 

coenzima, que é responsável pela transferência de hidreto para o substrato 

(NAKAMURA et  al.,  2003). A maioria delas (80%) requer como coenzima o 

dinucleotideo nicotinamida adenina [NAD(H)] ou seu correspondente fosfato 

[NADP(H)]  (FABER,  2000). No entanto, a necessidade de uma coenzima torna o 

processo dispendioso e metodologias de reciclagem tem se tornado uma alternativa 

viável para sua utilizack. O processo conhecido como  "Coupled Substrate Approach"  é 

o mais utilizado porque a coenzima é concomitantemente regenerada por um 

cosubstrato (etanol, isopropanol, glicose, ácido fórmico,  etc)  num processo reversível 

(Figura 02, p. 21) (BISOGNO et  al.,  2009; DE WRDEMAN et  al_  2007). 



Prelog 

NH2 G = grupo grande 
P = grupo pequeno 
ADI-1 álcool desidrogenase  
AD  -= clinucleotiteo de nicotinamida-adenina 

1 
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Figura 02 — Regeneração da coenzima pelo processo  "Coupled Substrate Approach"  utilizando conto 
cosubstrato o isopropanol 

Na redução de cetonas pró-quirais utilizando álcool desidrogenases, a 

transferência de hidreto pode ocorrer pela face si ou  re  do grupo carbonila. Dependendo 

dos grupamentos est&icos (G ou P) a estereoquimica do álcool formado pode ser 

previsto pela Regra de Prelog. Segundo este modelo, o ataque do hidreto pela face  re  

leva a formaçao de alcoóis de configuração S, com especificidade Prelog, enquanto a 

especificidade anti-Prelog é obtida mais dificilmente quando o hidreto ataca a face si 

(Figura 03)  (FABER,  2000). 

Figura 03 - Regra de Prelog para biorredueao de eetenas pró-quiris 
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2.3 Lipases 

As lipases (E.C.3.1.1.3) são enzimas pertencentes à família das hidrolases e 

podem ser encontradas em animais, plantas, fungos e bactérias (GRANEM, 2007). São 

definidas como carboxilesterases que catalisam a hidrólise de triacilglicerois de cadeias 

longas  (TAG'  s) (GOTOR; ALFONSO; GARCIA-URDIALES, 2008) 

As lipases são as enzimas mais utilizadas em síntese orgânica devido a vários 

fatores: alta disponibilidade comercial e baixo custo; não necessitam de cofatores; 

podem ser utilizadas na forma livre e imobilizada; são estáveis em solventes orgânicos 

(GHANEM, 2007). São aplicadas na resolução cinética de alcoois raamicos, ácidos, 

esteres ou aminas, além da dessimetrização de compostos pro-quirais (GOTOR-

FERNANDEZ; BRLEVA; GOTOR, 2006). Na industria, são utilizadas na produção de 

biodiesel e na preparação de blocos de construção para a síntese de compostos 

enantiomericamente puros na industria farmacêutica, agroquímica e de aromas 

(JAEGER; EGGERT, 2002). 

A estereosseletividade das biotransfoimações com lipases podem ser 

classificadas em  tee's  grupos: Resolução Cinética  (RC),  Resolução Cinética Dinâmica 

(RCD) e Dessimetrização Enzimática Enantiosseletiva (DEE) (GOTOR-FERNANDEZ; 

BRIEVA; GOTOR, 2006). Na  RC  os dois enantiõmeros do racemato interagem 

diferentemente com a enzima e somente um deles é consumido (Is> kR  e h -rac 0)7 

levando a uma conversão máxima de 50% (Figura 05, p. 30). A eficiência da  RC  

medida pela razão enantiomerica (E) (Figura 04). Valores de E podem variar de I 

(reação não seletiva) a +00 (reação seletiva), considerando que valores superiores a 20 

são considerados válidos (GHANEM, 2007; GOTOR-FERNANDEZ;  BRIE  VA; 

GOTOR, 2006). 

Figura 04— Equaçdo da raza-o enantiomérica (E) 
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A RCD é um procedimento mais eficiente e combina a  RC  com a racemizaçdo  in 

situ  do substrato (kra, > ks). A RCD tem três exigências principais: (i) os dois 

enantiómeros do substrato reagem a velocidades diferentes (ks>>kR),  (ii)  o substrato 

deve está em equilíbrio com o enantiômero que reage mais rápido (kr,„> ks), e  (iii)  o 

produto deve estar inerte a racemizacdo (Figura 05). Recentemente, grupos de pesquisa 

têm mostrado a utilização de complexos metálicos na RCD (GHANEM, 2007; 

GOTOR-FERNANDEZ; BRIEVA; GOTOR, 2006). 

Figura 05 — Resolução cinética e resolução cinética dinãmica 

A transformação de um substrato através da DEE resulta na perda de um 

elemento de simetria (centro ou plano de simetria). Em contraste a  RC,  o rendimento 

teórico máximo e de 100% (GOTOR-EL,RNANDEZ; BRIEVA; GOTOR, 2002). 

Em reações de hidrólise e transesterificação é observado a mesma 

enantiopreferencia para um dado substrato, mas uma diferente enantiosseletividade. 

Esse fato pode ser explicado por uma regra empírica conhecida como Rega de 

Kazlauskas. Este modelo está baseado na diferença de tamanho dos grupos substituintes 

ligados ao centro estereogenico_ 0 grupo mais volumoso (L) tem prioridade sobre o 

grupo menos volumoso (M) e o enantiómero cujo grupo L encaixa na cavidade maior da 

enzima e formado preferencialmente (Figura 06) (GHANEM, 2007; KAZLAUSKAS et  

al.,  1991) 

Figura 06 - Modelo de Kázlauskas: (a) reação favorável e (b) reação desfavorável 
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2.4 Fragrâncias 

Todos os compostos com odor pertencem a. química das fragrâncias e o termo 

aroma químico é usado para designar fragrâncias e flavorizantes. Assim, compostos 

com alta pressão de vapor, massa molecular em torno de 300 g/mol e uma polaridade 

relativamente baixa são considerados aromas químicos. Além de compostos com odores 

agradáveis, os odores desagradáveis podem ser utilizados na indústria de fragrâncias em 

baixa concentração (FRiVIER; BAJGROWICZ;  KRAFT,  1998) 

A preparação de flavorizantes e fragrâncias a partir de meios naturais para uso 

na industria de alimentos, bebidas e farmacêutica é muito antiga. Inicialmente, estes 

compostos eram obtidos como misturas  (Oleos  essenciais, bálsamos e resinas), mas com 

o desenvolvimento da química sintética eles foram obtidos em suas foimas puras e 

começaram a aparecer na literatura e no mercado, como por exemplo, a cumarina .(1, 

1866) e a vanilina (2, 1876) (Figura 07) (FRAIER; BAJGROWICZ;  KRAFT,  1998). 

Figura 07 — Exemplos dos primeiros compostos de aroma obtidos em suas formas puras.  cumarina (1) e 
vartilina (2) 

As fragrâncias podem ser classificadas em sete famílias de acordo com o odor 

que possuem: verde, marinho, floral, amadeirado, âmbar, almíscar e fruta (Figura 08, p. 

32) (SAUDAN, 2007). 
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Figura 08 — Familia dos aromas 

2.4.1 Preparação de Fragrâncias via Biocattilise: Lipases 

A revisão bibliográfica foi realizada utilizando o banco de dados do  Chemical 

Abstract  através do  software  Scifinder. A palavra-chave  'fragrance"  foi utilizada como 

base e refinados com a palavra  "lipase".  Os registros da literatura serão descritos, em 

seguida, em ordem cronológica. 

Uma das fragrancias de maior interesse na indústria de aromas é o legendário  

ambergris,  um metabólito patológico do esperma de baleias. 0 principal componente é 

o triterpeno tricfclico (+)-ambreina (3) (Figura 09), mas outros compostos de odor 

pronunciado podem ser obtidos a partir de sua degradação. 

Figura 09— Estrutura do composto (t)-ambreina 



(3)-5  VO-6  

CHO 

(S)-4  
Reagentes: (i)  Lipase AK,  acetato  de vinila, hexano, O - ,I°C; (ii) TsCl, C,H,N; MezCO, (iv) Nall, 
CH2(CO2Me)2; (v)LiAlH 4; (vi) MnO, CH2C15  

rac-5 
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Horiuchi, Takikawa e  Mori  (1999) sintetizaram um desses compostos, o 'y-

coronal (4) (Esquema 01). Os autores utilizaram resolução enzimática como passo 

chave da síntese. Foram utilizadas 13 lipases diferentes, entretanto apenas a  lipase AK  

Amano (Pseudomonas fluorescens) se mostrou eficiente sob as seguintes condições: 1,5 

equivalentes de acetato de vinila, hexano e temperatura de 0 - 4 °C. A resolução do 

racêmico y-ciclo-homogeraniol (5) com a  lipase AK  foi realizada em escala preparativa 

levando a formação de (S)-5 com 48% de rendimento (ee 98%), enquanto (R)-6 foi 

obtido com 18% de rendimento (ee 98%). (S)-5 foi então convertido em 4 após cincos 

passos reacionais: tosilação (TsCl, C5H5N), substituição (NaI, Me2C0), alquilação 

(CH2(CO2Me)2, NaH), redução (LiA1H4) e oxidação (Mn02). O rendimento global foi 

de 28%. 

Esquema 01 — Siutese quimiefenzimAtica do rcoronal 

Outro odorante derivado do  Ulf  bergris é o (-)-AMBROX®  (7). Nos últimos anos, 

sua síntese vem sendo otimizada através de metodologias biocataliticas envolvendo 

lipases. 

Em 1996, Tanimoto e Oritani sintetizaram o (-)-AMBROX®  (7) utilizando 

resolução cinética enzimática (Esquema 02, p. 34). 0 acetato de farnesila (9) foi 

utilizado na preparação do rac'émico 8 após tratamento com ácido clorosulfônico e, 

subseqüente acetilaçdo na presença da  Lipase  PS-30 (Pseudomonas sp.). 0 acetato (1R)-

10 (ee 97%) e o diol (1S)-8 (ee 27%) foram obtidos com c 22% e E 85,8. (1R)-10 foi 

desacetilado com LiA1H4  e cristalizado para gerar (1R)-8 (ee99,7%) O diol (1R)-8 foi 

então mesilado e a hidroxila tercihria protegida com DI-1P/Ts0H. Em seguida, foi 

I 1-1(Mi-qq 



OAc 

7 

Reagentes: (i)  CISO3H, i-PrNO3; (ii) Lipase P8-30,  acetato  de viniIa; LiAIH, Et20; (iv) IvisCI, piridina; (v) DHP, Ts0H, CH2C12; 
(vi)NaCN, 18-eorea.6; DMSO; (vii)DEBAL, C112C12; LiA1114 Et20; (ix) divI5)zSO4; (x) TsCI, Piridina  
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tratado com NaCN e éter coroa gerando (1R)-11. Subseqüentemente, DMAL, LiA1H4, 

quantidades catalíticas de (TMS)2SO4 e TsC1 levaram a foiniação de 7 com 35% de 

rendimento global. 

Esquema 02— Preparação do AMBROX®  utilizando a  lipase  PS-30 

Estes mesmos autores prepararam a (+)-ambreina (3) (Figura 09, p. 32) a partir 

de (1)-8 utilizando metodologia semelhante. 

0 AMBROX®  (7) ainda foi preparado por  Akita  et  al.  (2000) utilizando (-)-

(8aS)-drimenol (12) como intermediário (Esquema 03)  p. 35). 

O racêmico (+)-12 foi tratado com a  lipase PL-226 na presença de acetato de 

isopropenila e éter diisopropilico a 36 °C para formar o acetato (8a5)-13 (ee 61%) e 

(8aR)-12 (ee 80%) com c 57% e E 9,9_ (8aS)-13 foi tratado com LiA1H4  para gerar 

(8a5)-12. A síntese seguiu com mais cinco passos, levando a formação de 7 com 55% 

de rendimento. 

Os autores ainda prepararam 7 utilizando o albinacol (14) 0 racemico ±-14 foi 

tratado com quatro lipases e éter diisopropilico a 33 °C na presença de acetato de 

isopropenila. As lipases  OF-360 e  MY-30 (Candida rugosa) geraram o acetato (8aR)-15 

enquanto, Amano P (Pseudomonas sp.) e  PL-266 (Alcaligenes sp.) produziram (8aS)-15 
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(ee 67%) e (8aR)-14  (cc  >99%) com c 59% e E 19,5. Em seguida, (8a5)-15 foi 

desacetilado por redução e convertido em (8aS)-12. A síntese seguiu com os passos 

mostrados no esquema 03.  

Esquema 03 — Preparação do AMBROX®  utilizando  lipase PL-266  

Paquette  e Maleekza (1991) relataram síntese do (-)-9a-epi-AMBROX (16). 0 

álcool racemico 17 foi convertido no correspondente cloroacetato, seguido de hidrólise 

com a  lipase  P-30, saponificação e oxidação com PDC para obter a cetona 18. Após oito 

passos reacionais 18 foi convertido em (-)-16 (Esquema 04, p. 36). 



Reagentes: (i)  CICHzCOCI, piridina; Lipase P-30; (iii) Na0H, 15%, THF; (iv) PDC, CH,C12  

8 passos 

 

17 18 

OH 

(t)-19 
4 estereoisarneros  

20d 19h 

OAc 

19a  

Reagentes: (i)  Lipase PS,  acetato  de Yinila,q3u0Me; (ii) HOE, McOH; TsCL (iV)Na0Ac, DNIF, ream  
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Esquema 04— Preparação biocatalitica do (+9a-epi-AMBROX®  

A fragrância comercial TIIVIBEROL®  [1-(2,2,6-trimetil-ciclohexil)-3-hexanol] 

(19) é vendida como mistura de quatro estereoisômeros. É uma fragrância sintética com 

aroma amadeirado. Os diastereoisômeros 19a e 19b são os principais responsáveis pelo 

aroma e são vendidos comercialmente com o nome de NORLIMBANOL®. 

Esquema 05 — Preparacdo biocatalitica dos isômeros ativos do TTIMBEROL® 
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As formas ativas do TIMBEROL®  foram preparadas por Brenna et.  al.  (1999a), 

baseado na resolução cinética de álcool secundário utilizando lipases. O composto (±)-

19 foi submetido a acetilação enzimática utilizando acetato de vinila, tBuOMe e as 

seguintes lipases: PPL  (Pancreas  de porco), CRL (Candida rugosa),  Lipase  PS 

(Pseudomonas cepacea). A  lipase  PS levou a rápida acetilação do álcool 19, obtendo-se 

após 24 h o estereoisennero acetato (3R)-20c como majoritário (ee >99%, ed 81%). 

Após 7 dias, o acetato (3R)-20d (ee >99%, ed 95%) foi obtido. Em seguida, (3R)-20c e 

(3R)-20d foram hidrolisados e convertidos nos correspondentes tosilatos para inversão 

de configuração. Após saponificação, (35)-19a e (35)-19b foram obtidos com 60% e 

80% de rendimento, respectivamente (Esquema 05, p. 36). 

Iononas (21 - 23) e ironas (24 - 26) são consideradas as mais importantes 

fragrâncias naturais empregadas na indústria de aromas (Figura 10). A preparação de a-

iononas (21), o principal componente do  Oleo  de violeta (Viola odorata), y-iononas (23) 

e todos os isameros das ironas (24 - 26), componente majoritário do  Oleo  de  iris (Iris  

pcillida), foram preparados por rotas biocataliticas, baseada na resolução cinética de 

alcóois alilicos. Em 2002a, Brenna et  al.  divulgaram uma revisão sobre a preparação 

dos isômeros das iononas e seus derivados utilizando  lipase  e Brena, Fuganti e Serra 

(2008a) publicaram uma revisão sobre a aplicação da biocatalise na síntese dos 

enantiOmeros a-, p- e y-ironas. 

Figura 10 — Isômeros das iononas e ironas 

A síntese de cis-ci. (24a) e trans-a-irona (24b) foi realizada por Brenna et  al_  

(1999b) utilizando como material de partida a-irona comercial, composta pela mistura 

de 43% de cis-a-irona (24a), 52% de trans-a-irona (24b) 'e 5% do isômero 13(25) 

(Esquema 06, p. 38). Primeiramente, foi realizada a epoxidaçáo da dupla ligaçáo interna 
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coin  ácido 3-cloroperbenzóico, no qual foram obtidos dois produtos principais: epoxi-

cis-a-irona (27a, 80%) e epoxi-trans-a-irona (27b, 20%). 27a foi reduzido com NaBH4  

produzindo a mistura 1:1 dos diastereoisômeros 28a' e 28a", que foram separados por 

coluna cromatografica e, em seguida, tratados com a  lipase  PS, acetato de vinila e 

tuOMe. Os acetatos 29a' (ee 98%) e 29a" (ee 98%) e os alcoóis resolvidos 28a' (ee 

98%) e 28a" (ee 98%) foram obtidos comE 461 e c 0,5. Os acetatos 29a' e 29a" foram 

hidrolisados com KOH/Me0H e, subseqüentemente, oxidados com Mn02  e CH2C12, 
assim como os alcoóis 28a' e 28a". Por fim, estes foram tratados com 

trimetilclorosilano, NaI em CH3CN para produzir (+24a e (-0-24a com rendimento 

global de 49% . A mesma metodologia foi aplicada para o epoxi-trans-a-irona. 

Esquema 06— Preparação enzimática de cis-cc-ironas 
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Na preparação de 3-ironas (25) e cis-T-ironas (26a) Brenna et  al:  (2001a) 

utilizaram como intel medidrio chave as epoxi-a-ironas 27a e 27b (Esquema 06, p.38). 

No esquema 07, a síntese foi iniciada pela redução com LiAlai  de (±)-27b resultou na 

mistura 1:1 de (±)-30a e (±)-30b, que foram submetidos separadamente a 

transesterificação com a  lipase  PS, acetato de vinha e tBuOMe. Os álcoois (30a e 30b) e 

os acetatos (31a e 31b) foram obtidos com ee 98%, E 461 e c 0,5. Cada álcool foi 

acetilado com Ac20 em piridina e, juntamente com os acetatos 31a e 31b, foram 

desidratados com P0C13. Após saponificação com KOH/Me0H e oxidação com Mn02 

(+)-25 e (-)-2513-ironas foram obtidos com ee 98%. 

Esquema 07— Síntese quimioenzimaica de cis-13-ironas 
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Entretanto, quando (±)-27a foi utilizado, o produto da redução com LiA1H4  foi a 

mistura 3:1 de 4,5-di-hidro-4-hidroxi-cis-a-irol {(±)-30c e (±)-30d] e 4,5-di-hidro-5-

hidroxi-cis-a-irol [(±)-32a e (±)-32b1 (Esquema 08). Os quatro componentes da mistura 

foram separados por coluna cromatografica e (±)-30c e (±)-30d submetidos a acetilação 

catalisada pela  lipase  PS. Os acetatos 31c e 31d formados e os alcoõis 30c e 30d, que 

foram acetilados após tratamento com Ac20, foram tratados com POCI3. Em seguida, 

foram fotoisomerizados e, após saponificação e oxidação com Mn02, (+)-cis-(26a) e (-)-
cis-(26a)-y-ironas foram obtidos com ee 97%.  

(+)-26a 
(+26a  

Reagentes: (i)  LiA1H4, THF; (ii) Lipase PS,  acetado  de viaila, 113110Me; (iii)AczO, piridina; (iv) POC13„ (v)  Foto  amertzae2o; (vi) K011, Me011; (vii) Mn02„ 0H2C12;  

Esquema OS— Síntese quindoenzimatica de cisi-fronas  

Partindo do (±)-trans-y-ironas [(±)-261)] Brenna et ai. (2001b) prepararam os 

enantiOmeros (±)-(26b) e (-)-(26b)-trans'y-ironas baseado na resolução dos 
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correspondentes racemicos ir6is. (±)-26b foi reduzido com Na1BH4  para gerar a mistura 

1:1 dos trans-7-irols (33a e 33b) (Esquema 09). Estes foram convertidos nos 

correspondentes 4-nitrobenzoatos, que após cristalização, em hexano, gerou 34b  corn  

ed 98%. Subseqüentemente, 34b foi hidrolisado e submetido a acetilação com  lipase  PS 

em '13u0Me para gerar o acetato (+)-trans-y-irol (35, ee 99%) e o álcool 33b (ee 99%, E 

1057, c 0,5). Hidrólise de 35, seguido de oxidação com Mn02  produziu (+26b-trans-y-

irona (ee 99%). Oxidação do álcool 33b levou a obtenção de (+)-261)-trans-y-irona (ee 

99%). 

Esquema 09— Sintese quimiaenzimatica de 1rans-7-ironas  

Inoue,  Kiyota e Oritani (2000) também prepararam o cis-a-ironas (24a) e cis-7-

ironag (26a) utilizando o álcool (±)-36 como material de partida, acetato de vinila como 

o agente acilante e as lipases PPL,  Lipase  2G e CHIRAZYMO L-9 (Esquema 10, p. 

42). A  lipase  PPL mostrou-se mais eficiente na resolução de (±)-36 levando a formação 

do acetato (+37  corn  ee 76% e rendimento de 22%. (-)-37 foi hidrolisado com a  lipase  

PPL em tolueno e tampão fosfato  pH  7,0 para obter o álcool 0-36 que, após sete passos 

reacionais, levou a formação de (-)-24a com 68% de rendimento. Metodologia 

semelhante foi utilizada na preparação de 26a_ 
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Reagentes: (i)  Lipase PPL,  acetato  de vinita, eter diisopropilico; (ii) Lipase PPL, tolueno, tainniea  fosfato  pH 7,0; (iii)N-metil-morfolina, Et20; 
(iv) Ms0H, Etz0; (v)NaOH, Me0H; (vi) LOA, THF; (vii)MsCI, Pindina, Clizaz; (Ifni)  Zn,  Nal, DMF,  refluxo;  (ix) MeLi, Et20  
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Esquema 10— Síntese qu:unioenzimatica de cis-a-ironas 

Iononas foram preparadas utilizando rotas semelhantes as das ironas. Brenna et  

al.  (1999c) sintetizaram (R) e (S)-a-iononas (21) e Fuganti et  al.  2000 (+) e (-)-7-

iononas (23). 

Em 2006, Serra, Fuganti e Brenna sintetizaram os derivados das iononas 3,4-

dideidroiononas (38), (-9-40 e (-)-40 e os isômeros 3,4-dideidro-7,8-diidroiononas (39), 

(+)-41 e (+41 (Figura 11). 

Figura 11 — Derivados 3,4-dideiidroiononas 

Para a preparação desses compostos foi utilizado como material de partida a-

ionona comercial (21) (Esquema 11, p_ 44). Esta foi tratada com m-CPBA para formar a 

mistura 5:1 dos diastereoiseimeros 42a e 42b. Estes disatereoisômeros foram tratados 

com Na0Me e Ts0H levando a formação de 38, que após hidrogenação catalitica com 

Pd produziu 39. Entretanto, quando 42a e 42b foram tratados com LDA, verificou-se a 
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formação de 4-hidroxi-7-iononas (43a e 43b). Estas foram tratadas com  lipase  PS, 

acetato de vinila e tBuOMe para formar o acetato (+)-44b (ee e ed 99%) e a mistura (+)-

43a e (±)-43b. Hidrólise com CaCO3/Pd(Ac0)2  de (+)-44b produziu (+)-40, com 93% 

de rendimento, que após redução da dupla ligação gerou o composto (±)-41, com 89% 

de rendimento. Outro caminho sintético, foi submeter a mistura (+)-43a e (±)-43b a 

acetilação, seguido de eliminação. Após acetilação, (+40 foi obtido com 89% de 

rendimento, que após redução levou a obtenção de (+41, com 90% de rendimento. 

Ainda foi possível produzir (+40, com 64% de rendimento, após tratamento da mistura 

(+)-43a e (±)-43b com P0C13, que após redução gerou o composto (+41, com 87% de 

rendimento. 

Recentemente, Luparia et  al.  (2008) sintetizaram biocataliticamente 13-alquil-a-

iononas (45) (Esquema 12, p. 45). 

Ácido gerdnico (46) foi utilizado como material de partida. A redução de 46 com 

LiA1H4  levou a formação do a-ciclogeraniol (47). Este foi submetido, posteriormente, a 

resolução cinética enzimática utilizando acetato de vinila como solvente e doador de 

acua, na presença de Et3N. Diferentes lipases foram utilizadas em um teste preliminar: 

PS (Pseztdomonas cepacia) (E 12,9), Psedomonas flziorescens (E 5,8),  lipase AK  

imobilizada em sol-gel (E 10) e  lipase  de Candida hpolitica (Inativa). A reação foi 

realizada  corn  a  lipase  PS devido o melhor valor de E e depois de 5 dias de reação foi 

obtido uma c 58% resultando no (-)-(S)-a-ciclogeraniol (47, ee 95%) e acetato (+)-(R)-

a-ciclogeranila (43, ee 68,3%). Epoxidação de (5)-47 com m-CPBA para gerar o 

epoxido de configuração  cis  (49), com 90% de rendimento. 0 composto 49 foi 

protegido com 0-1BDPS e tratado com Al(01Pr)3para produzir o álcool alilico 50 como 

uma mistura 1,8:1 de 50a e 50b_ 50a foi transformado no correspondente fosfasto de 

dietila e, em seguida, tratado com RMgBr (R =, Me, Et e 'Pr) e CuCN.2LiC1 formando 

51a, 51b e 51c com rendimentos de (82 — 94%). Subsequentemente, 51a, 51b e 51c 

sofreram olefinação de Julia-Lythgoe, reação de Mitsunobu e oxidação com H202 na 

presença de quantidades catalíticas de (NH4)Mo04  para produzir 52a, 52b e 52c com 

rendimentos satisfatórios. A síntese foi finalizada após tratamento de 52a, 52b e 52c 

com O-TBS, Nall-lg, Bu4NF e D1V11) produzindo 45a (88%), 45b (81%) e 45c (79%),  

corn  95% de ee. 
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Reagentas•  (i)  ra-CPBA, CH2Cly, (ii) MOMe, MeOIL (iii) Ts0I-1, toluene,: (iv) BuStilL [PdC12(PPh3)21,N144C1,1-120„ TITF; (v) LDA, TBF,  refluxo:  
(vi) Lipase FS,  acetato  de virnia, `BuOMe, (vii) CaCO3Pd(OAc)2 FPh3.  dioxano-, (yin) Ac20, piridma; (ix) POd3  piridina, dioxano 

O  

O 

Ca-pa-m.1,o-  2: Rem:sac-13 arii,ovótici,ca. 

Esquema 11— Síntese quimioenzimatica dos derivados 3,4-didebidrolononas 
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Reagentes-, (i)  LiA1H.4.  Et20-, (ii) Lipase PS,  acetado  de Yinila, hexanu'Et3N; rn-CPBA, C1-12C12-,  (ir)  TDDPSC1, 11101, DMA?, (v) Al(0'1"03-, 
(vi) (Et0)2P(0)C1, piridina, CII,Clz; (vii) RIA5Br, CuC24.2LiC1, 114F; (viii)13u4NF, TB?, (ix) PhSSPb, PBu3. (x) (N144)21‘1004.1-1202.1vIe0WCH2C12; 
(xi) 11uLi. hexanofr UT; (,xi) 21-341,NaMg,Na,11:P0,,, lcie01-1; DMP, C11,C1,  
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Esquema 12 — Síntese biocatalisada dos derivados 13-alquil-iononas 

O principal componente de orquídea Aerangis Kirkii africana, (48,5S)-Aeratigis 

lactona (53), foi preparado quimioenzimaticamente através de hidrólise catalisada com a  

lipase  PPL por Brenna et  al.  (2001c) (Esquema 13, p. 46). 

A utilização de fermento de pão na redução de 1,4-ceto-ácido (54) levou a 

formação da lactona (3S,4R)-55, conhecida como (+)-trans-cognac. A redução de 

(3S,4R)-55 com LiA1H4 seguido de tratamento com Ac20 levou a formação do diacetato 

(3S,4R)-56. Este foi submetido a hidrólise mediada pela  lipase  PPL em THF/H20. 

produto obtido (35,4R)-57 foi tratado com TsC1 e NaCN para foiluar o intelinedidrio 

(4S, 5R)-58 A hidrólise de (4S, 5R)-58 levou a formação direta de (4S,5R)-53-Aerangis 

lactona. Entretanto, para a preparação de (4S,5S)-53-Aerangis lactona foi necessário, 

após hidrólise, submeter (45`,5R)-59 a tratamento com TsCI e AcONa para obter 
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Reagentes: (i) Fermento  de pan; (ii)LiA1H4, THF; (iii) AciO, piridina: (iv) Lipase PPL, THF/H20, pH 7,8. NaOH 0,5 M, 
(v) TsCI, piridina; (vi)NaCN, DMSO; (vii) KOH, Me0H; (viii) AcONa, DMF; (ix) KOH 10%, etilenoplicol  
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(4S,55)-60. Finalmente, (4S,5S)-60 foi hidrolisado levando a formação de (4S,5S)-53 

com ee <99% e ed 70%. 

Esquema 13 — Preparação biocatalitica de (4S,5R) e (4S,55)-Aerangis lactona 

O (-)-(Z)-jasmonato de metila (61) é o principal componente do  oleo  das flores 

de jasmim (Jasininium grandiflorum L.). Kiyota et ai. (2001) prepararam seus isômeros 

utilizando resolução cinética enzimática (Esquema 14, p. 47). 

O raceinico 61 foi reduzido e os dois diastereoisômeros foi nados 62a e 62b 

foram separados. Transesterificação de 62a com acetato de vinila ou cloroacetato de 

vinila gerou modestos resultados com as enzimas testadas:  Lipase MY,  P (Amano), 

PS30, 2G, RHITIPASE®,  Lipase  imobilizada (Toyobo), CBTRAZYME®  L. 0 acetato 



on 
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(6R)-63 e o álcool (68)-62a foram formados com conversão de 50%. Os compostos (-) e 

(+)-61a foram obtidos após hidrólise do acetato (6R)-63 e oxidação de Dess-Martin 

com 41% e 21% de rendimento, respectivamente.  

---COOMe 

(±)-61a (-)-61a 

Reagentest  (i)  NaBH4,  lvfe014; (ii) Lipase P (Ain  ano), acetato  de  vinil.  (Tr),0; (iii) Lipase P (Ammo), hemno,  tampo fosfato  pH 7,0.25 °C; (iv) DMP, CH2C12  

Esquema 14— Síntese quimioenzimática de (-)-(Z)-jasmonato de metila 

A  lipase  PS (Burkholderia cepaeia) foi utilizada por Brenna et  al.  (2002b) na 

preparaçao da fragrancia DOREMOX*  (64), que  tern  aroma de rosas e é utilizado como 

base na preparação de perfiimes, alem de ser empregado sabões, detergentes e produtos 

de higiene pessoal. 

Os quatro possiveis estereoisômeros de 64 foram preparados a partir dos dióis 

racemicos  anti-65 (ed >99%) e syn-65 (ed 83%) (Esquema 15, p. 48). Estes foram 

acetilados com Ac20 e os correspondentes acetilados  anti-66 e syn-66 foram 

submetidos separadamente a saponificação enzimática na presença de  Lipase  PS. 0 

diacetato  anti-66 (ee 41%) e o álcool (1R53S)-anti-67 (ee 55%) foram obtidos com c 

43% e E 5,1. 0 composto (1R,38)-anti-67 foi acetilado, submetido a hidrólise catalisada 

pela  lipase  OS e tratado com KOH/Me0H para foimar (1R,38)-anti-65 (ee 95%). 0 
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Reagersies,  (i)  AczO, piridina; (ii) Lipage PS, T117/Hz0, pH 7,5; 
(iii) KOJI, Me01-1; (iv)  Ta;!,  riridina; Na0Me, Me011  
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diacetato (1S,3R)-anti-66 (ee 41%) foi saponificado em uma reação enzimática 

prolongada e após tratamento com KOH/IVIeOli levou a formação do diol (1S,3R)-anti-

65 (ee 86%). 0 tratamento de (1R,3S)-anti-65 e (1S,3R)-anti-65 com cloreto de tosila e 

metilato de sódio levou a ciclização e formação de 64. 0 mesmo processo foi aplicado 

para o acetato syn-66.  

Esquema 15 — Sintese quimioetuimAtica do DOREMOX®  

0 composto 3-3(isopropilfenil)butanal (68) comercializado com o nome de 

FLORHYDRAL®  é um odorante marinho com notas florais largamente empregado em 

perfumes. Foi preparado por Abate et cd. (2002) utilizando três 1ipases diferentes: PPL  

(lipase  pancreática de porco), CRL  (lipase  Candida rugosa) e PSL  (lipase  Burkholderia 

cepacia). O acetato de vinila foi usado como o agente acilante ell3u0Me como solvente 

(Esquema 16, p. 49)_ 
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Reagentes:  (i)BH3(CH3)2S, TF1F; (ii) NaOH-H202; Pd/C; (iv) Lipase PPL,  acetato  de vinila, iBuOMe; (v) NaOH, MeOli; (vi) TsCl, piridina; 
(vii) NaCN, DMSO; THF  
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Esquema 16— Sintese quimioenzilnática do FLORHYDRAL®  

Inicialmente, preparou-se o álcool racemico (±)-70 através da hidroboraçAo de 

1,3-diisopropenilbenzeno (69) seguido de hidrólise com Na01-1/1-1202  e hidrogenação 

catalítica na presença de catalisador de Pd. O composto ()-70 foi submetido a 

trangegterificação com as lipageg citadas_ Após 24 h de reação, o acetato (+71 formado 

foi analisado por CG e os seguintes ee foram obtidos: PPL (ee 81%), CRL (ee 50%) e 

PSL (ee 33%). A reação prosseguiu por 120 h apenas com a  lipase  PPL no qual obteve-

se o álcool (+)-70 com ee >99% e o acetato (+71 com ee 60%_ 0 composto (+71 foi 

hidrolisado com Na0H/Me0H para gerar o álcool (-)-70. Os alcoóis (+70 e (+)-70 

foram então empregados como material de partida para preparação dos enantiósmeros do 

1ILORHYDRAL®. Estes compostos foram tratados separadamente com cloreto de p-

toluenossulfonila em piridina e os correspondentes tosilatos  in situ  reagiram com NaCN 

em  DNB°  para produzir (-)-72 e 0-72, que subseqüentemente foram reduzidos com 
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hidreto de diisobutilaluminio em THF a -10 °C para produzir os dois enantiórneros do 

1-,LORHYDRAL®  (-)-68 e (+)-68 em suas formas puras, com 75% de rendimento. 

Paralelamente, o FLORHYDRAL®  (68) foi preparado utilizando fermento de  

pap  em uma síntese de sete passos (Esquema 17). Após ozonólise de 69 utilizando PPh3, 

73 foi obtido. Em seguida, o composto 73 sofreu hidrogenação catalítica resultando em 

74 que, subseqüentemente, foi condensado com PPh3=CHCOOEt para gerar o éster 

insaturado 75 (EIZ = 10:1, RIvfN 111). A redução com  Red-Al em tolueno, seguida de 

oxidação com Mn02  resultou no álcool alílico 76 (EIZ = 10:1, RMN 1H) e no aldeido 

insaturado 77 (EIZ = 5:1, RMN 111), respectivamente. Após 48 h de fermentação com 

fermento de pão 77 foi completamente consumido_ Entretanto, foram observados três 

produtos: 71, (E)-76 e (Z)-76. Esta mistura de produtos foi oxidada com Mn02, sob 

refluxo com C112C12, para gerar (+)-71 com ee 97%. Finalmente, (+)-71 foi oxidado 

com PCC para gerar (+)-68, com 61% de rendimento_ 

Reasentes:  (i)  03,  C1-1,Clz.  PP113; (ii)11z,  Pd/C; ()PPII,CHCODEt, balsseno; (iv) 1d-A, tolueno; (v)M0; (v)Fermento cle p5o; (vii) PCC, CIlyCl,  

Esquema 17— Utilização de fermento de pão Da preparação do FLORHYDRALI)  

O FLOROPAL®  ou VERTACETAL®  (78) e MAGNOLAN®  (79) são odorantes 

do tipo 1,3-dioxano que possuem interessantes propriedades olfatórias. O FLOROPAL®  

(78) tem aroma de toronja com tons de ruibarbos e MAGNOLAN®  (79) é uma 

fragrancia floral com odor de rosas, bastante empregado na composição de perfumes 

devido ao frescor de orvalho de rosas. Abate et  al.  (2003) desenvolveram a síntese 

desses compostos utilizando etapas enzimáticas. 



o OH O OAc 

O OH 

OH OH 

84 

O Ofte 

Ph 

(R)-81 

Ph 

(21t4F0-61 (23,4W-8Z 

0 0 

Ph 

(2R,4.54R)-79  

(2R,4R)-83 (210E,6M-78 

Ph 

(S)-80 80 

Ph 
(2S,4S,6,3)-78 

0 

jj Ph,,,,,,, 

(2S,4S,6S)278 

Ph 

0 

Ph 

(21Z,412,6R)-78 

Cap c.riA2.0- 2:  'IR.  em%scio- /3 ijA.Cogreca, 51  

Na síntese do FLOROPAL®  (78) a hidroxi-cetona 80 foi esterificada na presença 

da  lipase  PS, acetato de vinila em tBuOMe para produzir o acetato (R)-81 (ee 99%) e o 

álcool (S)-80 (ee 93%), com c 49% e E >200 (Esquema 18, p. 51). (S)-80 e (R)-81 

foram submetidos ao tratamento com MeMg, seguido de reação com acetaldeido para 

formar a mistura dos diastereoisômeros (2S,4R,65)-78 e (2S,48,68)-78 e, (2R,4S,6R)-78 

e (2R,4R,6R)-78. A mistura dos dióis (2S,4R)-82 e (2R,4R)-82, preparados pela reação 

de MeMg1 com (R)-81, foram submetidos a acetilação na presença de  lipase  PS levando 

a obtenção de (2R,4R)-83. Este foi hidrolisado e, em seguida, convertido no 

FLOROPAL®  (2R,4R,6R)-78 (ee >99%, de 76%). 

O 

Reagentes:  (1) Lipase PS,  acetato  de  vila,  43110Me; (ii) MeMe, Rt20; (iii) MeCHO, CHzCI, Ts0H; (iv) KOH, Me011; (v)  Fermento  de pfto  

Esquema 18— Preparação do FLOROPAL®  através da utilização de  lipase  e fermento de pão 

O FLOROPAL®  (78) também foi sintetizado utilizando fermento de pão 

(Esquema 18). A dicetona 84 foi submetida a fermentação com fermento de pão para 

formar (S)-80 com ee de 92%. Este foi tratado com MeMAI gerando a mistura 1:1,25 

dos dióis (2R,4S)-82 e (25;45)-82. Tratamento dessa mistura com acetaldeido ma 
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presença de quantidades catalíticas do ácido p-toluenossufonila levou a formação da 

mistura 1:2 dos isameros (2S,4R,65)-78 e (2S,4S,65)-78 do FLOROPAL®. 

Esquema 19— Preparação dos intermediários (±)-86a e (±)-86b na sintese do MAGNOLAN®  

Abate et  al.  (2003) ainda prepararam o MAGNOLAN®  (79) através de hidrólise 

do MAGNOLAN®  comercial (79a e 79h) ou por redução da dicetona 85 (Esquema 19). 

Nos dois casos foram obtidos os dióis 86a e 86b que foram separados por coluna 

cromatografica e submetidos separadamente a acetilação na presença das lipases PS e 

CRL. Diferentes regioquimicas e enantiosseletividades foram observadas para cada 

enzima_ Quando o diol 86a foi tratado com a  lipase  CRL foram formados os seguintes 

produtos: o diacetato (1R,2SXR)-89a (ee >99%), o monoacetato (11?,2S,FR)-88a (ee 

92%) e o diol (1S,2R,1'1S)-86a (ee 77%). Com a  lipase  PS foram obtidos (1S,2R,1'S)-

87a (ee 87,5%) e (IR,2S, I 'R)-86a (ee 93%). 

No caso do diol racêmico 86b o tratamento com CRL levou a produção do 

diacetato (1S,2R,1'R)-89b (ee >99%), o monoacetato (1S,2R,1'R)-88b (ee 89%) e o diol 

(1R,28,1'S)-86b (ee 86%). A acetilação com a  lipase  PS levou a produção do 

monoacetato (1S,2R,1'R)-87b (ee 93%) e do diol (1R,2S,1'S)-86b (ee 93%) Os 
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Rcagentes: (IT) Lipase CCL,  acetato  d vinila, tualvfei (ii) Lipase PS, sacetata vinila, tBuOMe; K011„, Me011; (iv) Mee110; CHza, PPTS  
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Cape:W.1<r 2: Rem*-Zo-13CUIL4ffrafica. 53  

derivados monoacetilados (1S,2R,1'S)-87a (ee 87,5%) e (18,2R,1'R)-87b (ee 93%) 

foram hidrolisados e, os dióis formados (15,2R,1'S)-86a e (1S,2R,1'R)-86b, convertidos 

nos estereoisômeros do MAGNOLAN®  (79) após reação com acetaldeido em cloreto de 

metileno, na presença dep-toluenossulfonato de piridina (Esquema 20). 

Esquema 20— Síntese quimioenzimática do MAGNOLAN® 
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Abate et  al.  (2004a) prepararam por rotas biocataliticas três fragrâncias florais: 

CLARYCET®  (90), FLOROL®  (91) e RHUBAFURAN®  (92) (Figura 12). Estas 

fragâncias são vendidas comercialmente como mistura de diastereoisfteros. 

CLARYCET®  (90) é descrito como tendo odor floral, rosa herbareo, com sabor de fruta 

seca. 0 FLOROL®  (91) tem aroma fresco, suave, com notas florais, enquanto, o 

RHUBAFURAN®  (92) tem cheiro de toranja, com notas de ruibarbos. 

Figura 12— Fragrâncias CLARYCEr, FLOROL' e RHU-13AFURA1'°  

Todos os estereoisômeros do CLARYCET®  (90) e do FLOROL®  (91) foram 

preparados baseados na resolução cinética de hidroxi-cetonas (93 e 94). Na síntese do 

FLOROL®  (91), o composto 94 foi acetilado na presença da  lipase  PS, acetato de vinila 

e tBuOMe. 0 derivado acetilado (S)-96 foi obtido com 30% de rendimento (ee 95%) e a 

hidroxi-cetona (R)-94 foi recuperada com 35% de rendimento (ee 91%). Diferentes 

resultados foram obtidos para 93, que foi testada com a  lipase  PS e CCL (Candida 

cylindracea). Somente a  lipase  CCL promoveu a acetilação de 93 com baixa 

enantiosseletividade. 0 acetato (S)-95 (18% de rendimento) foi formado com ee de 

60%. Em seguida, o composto (S)-95 foi hidrolisado na presença da  lipase  CCL para 

formar o álcool (S)-93 (67% de rendimento, ee 80%). Subseqüentemente, as hidroxi-

cetonas 0)-93, (R)-94 e o acetato (S)-96 foram convertidos nos derivados piranos, pelo 

tratamento com brometo de alilmagnesio, formando as misturas de diastereoisômeros 

(2S,4RS)-97a, (2R,4RS)-98a e (2S,4R5)-98b, respectivamente. Todos foram acetilados e 

submetidos a ozonOlise em CH2C12/Me0H. Depois foram reduzidos com NaBH4  e 

saponificados formando (3RS,55)-99b (65% de rendimento), (3RS,5R)-100a (63% de 

rendimento) e (3RS,55)-100b (70% de rendimento). Reação com TsC1 em piridina levou 

a obtenção dos seguintes compostos cíclicos obtidos como misturas de 

diastereoistimeros: (2S,4.R3)-101, (2d?,4RS)-91 e (2S,4R5)-91. Cada composto foi 

separado por coluna cromatografica gerando os seguintes produtos: (2S,4R)-101 (ed 

99%, ee 90%, 39% de rendimento), (2S,4S)-101 (ed 99%, e 90%, 31% de rendimento), 

(2R,4R)-91 (ed 99%, ee 91%, 30% de rendimento), (2R,4S)-91 (ed 96%, ee 91%, 37% 
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de rendimento), (2S,4R)-91 (ed 99%, ee 95%, 35% de rendimento) e (2S,48)-91 (ed 

99%, ee 95%, 29% de rendimento) (Esquema 21). 

Esquema 21 — Sintese quirtnoenzirntica do FLOROL®  

Na síntese de CLARYCET®  (90), a mistura dos diastereoisameros (3RS,5S)-

99b foi tratada com a  lipase  PS em tBuOMe e acetato de vinila para  faunal-  os dois 

diastereois6meros monoacetatos (3RS,515)-102 (78% de rendimento) (Esquema 22, p. 

56). Estes derivados foram tratados com TsCI, submetidos a saponificação com uma 

solução de 10% de NaOH e, subsequentemente, ciclizados após inversão de 

configuração, gerando a mistura de dois diastereoisômeros (2R,4RS)-103. Estes foram 

separados por coluna cromatográ.fica e submetidos, separadamente, a acetilação sob 

R=H (-)-(S)-95 
R= CH3  (-)-(S)-96 

O OH 

R = R' H (4RS,65)-97a 
R = H, R' = A. (4RS,65)-97b 
R = Me, R' = H (4RS,6R)-97c 
R = Me, R' Ac (4R8,6R)-98a 
R = Me, R' = H (4RS,65)-98b 
R = Me, R' = Ac (4RS,6S)-98c 

Reagentes: (i)  Lipase FS  ou  Lipase CCL,  acetato  de vinila, `13u0Me; THY/H20, pH 7,3, lipase CCL; 
O311,1304, THF; (iy) Ae20, piridina; (v) 03, CI-Wiz/M.0H, Nal3H4; (v1) KOH, MOH, (vii) 

piridina  

R=H 93 
R= CH3  94 

O OAc R 

R = R' = H (5)-93 
R = CH3, R' = H (R)-94 

R = C113, R' = Ac (S)-96 

R = H (2S,4RS)-101 
R = CH, (2R,4RS)-91 

R = OH, (2S,4R.5)-91 

HO 
R = H, R' = A. (3RS,5S)-99a 

= B. = H (3RS,5S)-99b 
R = Me, R' = H (3RS5R)-99e 
R = Me, R' = Ac (3R.5,5R)-100a 

= Mc, R' — Ac (306,56)4006 
R = Me, R.' = H (315s,5.5)-1.00c  

VII 
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HO Ac0 
(3RS5S)-99b (3RS,55)-102 

 

OH 

 

 

(2R,4R8)-90 

 

(2R,4RS)-103  

Reagentes: (i)  Lipase  PS, acetato de vinila, tBuOMe; TsCI, piridina;  
(iii)  NaOH 10%, Et0H; (v) Ac.20, Na0Ac 
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refluxo com Ac20, na presença de Na0Ac, para formar os dois isômeros 

enantiomericamente puros (2R,45)-90 (69% de rendimento) e (2R,4R)-90 (64% de 

rendimento). 

Esquema 22— Síntese quhnioenzimatica do CLARYCET®  

A síntese do R}IJJBAFURAN®  (92) foi realizada empregando a hidroxi-cetona 

80 como material de partida (Esquema 2,3, p_ 57). Adição de brometo de metilmagnesio, 

oxidação com Cr03  e, subsequente, desidratação levou a foimação da cetona 104, que 

foi reduzida com NaBH4  ao álcool alilico 105. Este foi submetido a acetilação mediada 

por  lipase  e após 72 h foram obtidos o acetato (RA-106 (ee >99%) e o álcool (S,E)-105 

(ee >99%). 0 composto (S,E)-105 foi tratado com ortoacetato de trietila na presença de 

quantidades catalíticas de acido proparkiico. Em seguida, foi destilado a vácuo e 

saponificado produzindo o ácido (S,E)-107. Tratamento com carbonocloridrato de etila, 

na presença de Et3N, seguido de ozonólise e redução levou a formação do diol 

(2R,4RS)-108. A mistura de diastereoisómeros foi submetida a coluna cromatográfica e 

os dois isOmeros foram obtidos em sua forma pura. Estes foram submetidos a acetilaçao 

na presença da  lipase  PS e os seguintes resultados foram obtidos: após 8 dias foram 

formados a mistura 1:1 de dois possíveis monoacetatos que não foram separados e os 

dióis (2R,4R) e (2S,45)- 108. Esses dióis foram tratados com a  lipase  PS e, após 5 dias, 

formaram os monoacetatos (2R,4R)-109 e (2R,4R)-110, além do monoacetato (2S,45)-

109. Os três monoacetatos foram tratados com TsCI e saponificados para formar os 

seguintes isômeros do RHUBAFURAN: (2R,4R)-92 (ee 99%, ed 84%, 50% de 
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rendimento), (2S,4R)-92 (ee 99%, ed 66%, 56% de rendimento) e (2R,4S)-92 (ee 99%, 

ed 78%, 49% de rendimento). A preparação do quarto isômero ocorreu pelo tratamento 

de (2S,4S)-108 com NBS e PPh3  (ee 99%, ed 60%, 67% de rendimento). 

(2S,48)-92 

Rcagentcs. (9 McMrpr, TI-IF, Cr03, I1C1 10%, TIAP, (iv) NaBH„, CILC68.4e0R, (v) Lipase PS,  acetato  de wide, buOMe; 
(vi) A.atoaeatato de dietila, fieido propaitico; Na0f1, 1120/Et20, Eta/i, CluvuEt, MetvtgOl, ?tit; (vat) 03, ClizClz/M.01-1-,  (i.)  T.C1, p3r4dhm  N1(011, M.01.4 PPh3, NOS, 
CI-12G11  

Esquema 23 — Sintese quimioenzimatica do RHUBAFURAN®  

A (R)-Muscona (112) é um odorífero encontrado em uma glândula caudal de 

certas espécies de cervo almiscarado (Moschus moschiferus L.). Tem odor de almíscar e 

o enantiômero (R)-112 é o que possui características do aroma. Abate et  al.  (2004b) 

preparou (R)-112 por acetilaçâo de 3-metilciclopentadecanol (113) utilizando a  lipase  

QL (Alcaligenes sp.). Hidrólise e oxidação com Cr03  levou a (R)-112 com ee de 88% 

(Esquema 24, p. 58). 



(±)-113 (R)-112  

OH OAc 

(3R,4R)-114 

Reagentec: (i) KOH, Me0H/1Tz0; (n)Lipcme PS, acetato de vinila, iBuOMe; Aca0, piridina 

111 

C51133  C51411 

OH 

C3H13 

OAc 

C511,, 

(3RS,4SR)-114 

OAc 

CAI 

0 

(3/1S,4/2.9)-114 OAc 

(3.RS,4R.S)-116 

(3R,46)-114 

OAc 

(3.3,4S)-114  

Ccq)C.tulo-  2: ReNC/sao-13aylLogreificcx, 58 

Reagentes: (i)  Lipase QL,  acetato  de isopropenda, CL-Pr)30; (ii) KOH, Me0H; (iii) Cr03, ClliClz  

Esquema 24 -Preparação da (R)-Muscona utilizando  lipase  QL (Alcaligenes sp.) 

Em 2006a, Abate et  al.  prepararam as fragrâncias JASMAL®  (114) e 

JASSEMAL®  (115) por resolução cinética_ Estas fragrâncias são comercializadas por 

diferentes companhias e são usados em muitos cosméticos devido ao agradável odor de 

jasmim. 

Esquema 25 - Síntese quimioen7imática do JASMAL°  

Uma amostra de JASMAL®  (114) contendo uma mistura equimolar de  cis  e  

trans-114 foi hidrolisada para formar os correspondentes alcoóis (3RS,4SR)-116 e 

(3RS,4R15)-116, que foram separados por coluna cromatogdfica (Esquema 25). A 

acetilação enzimática  (Lipase  PS) de (3RS,4SR)-116 em 13u0Me com acetato de vinila 



Reagentes: (i)  Lipase PS,  acetato  de vinila, CHC13; (U) K2003, MeOPI; (iii) BuLi, CuT, TIT; (iv) Ac.z0, 
piridina; (v)11,, Pd/C, Et01-1.; (vi) 1H-Imidazole, PP113, Iz, ClIzClz; (vii) Me0Na, Me0H; (viii) AczO, AcONa (3R,4R,5R)-115 
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levou a formação, após nove dias, do acetato (3S,4R)-114 (ee 97%) e do álcool (3R,4S)-

116. Acetilação de (3R,4S)-116 gerou o acetato (3R,45)-114 (ee 92%). No caso do 

álcool (3RS,4R5)416, o acetato (3R,4R)-114 (ee >99%) e o álcool (3S,45)-116 (ee 

88%) foram obtidos após 3 dias. 

Os isômeros do JASSEMAL®  (115) foram preparados a partir do epoxido 117 

(Esquema 26). Este foi acetilado na presença da  lipase  PS e acetato de vinila produzindo 

o álcool (S)-(2R,3S)-117 (ee 97%) e o acetato (R)-(2S,3R)-118 (ee 99%), que foi 

hidrolisado para foliliar (R)-(2S,3R)-117. A síntese prossegue com mais seis passos ate 

a foi mação (3R,4R,5R)-115 com 99% de pureza_ Os demais isameros foram preparados 

de forma semelhante. 

Esquema 26— Sintese quimioenzimática do JASSEMAO)  

PELAR_GENE®  é uma fragrância floral com cheiro forte de folhas trituradas da 

planta  Pelargonium,  mais conhecida como gerânio _ E comercialmente vendida como 

uma mistura de tres regioisômeros (119 - 121) de acordo com a seguinte composição: 

73,7%  cis-119; 1,7%  cis-120; 17,7%  cis-121; 0,4%  trans-120, 0,8%  trans-121 e 5,7% 

de constituintes não conhecidos (Figura 13, p. 60). 

Os doze estereoistimeros possíveis para o PELARGENE®  foram preparados por 

Abate et  al.  (2006b) utilizando uma rota biocatalitica. Na resolução cinética foram 

empregados a  lipase  PS de Btalcholderia cepacia e acetato de vinila em 113u0Me 

(Esquema 27, p. 61). 
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Figura 13 — Regioisômeros do PELARGENE®  

Primeiramente, o composto 122 foi acetilado mediante a presença da  lipase  PS 

para gerar, após 48 11, o derivado (+)-(R)-123 com ee de 98%. A reação foi prolongada 

por 15 dias para obtenção do álcool (-)-(S)-122 (ee 90%). Em seguida, (+)-(R)-123 e (-)-

(S)-122 reagiram separadamente com cloreto de 13-metalila magnésio em  THE  A 

mistura foi tratada com Ac20 em piridina e submetida a ozonólise em CH2C12/Me0H a 

-78 °C. Foi utilizado NaBR[  para finalizar a reação e (1R,3R8,5RS)-124 foi obtido como 

mistura de diastereoisômeros. Subseqiientemente, a  lipase  PS e acetato de vinila foram 

utilizados para preparar a mistura de diacetatos (1R,3RS,5R)-125. Este foi ainda 

saponificado utilizando a  lipase  PS em THF/H20  (pH  7,8) para produzir a mistura de 

monoacetatos (1R,3RS,5R)-124 e (1R,3RS,55)-124. A síntese foi completada com a 

ciclização de cada monoacetato separadamente e do racêmico pelo tratamento com 

MsC1 em piridina, seguido pela reação com Me0Na em Me0H para produzir 

(2R3,4RS,6R5)-126, seguida de desidratação com P0C13  em piridina para formar: 

(2R,6S)-119 (33% puro, ee 90%), (2S,6R)-119 (39% puro, ee 98%), (2R,6R)-119 (99% 

puro, ee 98%), (2S,6S)-119 (97% puro, ee 90%), (2R,68)-120 (92% puro, ee 90%), 

(23,6S)-120 (93% puro, ee 90%), (2S,6R)-120 (98% puro, ee 98%), (2R,6R)-120 (94% 

puro, ee 98%), (2S,6R)-121 (94% puro, ee 90%), (2S,65)-121 (94% puro, ee 90%), 

(2R,6S)-121 (99% puro, ee 98%) e (2R,6R)-121 (97% puro, ee 98%). 

Brenna et  al.  (2008b) utilizaram a  lipase  PS de Burkholderia cepacia e acetato 

de vinha como passo chave na síntese dos quatro estereoisômeros da fragrância 

comercial NECTARYL®  (126). Esta fragrância tem um odor agradável de pêssego e 

damasco e é ingrediente de formulações de cosméticos e sabões (Esquema 28, p. 62). 
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Reagentes: (i)  Lipase PS,  acetato  de vinila, tl3u0Me; Cloreto  de 5-memlila  magnésio;  (iii) AczO, paidina; (iv) 03, CH3C1zi/v1e0H; Na0H4, Me011; 
(+)14... PS, TITE/Hio, pH 7,5; (vi)MeSOzCI, Oxidic.; Mr0Na, Me0H; (vii) FO, piridma  
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Esquema 27— Preparag-ao biocamlitica dos doze isdmeros da fragran' cia PELARGENE®  

0 produto racêmico (±)-127 foi preparado a partir da ciclopentanona (128) e o 

limoneno (+)-129 com 72% de rendimento. A síntese seguiu com mais quatro passos 

reacionais: (i) redução com L-Selectride em  TIE  a -78 °C;  (ii)  resoluçdo cinética com a  

lipase  PS, acetato de vinila e t-BuOMe; hidrólise com Na01-1/Et0H e  (iv)  oxidação 

de Dess-Martin. Os alcoois obtidos após redução de 127 (80% de rendimento) foram 

submetidos a acetilação catalisada pela  lipase  PS e acetato de vinila. Após 1 dia de 

reação, os produtos foram separados por coluna cromatogrifica e analisados por RMN 

13C-BB para calcular o ed [acetatos 131b (37% de rendimento, ed 92%) e 131d (28% de 

rendimento, ed 84%) e os alcoóis 130a (56% de rendimento, ed 70%) e 130c (36% de 
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rendimento, ed 82%)]. Em seguida, os acetatos 131b e 131d foram hidrolisados 

obtendo-se os respectivos alcoóis com 94% de rendimento. Finalmente, todos os 

diastereoisômeros foram oxidados com DMP em CH2C12 para obtenção dos quatro 

estereoisômeros do NECTARYL®  [127a (92% de rendimento, ed 81%); 127b (92% de 

rendimento, ed 89%); 127c (92% de rendimento, ed 80%) e 127d (92% de rendimento, 

ed 86%)]. Os diatereoisameros 127b e 127d são os que mais contribuem para o aroma 

do NECTARYL®. 

Reagentes:  (1) 0, Mn(0Ac)2. Co(0A02, AcOH; (u) L-Seletide, THE; (m)LipseFS, accto d Timm, tsuvrde, kiv) iNavn, kv/  

Esquema 28- Síntese quimioenzimatica do NECTARYL® 

62  
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Este trabalho está dividido em duas partes, a saber: 3.1 Síntese quimioenzimática 

das fragrâncias (5)- e (R)-feniletan-l-ol [(S)-FE-2a e (R)-FE-2b)] e seus 

correspondentes acetatos [(S)-FE-3a e (R)-FE-3b)]; 3.2 Síntese quimioenzimática da 

fragrância Mugetanol (MG-1). A síntese das fragrâncias (S)- e (R)-feniletan-1-01 e seus 

correspondentes acetatos foi desenvolvida empregando a levedura C. tropicalis CE017 e 

alcooldesidrogenases comerciais. Essas fragrâncias possuem odores distintos: o 

enantiômero (5) é descrito como tendo um aroma de fruta seca com sobretons de 

morango, enquanto o enantiômero (R) contém aroma de fruta fresca com sobretons 

florais (FARBOOD et  al.,  2003). Na síntese da fragrância Mugetanol utilizou-se 

diferentes rotas sintéticas. 0 Mugetanol é uma fragrância com odor de lírios-do-campo, 

encontrado em quatro formas diastereoisoméricas, sendo o (-)-(S)-cis-muge anol  o que 

possui maior intensidade do aroma (YOSHEI et  al.,  2001). 

3.1 Síntese Quimioenzimitica das Fragrâncias (S)- e (R)-feniletan-1-ol e seus 
Correspondentes Acetatos 

A síntese das fragrâncias (S)- e (R)-feniletan-1-ol e seus derivados seguiu a 

metodologia descrita no item 4.7 (p. 91). A rota quimioenzimática obtida com 

rendimentos maximizados encontra-se sumariada na figura 14. 

Figura 14— Síntese quimioenzimática das fragrancias (5)- e (R)-feni1etan-1-ol e dos correspondentes 
acetatos 



Capitulo-3: Re.saltzuiok e/Dbscumeu:7-  - 65 

3.1.1 Preparação e Análise dos Padrões 

Antes de iniciarmos o trabalho com as reações enzimáticas fez-se necessário a 

obtenção dos padrões. Inicialmente, realizamos a redução da acetofenona  (ACT-1) com 

boroidreto de sódio em metanol para obtenção do álcool racEmico (±)-FE-2 com 90% 

de rendimento (Item 4.7.5.1, p. 94). Em seguida, acetilamos quimicamente (±)-FE-2 

utilizando anidrido acético, trietilamina, DMAP em diclorometano (Item 4.7.5.2, p. 95). 

Obtivemos o composto (±)-FE-3 racêmico com rendimento de 94% (Esquema 29). 

Esquema 29— Síntese dos padrões (±)-FE-2 e (±)-FE-3 por via química 

Esses padrões foram, em seguida, analisados por cromatografia gasosa com 

detector de ionização de chama (CG/DIC) para obtenção de seus respectivos tempos de 

retenção. 0 álcool (±)-FE-2 também foi utilizado na obtenção de lima curva de 

calibração para posterior utilização na determinação dos rendimentos das biorreduções 

(Item 4.7.6, p. 95). 

3.1.2 Utilização de C. tropicalis CE017 corno Bioeatalisador 

Na tentativa de obtermos fontes biocataliticas originarias da biodiversidade 

brasileira decidimos investigar o potencial biocatalitico da levedura C. tropicalis 

CE017, que foi isolada e identificada conforme metodologia descrita no item 4.7.4 (p. 

94). Através da análise de resultados preliminares obtidos por Araújo (2006) na 

utilização de C. tropicalis CE017 em biorredução de cetonas aromáticas foi possível 

constatar o potencial da referida cepa como biocatalisador, o que nos levou a investigar 

esse microrganismo produtor de enzimas do tipo alcooldesidrogenases, na síntese de 

(5)- e (R)-feniletan-l-ol e seus correspondentes  ace-tatos. 
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3.1.3 Reações de Biorredução Utilizando Células em Crescimento de C. tropicalis 
CE017 

Tnicialmente, foi realizada a cinética da reação de biorredução da acetofenona a 

fim de estabelecer o tempo de conversão  maxima  do produto feniletan-1-ol. Após o 

crescimento da cultura com absorbáncia 0,5 por 24 horas, 0,17 mmol da cetona  ACT-1 

foi adicionada as células em crescimento, permanecendo sob agitação de 125 rpm 

durante 1, 3, 6, 9, 12 e 15 dias (Esquema 30). Após o tempo estipulado para a reação, o 

produto foi obtido por extração com AcOEt. Os rendimentos cromatograficos e 

excessos enantioméricos  (cc)  foram determinados em CG/DIC utilizando as condições 

de análise e tempo de retenção predeterminados para o padrão (Item 4.7.7, p. 96). 

Esquema 30— Biorredução da acetofenona variando o tempo de reação 

Na tabela 03 (p. 67) encontram-se apresentados os resultados obtidos na 

biorredução da  acetofenona variando o tempo de reação. 0 melhor rendimento 

cromatográfico para o feniletan-1-ol foi de 62% após 9 dias de reação. Observamos que 

o rendimento praticamente dobra (de 38 para 62%) do sexto para o nono dia, indicando 

que a produção das enzimas alcooldesidrogenases, necessárias para reduzir o substrato, 

tem um máximo depois do sexto dia, peimanecendo praticamente inalterado até o 

décimo segundo dia. Um decréscimo perceptível do rendimento começa a ser observado 

com 15 dias de reação. Comasseto et  al.  (2003), ao estudar a biorredução de o-

fluoroacetofenona com Aspergillus terreus, sugerem que ocorre uma competição entre o 

processo de redução da cetona e a oxidação do álcool formado. No caso de C. tropicalis 

a redução sobrepõe-se a oxidação até o nono dia de reação em que ocorre i  ri  aumento 

no valor do rendimento cromatográfico do produto. Após esse período, é possível que o 

produto founado passe a ser oxidado, ainda que em uma cinética lenta, ao substrato 

ocasionando um decréscimo no rendimento. 
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Os ee obtidos foram excelentes (97% - >99%) mostrando uma alta seletividade 

das células da levedura na redução da acetofenona. 0 produto Prelog, enantiômero de 

configuração 8, foi formado, predominantemente, em todos os casos. 

Tabela 03 — Rendimentos e excessos enantioméricos obtidos variando o tempo de reação a 28 °C,  pH  5,5 
e 125 rpm 

Entrada Tempo (dias) Rendimentol  (%) ee2  (%) Configuração 
1 1 20I >99 S 
2 3 35 98 S 
3 6 38 97 S 
4 9 62 97 S 
5 12 60 97 S 
6 15 56 97 S 

'Rendimentos cromatograficos obtidos por CG/DIC utilizando o método do padrão interno. 
2  Excessos enantioméricos obtidos por CG/DIC. 

Andrade et  al.  (2004) conseguiram resultados superiores aos obtidos com a 

levedura C. tropicalis. Utilizando o fungo Epicoccum nigrum conseguiram 99% de 

conversão da acetofenona ao feniletan-l-ol e um  ee de 98% do enantitimero Prelog (S), 

após 8 dias de reação. 

3.1.4 Otimização das Condições de Reação 

Com o objetivo de otimizar o rendimento da biorredução foi avaliado o efeito da 

variação de alguns parâmetros reacionais. Foram modificados: (3.1.4.1) quantidade de 

in6culo, (3.1.4.2) meio de cultura; (3.1.4.3)  pH;  (3.1.4.4) temperatura; (3.1.4.5) 

quantidade de substrato e (3.1.4.6) utilização de células remanescentes. 

As reações prosseguiram nas condições em que obtivemos o melhor resultado (9 

dias) variando apenas o parAmetro em estudo. 

3.1.4.1 Variação da Quantidade de Ináculo 

A reação de biorredução foi realizada alterando o volume de inOculo da cultura 

de C. tropical is CE017 de lmL para 2 mT, de inOculo com absorbAncia 0,5. Na tabela 04 

(p. 68) observamos um pequeno aumento no rendimento da reação (62 - 65%) e nos 

valores de ee (97 - 98%). A variação dos resultados foi insignificante e continuamos a 

utilizar 1 mL de in6culo nas reações enzimáticas subseqüentes. 
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Tabela 04— Rendimentos e excessos enantioméricos obtidos variando a quantidade de inOculo 

Entrada 
Quantidade 

de imiculo (mL) 
Rendimentol  (%) ee2  (%) Configuração 

1 2 65 98 S 
2 1 62 97  

Rendimentos cromatogr'aficos obtidos por CG/DIC utilizando o metoido do padrao interno. 
2  Excessos enantiomericos obtidos por CG/DIC. 

3.1.4.2 Variação do Meio de Cultura 

Utilizamos diferentes meios de cultura no cultivo de C. tropicalis CE017 na 

tentativa de maximizar o rendimento de (S)-feniletan-1-ol (FE-2a). Valores de 

rendimentos cromatográficos e ee obtidos encontram-se sumariados na tabela 05. 

Primeiramente, utilizamos o meio de cultura peptona nos valores de  pH  6,5 e 5,5. 

possível verificar a obtenção de baixos valores de rendimento (Entradas 1 e 2). Tais 

resultados foram considerados inesperados já que a fonte de carbono é a glicose. 

Entretanto, urna explicação bioquímica nos leva a entender os baixos rendimentos. 

Durante a síntese das proteínas mitocondriais, como as desidrogenases, na presença de 

fontes de carbono fermentáveis (principalmente, glicose) ocorre à produção de piruvato 

que é degradado pelas enzimas piruvato descarboxilase e a alcooldesidrogenase até 

etanol, com produção de NADEI (fermentação alcoólica) (Figura 15, p. 69). Por 

conseguinte, na presença de peptona (proteínas) ocorre oscilação no metabolismo da 

glicose inibindo a produção de NADH e conseqüentemente, levando a um decréscimo 

na produção de enzima alcooldesidrogenase (P  I I.PER et  al.,  2009). 0 mesmo ocorreu 

para o meio de cultura Czapeck nos valores de  pH  8,5 e 5,5 era que os sais inorgânicos 

que compõem o meio são responsáveis pelo decréscimo do rendimento. Os ee foram 

sempre maiores que 99% em favor do enantiômero (S). Dessa forma, o melhor meio de 

cultura foi o  BD  HIMEDIA®  pH  5,5 (Entrada 5). 

Tabela 05— Rendimentos e excessos enantioméricos obtidos variando o meio de cultura 

Entrada Meio de Cultura Rendimentol  (%) ee2  (%) Configuração 
1 Peptona  pH  6,5 13 >99 S 
2 Peptona  pH  5,5 13 >99 S 
3 Czapeck  pH  8,5 11 >99 S 
4 Czapeck  pH  5,5 12 >99 S 
5  BD  HIMEDIA ®  pH  5,5 62 97 S 

l  Rendimentos cromatogfaficos obtidos por CG/DIC utilizando o método do padrao  interim.  
'Excessos enantiomericos obtidos por CG/DIC 
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Figura 15 — Processo bioquímico da síntese das proteínas mitocondriais 

3.1.4.3  Variação  de pH 

0 efeito do  pH  foi avaliado ajustando-se o  pH  do meio de cultura  BD  

HIMEDIA ®  (pH  5,5) para os seguintes valores: 4,0; 7,0 e 8,0 (Item 4.7.2, p. 92). 

É sabido que cada enzima possui um  pH  adequado para uma atividade otimizada 

e que a variação de  pH  pode afetar o desempenho da enzima. Além disso, o  pH  ótimo 

de uma enzima não é necessariamente idêntico ao  pH  do meio, podendo estar um pouco 

acima ou abaixo do valor do  pH  ótimo (NELSON;  COX,  2004). Os rendimentos obtidos 

(Tabela 06) demonstram que o valor de  pH  ótimo para a enzima alcooldesidrogenase 

presente na levedura C. tropicalis CE017 encontra-se na faixa de 5,5 a 7,0 (Entradas 4 e 

2) que, a medida que o meio vai se tornando mais alcalino (Entrada 3) ou mais  acidic()  

(Entrada 1) há uma diminuição da atividade enzimática. 
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Tabela 06— Rendimentos e excessos enantioméricos obtidos variando o  pH  do meio 

Entrada PH Rendimento' (%) ee2  (%) Configuração 
1  BD  HEtvIEDLe  pH  4,0 50 98 S 
2  BD  BIMEDIA®  pH  7,0 60 98 S 
3  BD  HIMEDIA®pH 8,0 42 98 S 
4  BD  HINIEDIA  pH  5,5 62 97 S 

1  Rendimentos cromatograficos obtidos por CG/DIC utilizando o método do padrao interno. 
2  Excessos enantioméricos obtidos por CG/DIC. 

3.1.4.4 Variação da Temperatura 

Os resultados obtidos nas biorreduções quando a temperatura da reação foi 

variada de 28 °C para 45 e 55 °C estão sumariados na tabela 07. Analisando esses 

dados, verificamos que o aumento da temperatura leva a baixos rendimentos e o ee cai 

para 68% na temperatura de 55 °C (Entrada 4). Dessa forma., a temperatura adequada 

para realizar as biorreduções com C. tropical is CE017 é de 28 °C. 

Tabela 07— Rendimentos e excessos enantioméricos obtidos variando a temperatura 

Entrada Temperatura (°C) Dias Rendimento' (io) ee2  (%) Configuração 
1 45 3 16 97 S  
2 45 6 16 97 S 

45 _ 9 51 97 S 
4 55 9 14 68 
5 28 9 62 97 

Rendimentos cromatográficos obtidos por CG/DIC utilizando o método do padrão interno. 
'Excessos enantioméricos obtidos por CG/DIC. 

3.1.4.5 Variação na Quantidade de Substrato 

Outro parâmetro avaliado foi a quantidade de substrato. Foram utilizados 6, 8, 

10, 12, 14, 15, 30 e 40  !IL  de acetofenona. Os resultados encontram-se apresentados na 

tabela 08 (p. 71). 

Podemos explicar esses resultados pela conhecida equação de Michaelis-Menten 

(Figura 16) que expressa 6. relação entre a concentração de substiato e a velocidade da 

reação enzimática. Considerando que a quantidade de enzima em cada caso é a mesma, 

medida que a concentração de substrato é pequena a velocidade da reação aumenta 

quase linearmente com a formação do substiato. Com  o aumento da quantidade de 

substrato o rendimento começa a diminuir e podemos dizer que a enzima está saturada 

com o substrato e a velocidade da reação não aumenta mais. É isso que observamos com 

os dados obtidos. Também podemos considerar a toxicidade do substrato, que pode 

matar as células e inibir a produção de enzimas. 
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u0=  U, [S]  
Km  + [S1 

uo = velocidade inicial da reação 

= ve1ocirl2de  maxima  de reação 

Km= constante de Michaelis-Menten 

[S] = concentração do substrato 

Figura 16 — Equação de Michaelis-Menten 

Quanto ao ee houve um decréscimo quando o rendimento era maior. 

Tabela 08 — Rendimentos e excessos enantioméricos obtidos variando a quantidade de substrato 

Entrada Quantidade 
de Substrato (AL) Rendimento' (%) e e2  (%) Configuração 

1 6 75 85 S 
2 8 75 93 S 
3 10 71 85 S 
4 12 72 85 S 
5 14 61 92 S 
6 15 60 97 S 
7  30 48 91 S 
8 40 44 94 S 
9 20 62 97 S 

'Rendimentos cromatogrificos obtidos por CG/DIC utilizando o método do padrdo  interim_  
2  Excessos enantioméricos obtidos por CG/DIC. 

3.1.4.6 Utilização de Células Remanescentes 

As reações de biorredução com a levedura C. tropicalis CE017 foram realizadas 

empregando células em crescimento obtidas após centrifugação do meio liquido (células 

remanescentes). Utilizamos solução tampão fosfato 0,1 M,  pH  7,0 e o tempo de reação 

de 12, 72 e 144 h, a 28 °C e 125 rpm (Item 4.7.8.6, p. 97). 

Os rendimentos obtidos por normalização das  areas  dos cromatogramas após 

análise em CG/DIC e os valores de ee encontram-se sumariados na tabela 09 e se 

mostrar= inferiores aos obtidos com células em crescimento. 

Tabela 09— Rendimentos e excessos enantioméricos obtidos utilizando células remanescentes 

Entrada Tempo (h) Rendimentol  (%) ee2  (%) Configuração  
1 12 18 54 S 
2 72 36 68 S 
3 144 36 73 s 
e 216 62 97 S 

Rendimentos cromatograficos obtidos por CG/DIC utilizando o método do padrfto interno. 
2  Excessos enantioméricos obtidos por CO/DIC. 
Resultados obtidos utilizando células cm crescimento. 
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Soni e Banetjee (2006) obtiveram 73% de conversão e 99% de ee na obtenção 

do feniletan-1-ol utilizando uma cepa da levedura C. tropicalis MTCC 5158 com apenas 

12 h de reação. 

3.1.5 Biorredução com Microcdpsulas de C. tropicalis CE017 

Investigamos a utilização e reutilização microcapsulas de C. tropicalis CE017 

imobilizadas em alginato de cálcio nas reações de biorredução da acetofenona. 

Os rendimentos obtidos não foram satisfatórios. Obteve-se um rendimento 

máximo de 46%, na primeira utilização e na terceira utilização o rendimento caiu para 

16%. Dos valores de ee podemos destacar o obtido na segunda utilização (97%), o 

mesmo obtido quando utilizamos células em crescimento (Tabela 10). 

Tabela 10 — Rendimentos e excessos enantiomdricos obtidos utilizando microcápsulas de C. tropicais 
CE017 

Entrada Ciclo Rendimentol  (%) eez  (°/0) Configuração 
1 1 46 _ 137 S 
2 2 35 97 
3 3 16 54 S 
4*  62 97 

I  Rendimentos cromatograicos obtidos por CG/FID utilizando o método da padronizacAo interna. 
2  Excessos enantioméricos calculdos por CG/FID. 
3  Resultados obtidos utilizando células em uescimento. 

3.1.6 Utilização de Alcooldesidrogenases (ADHs) Comerciais na Redução da 
Acetofenona 

0 emprego de ADHs em reações de biotransformação envolve transferência de 

hidreto num processo conhecido como  "Coupled Substrate Approach" (Fig.  2, p. 28). 

Nesse método, uma imica  enzima é responsável por reduzir/oxiclar o substrato, 

sacrificando uma molécula pequena  (co-substrato) para regenerar o cofator [NAD(H) ou 

NADP(H)]. Devido à reversibilidade da reação, o  co-substrato, geralmente 

isopropanol/acetona, deve ser utilizado em excesso pra assegurar altas conversões 

(BISOGNO et  al.,  2009; WILDEMAN et  al.,  2007). 

Conhecendo o mecanismo de ação das ADHs resolveu-se utilizá-las como 

padrão de comparação para os resultados alcançados com C. tropicalis CE017 como 

biocatalisador. A biorreducdo da acetofenona prosseguiu  pr  24 h, 30 °C e 140 rpm 

utilizando as ADHs: ADH A (Rhodococus ruber), AD1-1 CP (Candida parapsilosis), 



OH  

ADI-Is 

Tarnp5o, Cofator 
24 h, 30 C. 140 rpm 

ACT-1 -(5)  ou  (R)-FE-2 

ADHs: T, L13, Cl'. FR2, RS1, A 
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ADH LB  (Lactobacillus  brevis), ADH PR2, ADH RS1 (Rhodococus sp.) e ADH T 

(Thermoanaerobacter sp.). As quantidades estequiométricas utilizadas foram indicadas 

pelo fabricante JULICH CODEXIS®  e encontram-se descritas no Item 4_7.11 (p. 101). 

Analisando os dados da tabela 11, em que se encontram apresentados os 

resultados obtidos para a biorredução da acetofenona com as ADHs testadas, 

observamos conversões que variaram de baixas a alias (6 — 97%). Nas biorreduções com 

as ADHs CP e PR2, respectivamente (Entradas 3 e 4), obtivemos as menores 

conversões, 6 e 36%. Nos demais casos, as conversões são boas, chegando a 97% com a 

ADH LB (Entrada 2). 

Os ee são excelentes, maiores que 99%, mostrando uma alta 

enantiosseletividade. Com  exceção das ADHs LB e PR2 (Entradas 2 e 4), no qual 

obtivemos o enantiômero anti-Prelog, todas as demais enzimas testadas levaram ao 

enantiômero com configuração (5), de acordo com a regra de Prelog. 

Os resultados obtidos para as ADHs CP e PR2  sac)  menores que os esperados. 

Na literatura, Kosjek et  al.  (2006) obtiveram conversões de 27% na redução enzimática 

de cetonas a,[3-insaturadas e quando cetonas a-halogenadas foram reduzidas com a 

ADH PR2, as conversões variaram de 84 a 90% (BISOGNO et  al.,  2009). 

Tabela 11 — Resultados da biorreducfto da acetofenona utilizando ADHs comerciais 

Entrada ADH e (%)1  eeida,,,i  (%)1  Configuração 
1 T 88 >99 S 
2 LB 97 >99 R 
3 CP 6 >99 S 
4 PR2 36 >99 1? 
5 RS1 80 >99 S 
6 A 80 >99 S 

Valores de conyersao e ee foram determinados por CG/DIC. 

Embora as ADHs testadas, com exceção das ADHs CP e PR2, tenham levado a 

obtenção dos álcoois (S) e (R)-feniletan-l-ol com boas conversões e alta pureza 
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enantiomérica, encontramos um  inconveniente em sua aplicação, que é o uso de 

cofatores. Aplicações preparativas seriam dispendiosas porque seriam necessárias 

grandes quantidades de cofatores que custam  US$  37,50 por 100 mg. Portanto, um 

método alternativo é a utilização de células em crescimento de microrganismos como a 

levedura C. tropicalis CE017 que mesmo com rendimento moderado de 62%, leva ao 

feniletan-l-ol com alto valor de ee (97%) e dispensa a presença do cofator, tornando-se 

uma alternativa viável para a produção de alcoóis enantiomericamente puros. 

3.1.7 Preparação do Acetato de (S)-1-feniletila 

Subseqüentemente, o álcool (S)-feniletan-l-ol obtido pela biorredução com a 

levedura C. tropicalis CE017, foi acetilado quimicamente utilizando Ac20, Et3N, 

DMAP e CH2C12  para obtenção do acetato de (S)-1-feniletila com rendimento de 78% e 

ee 97%, que foi posteriormente analisado por CG/DIC e caracterizado por RMN, IV e 

EM (Item 6.1, p. 115). 

3.1.8 Preparação do Acetato de (R)-1-feniletila 

Com o objetivo de obter o acetato de (R)-1-feniletila desenvolvemos duas 

metodologias: 

• Metodologia sem inversão de configuração: a partir do álcool (R)-

feniletnn-1.-o1 e por reação de acetilação química (Item 4.7.14.1, p. 102). 

• Metodologia com inversão de configuração: a partir do álcool (S)-

feniletan-l-ol e por reações de inversão de configuração (Item 4.7.14.2, 

p. 102). 

3.1.8.1 Metodologia Sem Inversão de Configuração 

O álcool (R)-feniletan-l-ol obtido nas biorreduções com as ADHs LB e RS1 foi 

acetilado quimicamente para obtenção do acetato de (R)-1-feniletila com 78% de 

rendimento e ee >99%. 
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3.1.8.2 Metodologias com Inversão de Configuração 

Inicialmente, investigamos o processo de inversão de configuração do álcool (S)-

feniletan-l-ol com a preparação do mesilato e tosilato de (5)-1-feniletila para posterior 

reação com Cs0Ac, como pode ser observado no Esquema 31. 

O álcool (S)-FE-2a foi convertido separadamente aos correspondentes mesilato e 

tosilato de (S)-1-feniletila. Na mesilação utilizamos MsC1 em diclorometano e piridina, 

mas depois de 24 h de reação o mesilato foi obtido apenas com 6,5% de rendimento 

(Item 4.7.14.2.1, p. 101). No caso do tosilato, usamos duas condições de temperatura: 

ambiente e a 38 °C. Nos dois casos, obtivemos mistura de produtos com dificil 

separação cromatográfica e o produto desejado foi obtido com rendimento ainda menor 

(5,0%) (Item 4.4.14.2.2, p. 101). Como nenhuma das estratégias foi satisfatória devido 

aos baixos rendimentos, não chegamos a realizar a inversão do mesilato e tosilato com 

os acetatos de césio e sódio, respectivamente. 

Esquema 31 — Estratégia para obteneao do mesilato e tosilato de (S)-1-feniletila 

Na literatura encontramos a preparação de mesilatos e tosilatos como primeira 

etapa para inversão de configuração de outros substratos. Fuganti, Serra, Dulio (1999) 

obtiveram rendimento de 65% na preparação de tosilatos de sesquiterpenos bisabolanos. 

Na tentativa de obtermos resultados satisfatórios para produtos de inversão de 

configuração empregamos a estratégia de Mitsunobu (Esquema 32, p. 76). Utilizou-se 

trifenilfosfma (PPh3), um  acid()  carboxilico, azodicarboxilato de dietila  (DEAD)  e 'FliF 

como solvente (Item 4.7.14.2.3, p. 102). Dessa forma, a esterificaç5o do álcool (S)- 



(S)-PE-2a 

R = -CH3_ -CH2C1,p-nitrobenzila  

Cap Ctuio- 3 : Re,frultada-s- e/ (.4,c,u4s-cio- 76 

feniletan-l-ol seguiu variando o coeficiente estequiométrico dos reagentes e o ácido 

carboxilico. Inicialmente, utilizamos os reagentes nas proporções de 1,0:1,2:1,2:1,2 e 

1,0:2,0:2,0:2,0 (produto de partida: ácido carboxilico: PPh3:  DEAD,  respectivamente) 

usando ácido acético. Entretanto, baixas conversões (13 e 16%) foram obtidas e 

resolvemos utilizar ácidos com valores de pKa menores que o do ácido acético (Tabela 

12). Quando empregamos o acido p-nitrobenzóico e ácido cloroacético nas mesmas 

condições testadas para o ácido acético obtivemos um  aumento no rendimento para 54 e 

71%, respectivamente. Ainda na tentativa de melhorar o rendimento testamos o ácido 

cloroacético agora na proporção de 1,0:2,0:2,0:2,0 e ocorreu um  aumento significativo 

do rendimento de 71 para 81%.  

Dodge, Trujillo  e Presnell (1994) estudaram o efeito do ácido carboxílico na 

inversão de configuração do mentol. Rendimentos de 81% foram obtidos quando 

utilizou-se o ácido p-nitrobenzóico. 

Esquema 32— Estratégia de Mitsunobu para inversão de configuração de (S)-feniletan-l-ol 

Mesmo alcançando bom rendimento do éster com a utilização do ácido 

cloroacético existe uma desvantagem de estratégia sintética, pois aumentaria dois passos 

na síntese, a desproteção do éster e a acetilação do álcool obtido após a hidrólise 

(Esquema 33, p. 77). 

Tabela 12— Rendimentos obtidos variando as condições reacionais da reação de Mitsunobu 

Entrada Acido Carboxilico pK„ Coeficientes Estequiométricos 
dos Reagentes' Rendimento (/o) 

1 
2 
3  
4 
5 

Acido acético 
Acido acético 

Acid°  cloroacético 
Ácido p-nitrobenzóico 

Ácido cloroacético 

4,76 
4,76 
2;86 
3,41 
2,86 

1,0:1,2:1,2:1,2 
1,0:2,0:2,0:2,0 
1,0:1,2:1,2:1,2 
1,0:1,2:1,2:1,2 
1,0:2;0:2,0:20 

13 
16 
71 
54 
81 

Os  coeficientes  estequiometricos so PP, kid° carboxilico, trifenilfosfina e DEAD,  respectivamente.  
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3.1.8.2.1 Reações de Desproteção 

Alguns ésteres de cloroacetila são encontrados na literatura apresentando 

protocolos para a obtenção de seus respectivos alcoóis utilizando meios básicos fracos, 

como Et3N, NI-13-1120 e K2CO3  (WALLNER et  al.,  2003) 

Iniciahnente, testamos a hidrólise do cloroacetato de (R)-1-feniletila com 

hidróxido de amônio e metanol e obtivemos o álcool (R)-feniletan-l-ol com 32% de 

rendimento. 

Essa etapa foi otimizada após utilização de carbonato de potAssio em uma 

mistura de Me0H/H20 na qual obtivemos o álcool (R)-feniletan- 1 -ol com rendimento 

de 78% e ee 95% (Esquema 33). 

Xu e Yuan (2005) obtiveram rendimento que variaram de 75 - 82% quando 

hidrolizaram ésteres de 13-hidroxi-13-arilpropionatos em seus derivados alcoóis. 

Esquema 33 — Estratégia sintética utilizada na preparação do acetato de (R)-1-feniletila 

3.1.8.2.2 Acctilação Química 

Finalmente, realizamos a acetilação do álcool (R)-feniletan-l-ol obtido após 

hidrólise com K2CO3. 0 produto acetilado foi analisado por CG/DIC para confirmação 

da inversão de configuração (Esquema 33). 0 rendimento global foi de 58%. 
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Hidrogenação" Catalítica 

A  

OH  

Hidrogenação 
Catalitica 

Resolução Cinética Enzimatica 

MG-I 
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3.2 Síntese Quintioenzimitica da Fragrância Mugetanol 

Propusemos desenvolver a síntese quimioenzimática do Mugetanol [144-

isopropilcicloexieetanol] (MG-1) que é uma fragrância encontrada em quatro formas 

diastereoisoméricas, no qual o igimero (-)-S-cis-mugetanol é o principal responsável 

pelo aroma de lírios-do-campo (Figura 17). 

Figura 17 - Quatro formas estereoisoméricas do Mugetanol 

A partir da cetona comercial 4-isopropilacetofenona (4-IPA-2) propusemos  tees  

rotas sintéticas utilizando lipases ou álcooldesidrogenases como biocatalisadores 

(Esquema 34). 

A) Redução química da 4-isopropilacetofenona seguida de resolução cinética 

enzimática e hidrogenação catalítica; 

B) Biorredução da 4-isopropilacetofenona com ADHs comercias seguida de 

hidrogenação catalítica; 

C) Hidrogenação catalitica de 4-isopropilacetofenona seguida de resolução cinética 
enzimática do álcool obtido. 

Esquema 34 — Distintas rotas sintéticas (A, B e C) para a produção quimioenzimdtica do Mugetanol 
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3.2.1 Rota A: Redução Química de 4-isopropilacetofenona Seguida de Resolução 
Cinética Enzimática e Hidrogenação Catalítica 

Inicialmente, reduzimos a cetona 4-IPA-2 com boroidreto de sódio em metanol 

produzindo o álcool (±)-4-2A-3 com 90% de rendimento. Em seguida, a acetilação 

química de (±)-4-EPA-3 levou a preparação do acetato racêmico (±)-4-IPA-4 com 94% 

de rendimento, utilizando anidrido acético na presença de trietilamina, DMAP em 

diclorometano (Esquema 35). Análises por CLAE de (±)-4-IPA-2 e (±)-4-1-PA-3 foram 

realizadas para desenvolver métodos de separação eficientes, para posterior 

determinação dos excessos enantioméricos dos produtos resultantes da resolução 

cinética enzimática (Item 4.8.1.4, p. 106). 

Esquema 35 - Síntese química dos padedes (J)-TPA-3 e (±)-IPA-4 

Durante as Últimas décadas, muitgs transformações assimétricas foram 

desenvolvid2s para preparação de compostos enantiomericarnente puros e a resolução 

cinética enzimática tem se mostrado um método eficiente e muito utilizado para 

preparação  dosses  compostos (GOTOR-FERNANDEZ; BRIEVA; GOTOR, 2006). Na 

transesterificação de alco6is secundários, ésteres de vinha são os agentes aeilantes mais 

adequados (GOTOR; ALFONSO; GARCÍA-URDIALES, 2008). Por esse motivo, 

resolvemos estudar a resolução cinética do álcool raamico (±)-4-IPA-2 utilizando 

como agente acilante o acetato de vinila  (AV-5) e como biocat2lisadores as lipases de 

Candida antarctica B (CAL-B) e Pseudomonas cepacia (PSL-C I) (Esquema 36, p. 80). 
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Esquema 36 - Transesterificacão enzimática de (±)-4-IPA-3 utilizando acetato de vinila como doador de 
acila e as lipases CAL-B e PSL-C I como biocatalisadores 

Tabela 13 — Acetilaçáo enzimática de (±)-4-IPA-3 utilizando acetato de vinila e THF a 30 °C e 250 rpm 

Entrada Enzima Tempo (t) ee1  (%) eepl  (%) c2  (%) E3  
1 CAL-B 25 - - 29 >99 22_ ->200- 
2 CAL-B 4,5 42 >99 30 >200 
3 CAL-B :22,0 94 - >99 - -48 >200 

CAL-B 26,0 98 (96) >99 (82) 49 >200 
PSL-C I _25 75 >99 _ 43 >200 

6 PSL-C I 4,5 92 >99 48 >200 
7 PSL-C I 6,0 >99 (96) 98 (88) 50 >200 

' Excessos enantioméricos determinados por CLAE e rendimentos isolados entre parênteses. 
'C = ee,l(ee,+ ee). 
3  E = 1n[(1 - c)x(1 - eep)F In[(1 - c) x (1 + ee9)]. 

A reação prosseguiu utilizando três equivalentes de  AV-5 em  TIT  a 30 °C e os 

resultados obtidos encontram-se apresentados na tabela 13. Observamos que as duas 

lipases levaram a estereopreferência para acetilação do enantiômero R do álcool (±)-4-

IPA-3. Estes resultados estão de acordo com a regra de Kazlauskas (KAZLAUSKAS et  

al.,  1991) e com os resultados subseqüentes obtidos por  Saville  e Kazlauskas (2005). 

Com o transcurso da reação, a enzima PSL-C I mostrou-se mais eficiente que a CAL-B, 

necessitando de apenas 6 horas de reação para alcançar ee do substrato superiores a 

99%, enquanto a  lipase  CAL-B levou 26 h para alcançar ee do substrato de 98%. 

Apenas com a enzima PSL-C I atingimos uma conversão máxima de 50% e os maiores 

rendimentos isolados do álcool (96%) e acetato (88%). As duas enzimas mostraram alta 

enantiosseletividade (E >200). 
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Esquema 37 — Hidrogenação catalítica de (S')-4-IPA-3 para produzir o (S)-Mugetanol como mistura  cis 
trans  

Em seguida, o álcool (S)-4-IPA-3 foi submetido 6. hidrogenação catalítica via 

catálise de transferência de fase, segundo metodologia descrita por Januszldewicz e  

Alper  (1983). 0 álcool (S)-4-EPA-3, obtido pela resolução cinética enzimática com a  

lipase  PSL-C I, reagiu com hidrogênio (80 atm), quantidades catalíticas de bis-cloro 

(1,5-hexadieno) de ródio I, hidrogenossulfato de tetrabutilamônio como catalisador de 

transferência de fase em uma mistura de THF/ hexano/ tampão fosfato  pH  7,4 (Esquema 

37) para obtenção do álcool (5)-MG-1 como mistura de S-cis-trans  com 88% de 

rendimento e com ed de 64% em favor do estereois8mero S-cis  (Item 4.8.1.5, p. 106). 

Utilizamos a técnica de  RAIN  -13C  GAUD  INVERSO para relacionar a 

integração dos carbonos ao isômero majoritário (Figura 58, p. 135). A configuração 

relativa dos isômeros foi atribuída baseando-se no deslocamento químico dos carbonos 

C-1 e C-4 do anel ciclo-hexano. O isômero  cis  é encontrado como equilíbrio entre duas  

conformações principais, em que os substituintes encontram-se em posições axiais e 

equatoriais. 0 fato de um  dos substituintes encontrar-se em posição axial leva a 

ocorrência do efeito protetor denominado y-gauche.  Esse efeito ocasiona uma 

diminuição nos valores de deslocamento químicos dos carbonos C-1 (6 43,3) e C-4 (6 

42,0). No isômero  trans,  os grupos substituintes encontram-se sempre em posição 

equatorial (Quadro 03, P.  84) e esse efeito não é observado, levando a valores de 

deslocamento químico superiores ao observado para o isômero  cis  (C-1, 6 45,2 e C-4, 6 

44,0). Esses valores estão de acordo com dados da literaturaparamoléculas semelhantes 

(Tabela 14, p. 82) e podemos atribuir a configuração  cis  para o isômero majoritário. 



Isômero trans 
Conformac5o  Preferencial 

27,5 27,6 
ORLOFF et al., 1983 

27,9 oll 27,0 oll 

73.7 72,8 
43,7 49,3 

24,2 27,9 

23,4 27,5 

32,9 132,4 
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Figura  18 -  Conformação  dos is6meros cis e trans do Mugetanol  

Tabela 14 - Dados de RMN 13C dos is6meros  cis  e  trans  do Mugetanol comparados com valores da 
literatura para compostos semelhantes 

Substância IsOmero cis IsOmero trans 
21,0 19,0 

29,0 s 32,7 
42,0 E44,0 

26,3 29,3 

25,0 28,4 

72,2 1694 
OH OH 

21,3 19,8 
25,6 33,0 
40,1 44,3 

28,9 30,4 

21,9 27,6 
48,5 48,5 

32,6 132,4 

126 



ADHs  

Tamp-do KPi p11 7,0 
Co  fator,  24 h 

30°C. 140 rpm 

[1,5-HDRhC1]2  
TBAHS 

Hexano/THF/Tampito 
La 

OH 011 
(S) ou (R)-4-1PA-3 (S) ou (R)-MG-1 

• 
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20,3 --..,....."..- 19,9 
30,5 E 33,0 E- 34,7 = 383 

25,8 29,3 

128 26,6 L 30,3 
43,1 48,5 

75,'7 58,7 79,0 58,7 

DEGNER et al., 1988 

3.2.2 Rota B: Biorredução de 4-isopropilacetofenona com ADHs Comercias Seguida de 
Hidrogenação Catalítica 

Outra estratégia sintética utilizada para obtenção do Mugetanol foi o uso de 

álcooldesidrogenases comerciais para biorredução da cetona 4-IPA-2, seguido de 

hidrogenação catalítica do álcool obtido (Esquema 38). 

Esquema 38 - Biorredugao estereosseletiva da cetona 4-IPA-2 seguida de laidrogenapo catalítica 

Os processos enzimáticos foram realizados sob as condições sugeridas pelo 

fabricante (Item 4.8.2.1, p. 107) e os resultados encontram-se sumariados na tabela 15 

(p. 84). 

Com exceção da ADIEI PR2, as demais lipases levaram a conversões que 

variaram de moderadas a excelentes. Entretanto, todas foram altamente 

enantiosseletivas, de acordo com a enantiopreferência de cada uma: T 

(Thermoanaerobacter sp.), CP (Candida parapsilosis), RS1 (Rhodococus sp.) e A 

(Rhodococus ruber) levaram a produção do álcool (S)-4-TPA-3 e LB  (Lactobacillus  

brevis) e PR2 a produção do álcool (R)-4-IPA-3. 
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Posteriormente, o álcool obtido na biorredução com a enzima RS1, 

foi submetido a hidrogenação catalítica, levando Mugetanol como uma mistura (S)-cis-

trans  com ed de 64% em favor do iseimero  cis.  

Tabela 15 - Biorredução estereosseIetiva da cetona 4-IPA-2 a 30 °C e 140 rpm, durante 24 h 

Entrada ADH ee pi  (%) c1  (%) Configuração 
1 T1 >99 74 S 
2 LB >99 76 R 
3 CP >99 65 S 
4 PR2 >99 17 R 
5 RS1 >99 96 S 
6 A >99 76 S 

1  Conversão e excesso enantiomérico determinados por CG/DIC. 

3.2.3 Rota C: Hidrogenação Catalítica da 4-isopropilacetofenona Seguida de 
Resolução Cinética Enzimática 

Finalmente, decidimos submeter a cetona 4-IPA-2 a hidrogenação catalítica 

utilizando hidrogênio (80 atm), [HDRhCl]2  e 1BAHS como primeiro passo na síntese 

do Mugetanol. Após 12 h de reação observamos unia mistura de 4 compostos: produto 

de partida (4-IPA-2, 20%) e três produtos, a cetona (MG-6, 16%) e os alcoóis racênaicos 

(±)-4-IPA-3 (32%) e (±)-MG-1, (22%) (Esquema 39). Entretanto, a separação desses 

compostos por cromatografia flash do produto bruto foi difícil devido aos valores 

próximos de Rf (Item 4.8.3.1, p. 108). 

Esquema 39 — Hidrogenação catalítica da cetona 4-IPA-2 

Porém, foi possível separar uma  quantidade do álcool (±)-MG-1 e submetê-lo a 

transesterificação catalisada por lipases (Esquema 40, p. 85). Os resultados encontram-

se sumariados na tabela 16 (p. 86). 

Aliquotas foram analisadas por CG/DIC durante o transcurso das reações 

enzimáticas, com as lipases CAL-B e PSL-C I, sob as condições previamente 
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determinadas para os padrões (±)-4-IPA-2 e (+)-4-IPA-3. Quatro picos foram 

detectados para cada diastereoisõmero referente à mistura  cis-trans  do álcool [144-

isopropilcicloexiDetanol] e de seu correspondente acetato: (i) (5)-cis-álcool; (R)-cis-

álcool; (S)-cis-acetato e (R)-cis-acetato e  (ii)  (5)-trans-álcool; (R)-trans-álcool; (S)-

trans-acetato e (R)-trans-acetato. O Mugetanol foi obtido com excelente 

enantiopreferencia quando a enzima CAL-B foi utilizada, com ee >99% e 22% de 

excesso diasteriomérico (ed) em favor do enantiômero (S)-cis  (Entrada 1). Entretanto, 

quando utilizamos a  lipase  PSL-C I a enantiosseletividade variou de moderada a boa (ee 

60% S-cis  e ee 86% S-trans)  e ed em favor do S-cis  de 16% (Entrada 2). 

Esquema 40— Resolucdo cinética enzimática de (±)-MG-1 utilizando acetato de vinila e as lipases CAL-B 
e PSL-C I 

Para formação do acetato, as duas enzimas apresentaram excelente 

enantiopreferencia para foimaçAo do enantiômero R, produzindo (R)-MG-7 com ee 

>99% e um ótimo rendimento isolado (74 - 87%). Quando CAL-B foi utilizada o 

acetato (R)-MG-7 foi obtido com ed de 25% em favor do isômero R-cis  (Entrada 1) 

enquanto para a PSL-C I o ed foi de apenas 15% (Entrada 2). 

Além disso, as conversões mdximas foram alcançadas quando se utilizou a  

lipase  CAL-B (50%, Entrada 1). Com a PSL-C I as conversões variaram de 38% para o 

isOmero  cis  e 46% para o isOmero  trans.  Para as duas enzimas foram obtidos altas 

enantiosseletividades (E >200). 



Tabela 16 — Resoluçáo cinética enzimática de ()-MG-1 utilizando acetato de vinha e 250 rpm 

Entrada Enzima Rendimento ees eepl (%)   
2  (%) ed3  (')/0) 

R-c R-trans 
Rendimento2  CYO  ed4  (%)  E6  

S-cis  S-trans is cis trans  
1 CAL-B >99 >99 91 22 >99 >99 87 25 50 50 >200 
2 PSL-C I 60 86 93 16 >99 >99 74 15 38 46 >200 

I  Excesso erantiomérico determinados por CG/DIC quiral. 
2  Rendimentos isolados como mistura dos istimeros  cis  e  trans.  
3  Excesso diasteriorndrico determinados por CG/DIC quiral  coin  is6mero majoritario S-cis.  
4  Excesso diasteriomérico determinados por CG/DIC quiral  coin  is6mero majoritário R-cis.  
I  c = eel(ees+ eep). 
6  E = ln[(1 - c)x(1 - eep)1/ ln[(1 - c) x (1 + eep)]. 



I
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4 PARTE EXPERIMENTAL 

4.1 Técnicas Cromatogrificas 

4.1.1 Cromato  grafia  em Gel de Silica 

As cromato grafias de adsorção em coluna foram realizadas sob pressão 

empregando-se gel de  silica  tipo flash 60 (230 - 240  pm)  -  MERCK®.  0 comprimento e 

o diâmetro das colunas variaram de acordo com as quantidades de amostras e 

adsorventes a serem utilizados. 

Para a cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas cromatoplacas 

preparadas no laboratório, com gel de  silica  60 G - VEIEC®  sob laminas de vidro ou 

cromatoplacas de gel de  silica  60 G F254 -  MERCK®,  com indicador de fluorescência 

(254 nm) aderida A. folha de alumínio (espessura de 0,2 mm). 

A revelação das cromatoplacas foi realizada inicialmente pela exposição das 

mesmas a radiação ultravioleta em câmara de  UV  da VILBER LOURMAT®, equipada 

com lâmpadas modelo UVSL-25 da MINERAL  LIGHT®  nos comprimentos de onda 

254 e 366 nm, com posterior pulverização com solução de vanilina ou imersão em 

solução de p-anisaldeido sulfúrico, seguido de aquecimento. 

4.1.2 Cromato grafia Liquida de Alta Eficiência (CLAE) 

As reações de resolução cinética enzimática foram monitoradas e analisadas por 

CLAE em um cromatógrafo  HEWLETT  PACKARD®  1100 com detector VIS-UV  a 

210 e 254 nm, pertencente ao Laboratório de Bioorgán.ica da Universidad de  Oviedo  

(Espanha). A coluna CH1RALPAK®  IA (25 cm x 4,6 mm) foi utilizada como fase 

estacionária e as condições de injeção estão descritas no item 4.8.1.4, p. 106. 

4.1.3 Cromatografia Gasosa (CG) 

Um sistema de cromatografia gasosa THERMO®  com detector de ionização de 

chama (CG/DIC), pertencente A. Central Analítica do Departamento de Química 

Orgânica e InorgAnica da Universidade Federal do Ceará, foi utilizado para análise dos 

padrões e produtos das reações enzimático com a levedura C. tropicalis CE017. As 

separações cromatográficas quirais foram realizadas em uma coluna CHIRALS1L® 
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DEX (30 m x 0,25 mm x 0,25  pm)  e as aquirais em coluna OV-5 (30 m x 0,25 mm x 

0,25  p.m).  As condições de an61ise encontram-se descritas nos itens 4.7.6 (p. 95) e 4.7.7 

(p. 96). 

Alguns produtos resultantes da resolução cinética enzimática e as biorreduções 

com ADHs comerciais foram analisados em um  cromatógrafo  HEWLETT  PACKARD® 

6890 Series II equipado com uma coluna CH1RALSIL°  DEX  CB  (30 m x 0,25 mm x 

0,25 um), do Laboratório de Bioorgânica da Universidad de  Oviedo  (Espanha), cujas 

condições de análise estão descritas nos itens 4.7.12 (p. 99) e 4.8.2.1 (p. 107) 

4.2 Métodos Espectroscópicos 

4.2.1 Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 1H) e de 
Carbono (RMN IJC) 

Os espectros de RMN 1H e 13C unidimensionais foram obtidos em espectrómetro 

BRUKER®, AVANCE DPX-500 (1H, 500 MHz e 13C, 125 MHz), pertencente ao 

Centro Nordestino de Aplicação e Uso de Ressonância Magnética Nuclear 

(CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceará e AC-300 (1H, 300 MHz e 13C, 75 

MHz) ou AVANCE DPX-300 (1H, 300 MHz e 13C, 75 MHz) do Departamento de 

Química Orgânica e Inorgânica da Universidad de  Oviedo  (Espanha) 

Para dissolução das amostras utilizou-se clorofórmio deuterado (CDC13). Os 

deslocamentos químicos (6) foram expressos em parte por milhão (ppm) e referenciados 

pelos picos do hidrogênio (8 7,27) e do carbono (8 77,23) pertencentes As moléculas 

residuais não deuteradas do clorofórmio. 

As multiplicidades dos sinais de absorção do hidrogênio nos espectros de RMN 

1H foram indicadas segundo a convenção: s (singleto), si (singleto largo), d (dubleto),  td 

(triplet°  de dupleto), tt  (triplet°  de tripleto), q (quarteto),  qt  (quinteto) e m (multipleto). 

Para determm-  ação do padrão de hidrogenação dos carbonos em RIVIN 13C 

utilizou-se a técnica  DEPT,  com Angulo de nutação de 135°  (CH  e CH3  com amplitudes 

em oposição ao CH2), descritos seguindo a convenção:  CH  (carbono metinico), CH2 

(carbono metilênico) e CH3  (carbono metilico). Os carbonos não hidrogenados (C) 
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foram caracterizados pela subtração do espectro de RMN 13C  DEPT  135° do espectro de 

RMN 13C BB. 

4.2.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho 

Os espectros de absorção na regido do infraveimelho foram obtidos após análise 

em espectrômetro PERKIM ELMER®  modelo 1720-X  FT  pertencente ao Laboratório de 

BioorgAnica da Universidad de  Oviedo  (Espanha). Filme sobre disco de NaCl foram 

utilizados para análise das substâncias que eram oleosas e/ou solúveis em clorofórmio. 

4.3 Espeetrometria de Massas (EM) 

Os espectros de massas foram obtidos por duas técnicas: impacto eletrônico (1E) 

em espectrômetro  MAT  95 da FINIGAN®  a 70  eV  e ionização por electrospray (ESI) 

em um cromatógrafo  HP®  1100 acoplado a um espectrômetro de massas pertencente ao 

Laboratório de BioorgAnica da Universidad de  Oviedo  (Espanha). 

4.4 Rotação Óptica (a) 

As rotações ópticas dos produtos obtidos foram medidas em um polarimetro 

digital da PERKIM ELMER®  modelo 241 pertencente ao Laboratório de Bioorgánica 

da Universidad de  Oviedo  (Espanha). As medidas foram realizadas em um comprimento 

de onda de 589 nm e a 20 °C. 

4.5 Solventes e Reagentes em Geral 

As separações e análises cromatográficas por coluna, CCD e CG/DIC foram 

realizadas utilizando solventes de procedência P.A. —  SYNTH®  ou  MERCK®,  enquanto 

para as análises por CLAE foram empregados solventes grau CLAE -  MERCK®.  Os 

solventes usados nas sinteses e resoluções cinéticas enzimáticas foram submetidos 

previamente a um  tratamento de secagem, aimazenando-os sob atmosfera de nitrogênio. 

0  THE  foi secado com sódio, utilizando como indicador benzofenona, enquanto o 

diclorometano e o metanol foram secados com hidreto de cálcio. 

A  lipase  tipo B de Candida antarctica (CAL-B, NOVOZYME®  435, 7300 

PLU/g) imobilizada por adsorção sobre Lewatit E foi doada pela NOVO NORDISK®. A 
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lipase  de Pseudomonas cepacia imobilizada sobre partículas de cerâmica (PSL-C I, 

1638 PLU/g) foi adquirida da SIGMA-ALDRICH°. 

As álcooldesidrogenases: ADH A (Rhodococus ruber), ADH CP (Candida 

parapsilosis), ADH LB  (Lactobacillus  brevis), ADH PR2, ADH RS1 (Rhodococus sp.) 

e ADH T (Thermoanaerobacter sp.) e a glicosedesidrogenase (glicose  DH)  foram 

adquiridas da JIJLICH CODEXIS®. 

Os demais reagentes utilizados foram adquiridos da ACROS®, ALDRICH®, 

CBROMagar°, FLTJKA®, DIFCO  LABORATORIES®,  HIMEDIA°  e  MERCK®  e 

utilizados sem tratamento prévio. 

4.6 Esterilização 

A esterilização de vidrarias e meios de culturas foi realizada em  autoclave  

vertical  PHOENIX®  AV  75 e a manipulação do microrganismo em capela de fluxo 

laminar LABCONCO®  MOD  8089000. Estes equipamentos pertencem ao Laboratório 

de Biotecnologia e Síntese Orgânica  (LABS)  da Universidade Federal do Ceará. 

Soluções de álcool 70% e hipoclorito de sódio 5% foram utilizados para limpeza das 

bancadas e capela de fluxo laminar. 

4.7 Síntese QuimioenzimAtica das Fragrâncias (S) e (R)-feniletan-l-ol e dos 
Correspondentes Acetatos 

4.7.1 Identificac'do e Armazenamento do Microrganismo 

A levedura Candida tropicalis foi isolada de amostras de efluentes não tratados 

da indústria petroquímica LUBNOR (Lubrificantes e Derivados de Petróleo do 

Nordeste) localizada em Fortaleza - Ceará e identificada de acordo com as 

características macro e micromorfológicas e bioquímicas (Figura 19, p. 92). Sua cepa 

está amazenada no Banco de Culturas do Departamento de Biologia da Universidade 

Federal do Ceará com o código CE017 (ROCHA  etal.,  2007) 

Para determinar a morfologia, placas de ágar  corn-meal  acrescido de Tween 80 

foram estriadas, inoculadas com uma colônia de leveduras, que haviam crescido por 48 

h, cobertos e incubados a 28 °C por 3 - 5 dias na ausência de luz, para promover a 

produção de clamidosporos, hifas, pseudohifas e conidios. A cultura da levedura 
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também foi examinada no meio cromogênico CHROMagar Candida, visando a 

formação de colônias com pigmentação azul. 

Figura 19 - Foto da levedura C. tropicalis CE017 

4.7.2 Preparação dos Meios de Cultura 

A levedura C. tropicalis CE017 foi cultivada em diferentes meios de cultura. 

Para estocagem e repicagem foi utilizado o meio sólido BDA (batata-dextrose-dgar). A 

produção de biomassa e as reações de biotransformagão foram realizadas em meios 

líquidos como caldo batata,  BD  HIMEDIA®, peptona e Czapeck. 

Após preparação dos meios, o  pH  foi medido em pHruetro de bolso modelo  pH-

100-B da PHTEK®  e, quando necessário, ajustados a  pH  5,5 com ácido  tartaric°  10%. 

Em seguida, foram distribuídos em erlenmeyers de 100 mL e esterilizados em  autoclave  

a121 °C por 15 min. 

4.7.2.1 Meio BDA 

0 meio de cultura BDA foi preparado utilizando o meio de caldo batata (Item 

4.7.2.2, p. 92) ou meio  BD  HI:MEDIA®  (Item 4.7.2.3, p. 93) acrescido de ágar (15,0 

g/L). 

4.7.2.2 Meio de Caldo de Batata 

Em um bécker de 2 L contendo 500 mL de água destilada adicionou-se 200,0 g 

de batata inglesa descascada e cortada em cubos. Levou-se a ebulição durante 15 min, 

seguida de filtração do sobrenadante. Ao caldo obtido foi adicionado 20,0 g de  dextrose  
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e o volume completado para 1 L com água destilada  (YANG  et  al.,  2000). 0 valor de  

pH  medido foi 6,5 e, quando necessário, foi ajustado para 5,5. 

4.7.2.3  Meio  BD IIIMEDL4®  

0 meio  BD  HIMEDIA®  é um meio de cultura sintético composto por caldo 

batata 4,0 g/L e  dextrose  20,0 g/L. Foi preparado pela dissolução de 24,0 g do meio em 

1 L de água destilada. 0 valor de  pH  medido foi 5,5 e, quando necessário, foi ajustado 

como no item 4.7.2, p. 92. 

4.7.2.4 Meio Peptona 

Para o meio de cultura peptona utilizou-se peptona (10,0 g/L) e  dextrose  (20,0 

g/L) dissolvidos em 1 L de água destilada (ANDRADE et  al.,  2004). 0 valor de  pH  

- medido foi 6,5 e, quando necessário, foi ajustado para 5,5. 

4.7.2.5 Meio Czapeck 

0 meio de cultura Czapeck foi preparado pela dissolução de  dextrose  (30,0 g/L) 

e dos sais NaNO3  (3,0 g/L), K2HPO4  (1,0 g/L), MgSO4.7H20 (0,5 g/L), KC1 (0,5 g/L) e 

FeSO4  (0,01 g/L) (ALMEIDA et  al.,  2005). 0 valor de  pH  medido foi 8,5 e quando 

necessário foi ajustado para 5,5. 

4.7.3 Condições de Crescimento da Levedura C. tropical is  CEO]  7 para a Produção de 
Biomassa (Procedimento I) 

A levedura C. tropicalis CE017 foi cultivada em placa de petri com meio BDA 

durante 24 h. Após esse período, células da levedura foram transferidas com alça de 

platina para um erlenmeyer (250 mL) contendo 100 mT,  de meio de cultura  BD  

HIMEDIA®  (pH  5,5) que foi incubado por 24 h em um agitador orbital (125 rpm) a 28 

°C. Após essa etapa, a absorbância da cultura foi medida a 600 nm  (Abs = 1,2) em 

espectrofotômetro  VARIAN  CARY°  modelo 50  UV-VIS e então ajustada para Abs = 

0,5 com solução salina previamente esterilizada. Como inOculo padrão, 1 mL dessa 

solução foi utilizada para a produção de biomassa de C. tropicalis CE017 em um 

erlenmeyer (250 mL) contendo 100 mL de meio de cultura  BD  HIMEDIA®  pH  5,5 a 28 

°C por 24 h em um agitador orbital a 125 rpm (ANDRADE et ai., 2005). 
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4.7.4 Procedimento Usual para Reação de Biorredução (Procedimento 2) 

Esquema 41 - Biorredução da acetofenona com a levedura C. tropicalis CE017 

As células em crescimento da levedura C. tropicalis CE017 preparadas no 

procedimento 1 (Item 4.7.3, p. 93) foram utilizadas em reações de biorredução 

(Esquema 41). Utilizou-se 20  [IL  (0,17 mmol) de substrato que foram adicionados a 

cada erlenmeyer. As reações foram realizadas em triplicata e monitoradas no intervalo 

de 1, 3, 6, 9, 12 e 15 dias. Após o tempo estipulado para a conversão, o conteúdo dos 

frascos foi saturado com NaC1 P.A. e a fase aquosa extraída com AcOEt (3 x 80 mL). 

Em seguida, a fase orgânica foi secada com Na2SO4  anidro, filtrada e o solvente 

evaporado sob pressão reduzida. 

4.7.5 Preparação dos Padrões 

4.7.5.1 Redução Química da Acetofenona (Procedimento 3) 

Esquema 42 - Redução química da acetofenona 

Sob atmosfera de nitrog8nio, 2,0 g de acetofenona (16,6 mmol) foram 

dissolvidos em 167 mL de metanol seco (0,1 M). Subseqüentemente, 1,9 g de 

boroidreto de sódio (49,8 mmol) foram adicionados lentamente a 0 °C (Esquema 42). A 

reação foi mantida sob agitação a temperatura ambiente durante 1 h. Após análise em 

CCD (20% AcOEt/Hexano) foi verificada completa transformação do material de 

partida indicando o fim da reação. Em seguida, o solvente foi removido sob pressão 

reduzida e o precipitado resultante foi redissolvido em água e extraído com AcOEt (3 x 

200 mL). A fase orgânica foi tratada com Na2SO4 anidro, filtrada e o solvente removido 

sob pressão reduzida. 0 produto bruto resultante foi purificado por cromatografia flash 
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(10% Et0Ac/Hexano) rendendo 1,8 g (90%) de (±)-fmilet2n-1-ol (FE-2) como um óleo 

incolor. 

4.7.5.2 Acetilagdo Química de (±)-feniletan-I-ol (Procedimento 4) 

Esquema 43 - Acedlacdo química de (±)-feniletan-l-ol 

Em uma solução do álcool (±)-feniletan-l-ol (2,0 g, 16,4 mmol) em CH2C12  seco 

(164 mL, 0,1 M) sob atmosfera de nitrogênio, Et3N (4,5 mL, 32,8 mmol), DMAP (200 

mg, 1,6 mmol) e Ac20 (3,1 mL, 32,8 mmol) foram sucessivamente adicionados 

(Esquema 43). A reação foi mantida sob agitação a temperatura ambiente durante 2 h 

até consumo completo do material de partida, verificado por CCD (20% 

AcOEt/Hexano). 0 solvente foi evaporado sob pressão reduzida e a mistura reacional 

submetida a cromato grafia flash (5% AcOEt/Hexano) rendendo 2,4 g (94%) de (±)-

acetato de 1-feniletila (FE-3) como um óleo incolor. 

4.7.6 Análise dos Produtos da Biorredução (Procedimento 5) 

A quantificação dos produtos da biorredução foi realizada utilizando-se o 

método de padronização interna (McNAIR;  MILLER,  1997). 0 composto (±)-FE-2, 

obtido pelo método químico clássico (Procedimento 3, p. 94), foi utilizado para 

desenvolver a curva de calibração usando como padrão interno o cumeno 

(isopropilben7eno). A relação entre a área do pico de (±)-FE-2 (P) e do cumeno (PI) foi 

usada para construir o gráfico da curva de calibração (concentração  versus  razão das 

áreas P/PI) (Figura 20, p. 96). As soluções preparadas continham 5, 10, 15, 20 e 25 uL 

de P e 25 µ,L de PI, sendo o volume completado para 25 mL com AcOEt. As soluções 

foram injetadas em CG/DIC (Item 4.1.3, p. 89) utili7ando as seguintes condições: 

Coluna: OV-5; Injetor: 250 °C; Detector: 250 °C; 1,0  pt  de injeção; Rampa: 90 °C, 10 

°C/min, 112 °C, 1 °C/min, 120 °C; tr  PI: 2,8 min; t1  P: 4,1 min 
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Figura 20 - Curva de calibraçdo de (±)-feniletan-1-ol 

4.7.7 Análise do Excesso Enantiomérico (ee) (Procedimento 6) 

Os ee foram determinados após análise em CG/DIC dos produtos da biorredução 

(Item 4.1.3, p. 88), comparados ao padrão enantiomericamente puro (S)-feniletan-l-ol 

de procedência  MERCK,  utilizando as seguintes condições: Coluna: CHIRALSIL®-

DEX; Injetor: 250 °C; Detector: 250 °C; 1,0 iL de injeção; Rampa: 130 °C,2 °C/min, 

180 °C; tr  feniletan-l-ol: 4,6 mm (R) e 4,7 min (S). 

4.7.8 Otimização das Condições de Reação 

Na tentativa de maximizar o rendimento de (S)-FE-2 foram investigadas 

algumas condições de reação, como: (4.7.8.1) quantidade de inóculo; (4.7.8.2) meio de 

cultura; (4.7.8.3)  pH;  (4.7.8.4) temperatura; (4.7.8.5) quantidade de substrato e (4.7.8.6) 

utilização de células remanescentes. 

As reações de biorredução foram repetidas conforme o procedimento 2 (p. 94) e 

adaptadas a cada condição testada. As reações tiveram duração de 9 dias e foram 

analisadas de acordo com os procedimentos 5 (Item 4.7.6, p_ 95) e 6 (Item 4.7.7, p. 96). 

4.7.8.1 Quantidade de Ináculo 

As biotransformaci5es foram executadas utilizando 2 mL de ináculo de células 

de C. tropicalis CE017 em crescimento para comparação com as reações utilizando 1 

do mesmo inOculo. 
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4.7.8.2 Meio de Cultura 

Três meios de cultura foram utilizados nas reações de biorreduçdo: caldo batata 

(Item 4.7.2.2, p. 92), peptona (Item 4.7.2.4, P.  93) e Czapeck (Item 4.7.2.5, p. 93). 

Outras reações foram realizadas ajustando o  pH  dos meios para 5,5, como apresentado 

no item 4.7.2 (p. 92). 

4.7.8.3 pH 

0 meio de cultura  BD  HTMEDIA6  (pH  5,5) também foi testado nas biorreduções 

nos seguintes valores de  pH:  4,0; 7,0 e 8,0. 0 meio foi ajustado para 7,0 e 8,0 com uma 

solução estéril de hidróxido de sódio 1,0 M e para 4,0 o ajuste foi feito através do uso 

de uma solução de ácido tartifico 10% previamente esterilizada.. 

4.7.8.4 Temperatura 

As reações de biorredução foram repetidas a temperaturas de 45 e 55 °C. 

4.7.8.5 Quantidade de Substrato 

As biotransfonuações foram realizadas variando a quantidade de substrato para 

6, 8, 10, 12, 14, 15, 30 e 40 pL. 

4.7.8.6 Utilização de Células Remanescentes 

Outra maneira de empregar a levedura C. tropicalis CE017 em reações de 

biorreduçdo foi através da utilização das células em crescimento obtidas após 

centrifugação do meio liquido (células remanescentes). 

As células foram cultivadas de acordo com o procedimento 1 (Item 4.7.3, p. 93) 

e a biomassa sedimentada por centrifugação a 10000 gray/min por 10 min. De acordo 

com os resultados obtidos por  Soul  e Banefjee (2006) usamos a relação de 1,6 g de C. 

tropicalis CE017 para 20 p.L (0,17 mmol) do substiato. O sedimento obtido foi 

ressuspenso em 30 mT. de solução tampão fosfato 0,1 M,  pH  7,0 e a reação prosseguiu 

por 12, 72 e 144h, a 28 °C e 125 rpm. 
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4.7.9 Imobilização de Células Remanescentes de C. tropicalis  CEO]  7 em Alginato de 

Cálcio 

As células em crescimento foram imobilizadas em alginato de cálcio através da 

adaptação da metodologia tradicional de gelatização externa (MARTINEZ-LAGOS; 

SINISTERRA, 2005). 

Inicialmente, a levedura foi cultivada de acordo com o procedimento 1 (Item 

4.7.3, p. 93) e, em seguida, centrifugada a 10000 grav/min por 10 min para obtenção das 

células remanescentes. 0 sedimento foi então lavado com água (2 x 20 mL), 

ressuspenso em 100 mL de água destilada e acrescido de 1,0 g de alginato de sódio. A 

mistura foi homogeneizada com um agitador mecânico por 4 h e acondicionada em uma 

seringa. Subseqiientemente, foi gotejada sobre 200 mL de uma solução contendo 5% 

CaC12.2H20 e 10% glicose sob agitação suave e constante durante 30 min. Ao fin4 

obtivemos microcdpsulas  (beads)  de coloração branca (Figura 21) que foram filtradas e 

lavadas com solução 5% CaC12.2H20 e armazenadas na geladeira submersas na solução 

de lavagem. 

Figura 21 - Microcdpsulas de C. tropicalis CE017 imobilizadas em alginato de cálcio 

4,7.10 Determinação Total de Proteínas 

A levedura C. tropicalis CE017 foi cultivada de acordo com o procedimento 1 

(Item 4.7.3, p. 93) por 9 dias. Subseqüentemente, a biomassa foi sedimentada por 

centrifugação a 10000 grav/min por 10 min e o sobrenadante foi posteriolinente 

analisado para determinação total de proteínas. Utilizou-se o método de  Bradford  que se 

baseia na interação entre reagente azul de Coomassie e as proteínas  (BRADFORD,  

1976). 
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Em tubos de ensaio adicionou-se 0,1 ml, do sobrenaciante e 2,5 mL do reagente 

de  Bradford  que foi homogeneizado e analisado em espectrofotômetro a 600 nm. 

meio de cultura  BD  HIMEDIA®  foi utilizado como branco e o experimento analisado 

em triplicata. Foram obtidos 15,5  fig  de proteina para cada 100  [IL  do sobrenadante. 

4.7.11 Procedimento para Biorredugeio com Microcdpsulas de C. tropicalis  CEO]  7 

As microcdpsulas obtidas no item 4.7.9 (p. 98) foram lavadas com água destilada 

e ressuspensas em 100 ml,  de meio de cultura HIMEDIA®  contendo 20  pt  (0,17 mmol) 

de acetofenona. A reação foi mantida sob agitação de 125 rpm em agitador orbital por 9 

dias. 0 produto foi removido conforme o procedimento 2 (Item 4.7.4, p. 94) e analisado 

de acordo com os procedimentos 5 (Item 4.7.6, p. 95) e 6 (Item 4.7.7, p. 96). As 

microcdpsulas foram reutilizadas 3 vezes. 

4.7.12 Utilização de filcooldesidrogenases (4DHs) Comerciais na Redução da  
Ace  tofenona 

Para efeito de comparação dos resultados obtidos com a levedura C. tropicalis 

CE017 realizamos a biorredução da  acetofenona com seis ADHs comerciais: T, LB, CP, 

PR2, RS1 e A (Item 4.5, p. 92). A metodologia utilizada para essas reações seguiu as 

indicações do fabricante YULICH  CODEX'S®.  

Os reagentes listados na tabela 17 (p. 100) foram acondicionados em um 

eppendorf de 1,5 mL e por 24 h submetidos à agitação de 140 rpm a 30 °C. Após esse 

período, o meio reacional foi extraído com AcOEt (2 x 500 pL), a fase orgânica tratada 

com Na2SO4 anidro e, em seguida, analisada em COIDIC para calcular a conversão. 

Foram utilizadas as seguintes condições: Coluna: CIERALSLL® DEX-CB; Injetor: 225 

°C; Detector: 250 °C; 1,01..tt de injeção; Rampa; 110 °C, 2,5  °Chain'  , 120°C, 10 DC/rain, 

200 °C (1 min);  IT  cetona: 5,3 min;  tr  álcool: 7,6 min. 

Para o cálculo do ee foi necessário derivatizar o álcool obtido nas biorreduções_ 

Em nrn  eppendorf de 1,5 mL adicionou-se 1 pastilha pequena de DMAP, 40 ILL de 

Ac20 e 400 pL do substrato (fase orgarlica). 0 meio reacional foi agitado a 500 rpm em 

mesa agitadora por 5 h. Em seguida, adicionou-se 500 tiL de 1120 a mistura reacional, 

que peinianeceu sob agitação por mais 30 min.  Subseqüenfemente, separou-se a fase 

orgânica, tratou-se com Na2SO4  anidro e o produto foi analisado em CG/DIC de acordo 
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com as seguintes condições: Coluna-  CIBRALSIL®  DEX-CB; Injetor: 225 °C; Detector 

250 °C; 1,0 tiL de injeção; Rampa: 110 °C, 2,5 °C/min.  , 120°C, 10 °C/min, 200 °C (1 

min); tr  acetato de 1-feniletila: 6,1 min (S) e 6,4 min (R). 

Tabela 17 - Reagentes utilizados na redução da acetofenona utilizando ADHs comerciais 

Enzima Glicose 
Acetofenona Tampdoi  Cofator2  IPA3  Glicose DH4  CaCO3  

(1U)  
T 132,OtL 12 p.L 800 µ1., 0,17 mg 200L 

LB 38,5 p.L 12111, 8001.iL 0,17 mg 200 tL 
CP 30j.L 30 pi 800 111, .0,74 mg 200 pL 
PR2 7,7 mg 30 p.L 800  [IL  0,74 mg 200 pL — 
RS1_ 36  }IL 30  !IL 1000111, 0,74 mg 54 mg 2 .p.L 35 mg 
A 1,5 mg 301.iL 800 pL 0,74 mg 200 pL —  

'ADHs T, LB, CP, RS1 e A utilizou-se tampão Tris-HC1 0,1 M  pH  7,0 e ADH RS1 utilizou-se tampão KPi 0,1 M  pH  7,0. 
2  ADHs T e LB: NADPH; ADHs CP, PR2, RS1 e A: NADH.  
'IPA:  Álcool isopropflico. 
4  Glicose  DH:  1 U. 

4.7.13 Preparação do Acetato de (S)-1-feniletila 

O álcool (S)-feniletan-l-ol obtido pela biorredução com a levedura C. tropicalis 

CE017 foi submetido a reação de acetilação quimica como descrito no procedimento 4 

(Item 4_7.5.2, p. 95). 

4.7.14 Preparação do Acetato de (R)-1-feniletila 

A preparação do acetato de (R)-1-feniletila seguiu duas metodologias: sem e 

com inversão de configuração. 

4.7.14.1 Metodologia Sem Inversão de Configuração 

O álcool (R)-feniletan-l-ol obtido na biorredução com as ADHs LB e RS1 foi 

acetilado conforme descrito no item Item 4.7.5.2 (p_ 95). 

4.7.14.2 Metodologias com Inversão de Configuração 

A partir do álcool (S)-feniletan-l-ol obtido pela biorredução com a levedura C. 

tropicalis CE017 e as ADHs T, CP, RS1 e A foram desenvolvidos três procedimentos 

experimentais para inversão de configuração. 

ADH 
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4.7.14.2.1 Reação de Mesilação Seguida de Inversão com Csak 

Esquema 44 — Estratégia para obtenção do acetato de (R)-1-feniletila por inversão do mesilato de (5)-1-
feniletila 

Sob atniosfera de nitrogênio, 316 EAL de cloreto de metanossulfonila (3,2 mmol) 

foram adicionados lentamente a 0 °C, a nrna solução contendo (S)-feniletan-l-ol (100 

mg, 0,8 mmol), C112C12  seco (4,1 mL, 0,1 M) e piridina (261 p.L, 3,2 mmol) (Esquema 

44). A reação foi mantida sob agitação a temperatura ambiente durante 24 h.. Após 

análise em CCD (20% AcOEt/Hexano) foi verificada uma mancha muito fraca do 

produto. Em seguida, o solvente foi removido a vácuo e a mistura reacional foi 

submetida A. cromatografiaflash (100% Hexano) levando a 10,7 mg (6,5%) de mesilato 

de (5)-1-feniletila (FE-5a) como um óleo incolor. Devido ao baixo rendimento na 

primeira etapa, a segunda etapa não foi realizada. 

4.7.14.2.2 Reação de Tosilação Seguida de Inversão com Naa4c 

Esquema 45 — Estratégia para obtenção do acetato de (R)-1-feniletila por inversão do tosilato de (5)-1-
feniletila 

A Irma solução de (S)-feniletan-l-ol (100 mg, 0,8 mmol), CH2C12  seco (2 mL) e 

piridina (515 µL), sob atmosfera de nitrogênio, adicionou-se 234 mg de cloreto de p-

toluenossulfonila (1,2 mmol). A mistura reacional foi mantida a 38 °C sob agitação 

magnética durante 24 h. Após análise em CCD (20% AcOEUHexano) verificou-se uma 

mistura de produtos com manchas de R1  muito próximas. Em seguida, adicionou-se 5 

mL de HC1 1 M e extraiu-se com CH2C12 (3 x 10 mL). A fase orgAnica foi tratada com 



C ittao-4: Pcutte,Ex.pert'Ane.miza. 102 

Na2SO4  anidro, filtrada e evaporada sob pressão reduzida. O resíduo obtido foi 

submetido à cromatografiaflash (100% Hexano) levando a 12 mg (5,0%) de tosilato de 

(S)-1-feniletila (FE-6a) como óleo incolor. Devido ao baixo rendimento na primeira 

etapa, a segunda etapa não foi realizada (Esquema 45, p. 101). 

4.7.14.2.3 Reação de Mitsunobu 

A esterificação do álcool (S)-feniletan-l-ol, com inversão de configuração 

através da reação de Mitsunobu, seguiu várias condições reacionais como listadas na 

tabela 18. 

Tabela 18 - Reagentes utilizados na reação de Mitsunobu 

Entrada Condições  Reacionais Rendimento  CYO 
1 PP (1 0 eq)-  AC-1 (1,2 eq ).PPh (1,2 eq).  DEAD (1,2 eq.) 13 
2 PP (1,0 eq); AC-1 (20 eq.); 1313h3  (2,0 eq.); DEAD (2,0 eq.) 16 
3 PP (1,0 eq); AC-2 (1,2 eq.); PPh3  (1,2 eq.); DEAD (1,2 eq) 71 
4 PP (1,0 eq); AC-3 (1,2 eq.); PPh3  (1,2 eq.); DEAD (1,2 eq.) 54 
5 PP (1,0 eq); AC-2 (2,0 eq.); PP133. (2,0 eq.); DEAD (2,0 eq.) 81  

Utilizou-se  TUT  seco (0,1 M) como solvente e uma proporção de produto de 

partida (PP, (S)-feniletan-l-ol), trifenilfosfma (PPh3), ácido carboxilico e 

azodicarboxilato de dietila  (DEAD)  de 1,0:1,2:1,2:1,2 e 1,0:2,0:2,0:2,0, 

respectivamente. Os ácidos utilizados foram Acido acético (AC-1, entradas 1 e 2), Acido 

eloroacético (AC-2, entradas 3 e 5) e o ácido p-nitrobenzóico (AC-3, entrada 4) (Figura 

22). 

Figura 22 — Acidos carboxilicos utilizados nas reações de Mitsunobu 

A reação seguiu por 3 h e o solvente foi removido sob pressão reduzida O bruto 

obtido foi purificado por cromatografia flash (5% AcOEtalexano) obtendo o respectivo 

éster, de acordo com o ácido utilizado. Os rendimentos para dada condição testada estão 

relacionados na tabela 18. 
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4.7.14.3 Metodologias de Desprotegcio 

O produto obtido com rendimento maximizado na reação de Mitsunobu, (R)-FE-

4b, foi submetido a duas metodologias de desproteção do éster por hidrólise para 

obtenção do álcool (R)-feniletan-l-ol. 

4.7.14.3.1 Hidrólise com NH4OH 

Esquema 46— Hidrólise de (R)-FE-4b com hidróxido de amônio 

Uma solução de (R)-FE-4b (94 mg, 0,5 mmol), Me0H (14 mL) e NH4OH (1,2 

mL), sob agitação, foi resfriada a 0 °C durante 1 h. Após análise em CCD (20% 

AcOEt/Hexano) a mistura reacional foi extraída com AcOEt (3 x 30 ml), e a fase 

orgânica tratada com Na2SO4  anidro seguida de evaporação do solvente sob pressão 

reduzida. 0 produto bruto resultante foi submetido á. cromatografia flash (20% 

AcOEUHexano) fornecendo 19 mg (32%) de (R)-FE-2b como um  óleo incolor 

(Esquema 46). 

4.7.14.3.2 Hidrólise com K2CO3  

Esquema 47— Hidrólise de (R)-FE-4b com carbonato de potássio 

A uma solução de (R)-FE-4b (85 mg, 0,42 mmol) em Me0H (0,7 mL) foi 

adicionado K2CO3 (58,1 mg, 0,42 mmol) e H20 (0,7 nal,' ). A mistura reacional 

poinianeccu sob agituao por 1 h e após análise em CCD (20% AcflEt/Hexano) foi 
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verificada completa transformação do material de partida indicando o fim da reação. Em 

seguida, o solvente foi evaporado sob pressão reduzida e a suspensão resultante 

redissolvida em H20. Uma solução  brine  foi adicionada e extraída com AcOEt (3 x 10 

mL). O álcool (R)-feniletan-l-ol (FE-2b) foi isolado após cromatografia flash (20% 

AcOEt/Hexano) resultando em 39,7 mg (72%) de um  óleo incolor (Esquema 47, p. 

103). 

4.7.14.4 Acetilação Química 

O álcool (R)-feniletan-l-ol obtido após as metodologias de inversão de 

configuração foi submetido à reação de acetilação química como descrito no 

procedimento 4 (p. 95). 

0 produto acetilado foi analisado em CG/DIC (Item 4.1.3, p. 88) para confirmar 

a inversão de acordo com as seguintes condições: Colimw CHLRALSIL®  DEX-CB; 

Injetor: 225 °C; Detector: 250 °C; 1,0 1..11, de injeção; Rampa: 70°C (5 min), 3 °C/min, 

200°C; tr  acetato de 1-feniletila: 17,5 min (S) e 19,1 min (R). 

4.8 Síntese Quimioenzimitica da Fragrância Mugetanol 

Tendo como produto de partida a 4-isopropilacetofenona foram desenvolvidas 

três rotas sintéticas distintas para a preparação quimioenzimática do mugetanol. 

4.8.1 Rota A: Redução Química da 4-isopropilacetofenona Seguida de Resolução 
Cingiica Enzimcitica e Hidrogenação Catalítica 

4.8.1.1 Redução Química de 4-isopropilacetofenona 

Utilizando a metodologia descrita no item 4_7_5_1 (p_ 94), a 4-

isopropilacetofenona foi reduzida utilizando os reagentes rias proporções indicadas na 

tabela 19. 0 álcool 1-(4-isopropilfenipetanol (4-IPA-3) foi obtido com 90% de 

rendimento. 

Tabela 19— Reagentes utilizados para redução química da 4-isopropilacetofenona 

Reagentes Proporção mMol Quantidade 
4-isopropilacetareaona 1 3,1 SOO ing 
NaBH4 9,3 144 mg 
McOH - 3OmT, (0,1 M) 
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4.8.1.2 Acetilação Química de 1-(4-isopropilfeniOetanol 

Na acetilação química de 1-(4-isopropilfenil)etanol utilizamos o procedimento 

descrito no item 4.7.5.2 (p. 95). Os reagentes e as quantidades usadas encontram-se 

descritas na tabela 20. 0 acetato 1-(4-isopropilfeni)etila (4-IPA-4) foi obtido como 

94% de rendimento. 

Tabela 20 — Reagentes utilizsdos na acetilação química de 1-(4-isopropilfeniDetanol 

Reagentes Proporção mMol Quantidade 
1-(4-isoprupi1fenipe1IanD1 1 0,32 52 mg 
Ac20 2 0,64 65 mg 
Et3N 2 0,64 65 mg 
DMAP 0,1 0,032 3,9 mg 
CH2C12  3m1 (0,1M 

4.8.1.3 Procedimento Geral para Resolução Cinética Enzimática 

Esquema 48 — Resolução cindtica enzimatica de (±)-4-IPA-3 utilizando as enzimas CAL-B e PSL-C I 

A uma suspensão do racemato de 1-(4-isopropilfenil)etanol (52 mg, 0,32 mmol) 

e a enzima CAL-B ou PSL-C I na razão de 1:1(52 mg), sob atmosfera de nitrogênio, 

foram adicionados THF (3,2 mT  ) e acetato de vinha (89,4 mT  , 0,96 mmol). A reação 

foi incubada a 30 °C em mesa agitadora a 250 rpm (Figura 23, p. 106). Aliquotss foram 

regularmente analisadas por CLAE até a conversão  maxima  de 50% ser alcançada. 

Após o termino da reação a enzima foi filtrada em um  funil com placa porosa 

sinterizada e a solução resultante evaporada sob pressão reduzida. 0 produto bruto 

resultante foi purificado por cromatografiaflash (5-10% AcOEt/Hexano) obtendo-se os 

correspondentes álcool (S)-4-IPA-3 e acetato (R)-4-IPA-4 opticamente ativos com 96% 

(ee 98%) e 82% (ee >99%) de rendimento, respectivamente (Esquema 48). 
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H2  (80 atm), TBAHS 
(1,5-HDRhC1)2  

Hexane-THF 
Buffer KPi pH 7.4 

t.a., 88% 

OH OH 
(3)-4-IPA-3 (5)-MG-1  

Figura 23 — Reação de resolução cinética enzimática: (A) Enzima + Substrato; (B) Atmosfera de N2; (C) 
Balão com N2; (D) Adição do solvente (THF) e do agente acilante (AcOVn) e (E) Incubação a 30 °C e 
agitação de 250 rpm 

4.8.1.4 Análise dos Padrões e Produtos da Resolução Cinética 

0 acompanhamento das resoluções cinéticas foi realizado por CLAE (Item 4.1.2, 

p. 88), seguindo as condições predeterminadas com os padrões. As condições de análise 

foram: Coluna: CHIRALPAK IA®; Eluente: Hexano/IPA (99:1); Temperatura: 20 °C; 

Pressão: 22 bar; Fluxo: 0,8 mL/min; 10  pt  de injeção; tr  acetato de 1(4-

isopropilfenil)etila: 4,7 min (S) e 5,0 min (R); tr  1-(4-isopropilfenil)etanol: 23,2 min (R) 

e 24,2 min (S). 

4.8.1.5 Hidrogenação Catalítica 

Esquema 49 — Hidrogenação catalítica de (S)-4-IPA-3 utilizando catalisador de ródio 

A suspensão de 1-(4-isopropilfenil)etanol (507,5 mg, 3,1 mmol), de bis-

cloro(1,5-hexadieno) de ródio I { [1,5-HDRhC1]2} (13,5 mg, 0,031 mmol) e de 

hidrogenossulfato de tetrabutilamônio (TBAHS) (431,2 mg, 1,27 mmol), em uma 

mistura de hexano (10 mL), tampão KPi  pH  7,4 (2,5 mL) e THF (1,5 mL), foram 

acondicionados em um reator de hidrogenação, que foi carregado de H2 a 80 bar (Figura 

24, p. 107). A reação permaneceu sob agitação a temperatura ambiente por 18 h. Após 

esse período, a mistura reacional foi filtrada em Celite, o filtrado extraído com AcOEt 

(3 x 50 mL) e a fase orgânica evaporada sob pressão reduzida. 0 produto bruto obtido 
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foi purificado em cromatografia flash (5% Ac0Ealexano) fornecendo 446,1 mg de (5)-

MG-1 como um óleo incolor (88%) (Esquema 49, p. 106). 

Figura 24 - Reator de hidrogenação 

4.8.2 Rota B: Biorredução da 4-isopropilacetofenona com ADHs Comercias e 
Hidrogenação Catalítica 

4.8.2.1 Biorredução da 4-isopropilacetofenona 

As biorreduções foram realizadas de acordo com a metodologia descrita no item 

4.7.12 (p. 99). Os reagentes e enzimas utilizados encontram-se apresentados na tabela 2. 

Tabela 21 - Reagentes utilizados na redução da 4-isopropilacetofenona utilizando ADHs comerciais 

Enzima Glicose ADH Substrato Tampão' Cofator2  IPA3  Glicose DH4 CaCO3 (1 U)  
T 132,0 p,L 17 [AL 700 [it 0,17 mg 200 pt 

LB 38,5 [It 17 [IL 700 ILL 0,17 mg 200 nt  
CP 9,0 pL 42 p,L 700 tit 0,74 mg 200 ILL 
PR2 7,7 mg 42 p,L 700 pL 0,74 mg 200 [IL 
RS1 3,6 !IL 42 [IL 900111- 0,74 mg — 54 mg 2 pi, 35 mg 
A 1,5 mg 42 [it 700 [IL 0,74 mg 200 pL  

'ADHs T, LB, CP, RS I e A utilizou-se tampão Tris-HCI 0,1 M  pH  7,0 e ADH RS I utilizou-se tampão KPi 0,1 M  pH  7,0. 
2 J145 Te LB: NADPH; ADI-Is CP, PR2, RS I e A: NADH. 

Álcool isopropflico. 
4 Glicose  DH:  1 U. 

Os produtos foram analisados em CG/DIC (Item 4.1.3, p. 88) utilizando as 

seguintes condições: Coluna: CHIRALSIL®  DEX-CB; Injetor: 225 °C; Detector: 250 

°C; 1,0 j_tL de injeção; Rampa: 70 °C (5 min), 3 °C/min, 160°C (0 min), 20 °C/min, 200 

°C; tr  cetona: 28,1 min; tr  lcool: 31,2 min. 

Para cálculo do ee, os produtos foram derivatizados conforme descrito no item 

4.7.12 (p. 99) e analisados em CG/DIC de acordo com as seguintes condições: Coluna: 
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CHIRALSIL®  DEX-CB; Injetor: 225 °C; Detector: 250 °C; 1,0 ILL de injeção; Rampa: 

70 °C (5 min), 3 °C/min, 160°C (0 min), 20 °C/min, 200 °C; tr  acetato de 1(4-

isopropilfenil)etila: 31,0 min (S) e 31,8 min (R). 

4.8.2.2 Hidrogenação Catalítica 

A hidrogenação catalítica de (R)-4-IPA-3 foi rea1i7ada segundo metodologia 
relatada no item 4.8.1.5 (p. 106). 

4.8.3 Rota C: Hidrogenação Catalítica da 4-isopropilacetofenona Seguida de 
Resolução Cinética Enzimática 

4.8.3.1 Hidrogenação Catalítica 

A hidrogenação catalítica de 4-isopropilacetofenona foi realizada segundo a 

metodologia descrita no item 4.8.1.5 (p. 106). As quantidades estequiométricas 

encontram-se resumidas na tabela 22). 

Tabela 22 — Regentes utilizados na hidrogenação catalítica da 4-isopropilacetofenona 

Reagentes Proporção mMol Quantidade 

4-isopropilacetoferiona 6,1 I„O g 

[1,5-HDRhC1]2 0,01 0,061 26,5 mg 

IBAHS 2,5 849 mg 

Hexano 20 rot 

Tampão  KPi pH 7,4 5mL  

THF 3 naL 

Neste caso, após análise em CCD (20% AcOEt/Hexano, observou-se a founação 

de três produtos, como ilustrado na figura 25 (p. 109). Cada produto foi isolado após 

purificação do produto bruto por cromatografia flash (gradiente de 5 - 15% 

AcOEt/Hexano). Os rendimentos obtidos foram: 16% de A (164,0 mg), 32% de C 

(331,8 mg) e 22% de D (220,1 mg). Todos se apresentaram como óleo incolor. 
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Figura 25 — CCD mostrando a formação de três produtos na hidrogenação catalítica de 4-
isopropilacetofenona 

4.8.3.2 Resolução Cinética Enzimática 

Na resolução cinética de (±)-MG-1 seguimos o procedimento, conforme descrito 

no item 4.8.1.3 (p. 105). Os reagentes e as quantidades utilizadas encontram-se descritas 

na tabela 23. 

Tabela 23 — Reagentes utilizados na resolução cinética enzimática de (±)-MG-1 

Reagentes Proporção mMol Quantidade 

MG-1 1 0,21 35,4 mg 
CAL-B e PSL-C I 1:1 em peso 35,4 ma- 
AcOVin 3 0,63 58,7 mg 
THF 2,1 mL (0,1 M) 
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5 CONCLUSÕES 

A estratégia sintética para preparação das fragrâncias (R) e (S)-feniletan-1-ol e 

seus correspondentes acetatos combinou protocolos químicos e enzimáticos. A levedura 

C. tropicalis mostrou-se eficaz como biocatalisador de baixo custo quando comparado 

as enzimas comerciais, por dispensar o uso do cofator. Foram obtidos rendimento de 

62% do feniletan-l-ol e excesso enantiomérico de 99% em favor do enantiômero S, 

quando células em crescimento de C tropicalis foram cultivadas durante 9 dias, a 28 °C 

e sob agitação de 125 rpm. A estratégia de Mitsimobu foi utilizada para obtenção do 

enantiômero R e o ácido acético foi substituído pelo Acido cloroacético levando a 

obtenção do álcool (R)-feniletan-1-ol com 81% de rendimento_ A síntese prosseguiu 

com reações de desproteção e acetilação, levando a obtenção do acetato de (R)-1-

feniletila com 58% rendimento. O acetato de (S)-1-feniletila foi obtido com 78% de 

rendimento. 

Na síntese do Mugetanol foram estudadas três metodologias quimioenzimáticas. 

Foram empregadas duas lipases (CAL-B e PSL-C I) e seis álcooldesidrogenases 

comerciais (T, LB, CP, PR2, RS1 e A) como passos chaves nas estratégias 

desenvolvidas. A rota em que se utilizou a redução química da 4-isopropilacetofenona, 

seguida de resolução cinética enzimática utilizando acetato de vinila como o agente 

acilante e hidrogenação catalítica, foi a que se moshou mais eficiente. Alta 

enantiosseletividade (>200) e excesso enantiomérico >99% foram obtidos quando a  

lipase  CAL-B foi utilizada Além disso, 91% de rendimento e conversões de 50% foram 

alcançadas. Excesso diasteriomerico de 22% foi obtido para o isennero majoritário S-cis  

que é o estereoisômero que mais contribui para o aroma de lírios-do-campo. 
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6 CONSTANTES FÍSICAS E DADOS ESPECTROMETRICOS 

6.1 (S) e (R)-feniletan-1-ol (FE-2) 

7  

Fórmula Molecular: C8I-1100 

Peso Molecular: 122,17 g/mol 

Rf (20% AcOEt/Hexano): 0,17 

IV (NaC1): v 3359, 2974, 2883, 1493, 1452, 1369, 1302, 1204, 1078, 1011, 899, 

761, 700 cm-1  

RMN - (CDC13, 300 MHz): 8 7,25 (m, 5H, H's  aromáticos),  4,76 (q, 3.4114 = 

6,5 Hz, 1H, H1), 2,37 (s, 1H, OH), 1,39 (d,3JHB  = 6,5 Hz, 3H, 112) 

RMN - 13C (CDC13, 75 MHz): 8 145,7 (C3), 128,3 (C5  e C7), 127,2 (C6), 125,3 

(C4  e C8), 70,1 (C1), 25,0 (C2) 

EM (ESI+, m/z): 122 (M+, 31%), 107 [(M-CH3)±, 86%], 79 [(M+2H-

HOCHCH3)±, 100%] 

[a]p= (R) + 27,1 (c 0,2, CH2C12) e (5) - 47,0 (c 1,1, CHC13)  

Separação analítica usando CG: 

Rampa: 110 °C, 2,5 °C/min, 120°C, 10 °C/min, 200 °C (1 min) Coluna: CHIRALSIL®  DEX-CB  

Tr  (R): 6,4 min (acetato) Tinietor: 225 °C  

Tr  (5): 6,1 min (acetato) Tdetector: 250 °C 

Rampa: 130 °C, 2 °C/min, 180 °C Coluna: OV-5  

Tr  (R): 4,6 min inietor: 250° C 
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Tr  (S): 4,7 min Tdetector: 250 °C 

Figura 26— Espectro de Massas (ESI) de FE-2 

Figura 27 — Espectro de infravermelho (NaC1) de FE-2 
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Figura 28— Espectro de RMN '1-1 (300 MHz, CDC13) de FE-2 

Figura 29 —Espectro de RMN13C-BB (75 MHz, CDC13) de FE-2 
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Figura 30— Espectro de RMN "C-DEPT  135° (75 MHz, CDC13) de FE-2 
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6.2 Cloroacetato de (R)-1-feniletila [(R)-FE-413] 

o 

4 
6 

9  

Fórmula Molecular: C10H1102C1 

Peso Molecular: 198,65 g/mol 

Rf  (20% AcOEt/Hexano): 0,54 

IV (NaC1): v 2983, 2933, 1735, 1453, 1374, 1286, 1245, 1185, 1062, 1029, 950, 

759, 699 cm-1  

RMN - (CDC13, 300 MHz): 8 7,21 (m, 511, H's  aromáticos),  5,87 (q, 3JHEI  = 

6,6 Hz, 111, H1), 3,97 (s, 2H, 114), 1,49 (d, 3J,= 6,6 Hz, 3H, 112) 

RMN - 13C (CDC13, 75 MHz): 8 166,5 (C3), 140,5 (C5), 128,5 (C7  e C9), 128,2 

(C8), 126,1 (C6  e C10), 74,4 (C1), 41,1 (C4), 21,9 (C2) 

EM (ES11, m/z): 198 (M+, 16%), 105 [(M-OCOCH2C1)t, 100%] 

[(Lin = + 45,8 (c 0,5, Me0H) 

Figura 31 - Espectro de Massas (ESI) de (R)-FE-4b 
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Figura 33 — Espectro de RMN 111 (300 MHz, CDC13) de (R)-FE-4b 
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Figura 34 —Espectro de RMN 13C - BB (75 MHz, CDC13) de (R)-FE-4b 
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Figura 35— Espectro de RMN I3C-DEPT 135' (75 MHz, CDC13) de (R)-FE-4b 
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6.3 Acetato de (S) e (R)-1-feniletila (FE-3) 

o 

9  

Fórmula Molecular: C10t-11202 

Peso Molecular: 164,20 g/mol 

Rf  (20% AcOEt/Hexano): 0,43 

IV (NaC1): v 3035, 2983, 1743, 1453, 1372, 1242, 1065, 1028, 944, 699 cm-1  

RIVEN - 111 (CDC13, 300 MHz): 8 7,25 (m, 511, H's  aromáticos),  5,29 (q, 3JHH = 

6,6 Hz, 1H, H1), 2,10 (s, 3H, 114), 1,57 (d, 3JHH  --- 6,6 Hz, 3H, H2) 

RAIN - 13C (CDC13, 75 MHz): 8 170,2 (C3), 141,5 (C5), 128,4 (C7 e C9), 127,8 

(C8), 126,0 (C6 e C10), 72,2 (C1), 22,1 (C2), 21,3 (C4) 

EM (ESI+, m/z): 164 (Mt, 24%), 122 [(M+H-COCH3)+, 90%, 104 KM-H-

OCOCH3)+, 100%] 

[aln = (R) +19,5 (c 0,2, CH3C1) 

Separação analítica usando CG: 

Rampa: 70 °C (5 min), 3 °C/min, 200 °C  

Tr  (R): 6,4 min  

Tr  (S): 6,1 min 

Coluna:  CHERALSII, DEX-CB 

Tinietor: 225 °C 

Tdetector: 250 °C 
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Figura 36— Espectro de Massas (ESI) de FE-3 

Figura 37 — Espectro de infravetutelho (NaC1) de FE-3  

Figura 38— Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDC13) de FE-3 
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Figura 39 — Espectro de RMN  DC-BB (75 MHz, CDC13) de FE-3 

Figura 40 — Espectro de RMN '1C-DEPT  135' (75 MHz, CDC13) de FE-3 
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Ca-pit-IA-10- 6: Co-wstante,s, e/Dazios-Espactro-mátvCcas, 123 

6.4 (S) e (R)-1-(4-isopropilfenil)etanol (4-IPA-3) 

OH 

Fórmula Molecular: C II H160 

Peso Molecular: 164,12 g/mol 

Rf (20% AcOEtalex): 0,25 

IV (NaC1): v 3401, 2963, 2361, 1643, 1460, 1366, 1296, 1209, 1087, 1008, 898, 

832 cm-1  

RIVIN - 111 (CDC13, 300 MHz): o 7.31 (d, 3./RH  = 6,3 Hz, 2H, H2  e H6), 7,22 (d, 

3JHE  = 6,3 Hz, 2H, H3  e H5), 4,85 (q,3JHH  = 6,5 Hz, 1H, H1,), 2,92 (m, 1H, HO, 2,20 (s, 

1H, OH), 1,49 (d,3JHR = 6,4 Hz, 3H, H2,), 1,27 (d,3JHH  = 6,9 Hz, 6H, HT,  e H3-) 

RMN - (CDC13, 75 MHz): 6 148,0 (C4), 143,1 (C1), 126,4 (C2 e C6), 125,3 

(C3  e C5), 70,0 (CO, 33,7 (Cr), 24,8 (CO, 23,9  (CT,  e Cr) 

EM  (EST,  m/z): 164 (M+, 34%), 149 [(M-CH3)-% 100%]  

[alp=  + 82,2 (c 1,2, CH2C12), 96% ee 

Separação analítica usando CLAE: 

Coluna: CHIRALPAK®  IA Eluente: Hexano:11PA (99:1) 

Temperatura: 20 °C Fluxo: 0,8 mL/min  

Tr  (R): 23,2 min Tr  (S): 24,1 min 

2' 



o • _-, 

9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 LO 0.0  

(PPrn) 

Ccq,  itukt 6: Co-n4ta*V:e4,F4Lca4- eiDaclakEspectvotnétricas- 124 

AhrKlance  

6000000 

5000020 

4000000 

2030020 

1500030 39 i  

,h, 

51 
I 63 7 
i 55 

j:7,.fii).; ,i,,,L,74.7 

79 

91 

4-6-47,11,11-Pg„.1g-lii 

105 

1 1 1 
0 ..-, .. ,9, . ...,1.'7°..1,.1 . , 

Sean  898 02356 

121 

115 
°9  di.1 

min). GIZ 058.0 
149 

, 131 

. A,I1 35, . 14114  

164 

I 

1 
I 

207 
-, 30 39 40 45 50 55 6Q 65 70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120 125 130 135 i40 145 150 155 160 165 170 175 Iso 185 193 195 200 205 2O25 220 225 

Figura 41 — Espectro de Massas  (EST)  de 4-IPA-3 
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Ca-pit-IA.10-  6: Carvsta.ntWe Rsiccve e/Dados- Espectransétricos- 126 

6.5  Acetato  de 1-(4-isopropilfenil)etila (4-IPA-4) 

2'  

Fórmula Molecular: C13111802 

Peso Molecular: 206,28 g/mol 

Rf (20% Ae0Et/Hex): 0,5 

IV (NaC1): v 2962, 1737, 1513, 1459, 1371, 1242, 1065, 1021, 944, 831 em-1  

RMN - 111 (CDC13, 300 MHz): 8 7,30 (d, 3Jilli = 6,3 Hz, 2H, 112 e H6), 7,24 (d, 

34llt = 6,3 Hz, 2H, H3 e H5), 5,91 (q, 3JHH  = 6,5 Hz, 1H, Hi,), 2,94 (m, 1H, H1-), 2,09 (s, 

3H, H4.), 1,57 (d, 3J1H  = 6.6 Hz, 3H, HT), 1,28 (d,3JHE  = 6,9 Hz, 6H, 112- e H3-) 

RMN - 13C (CDC13, 75 MHz): 8 170,3 (Cy), 148,4 (C4), 138,8 (C1), 126,4 (C2  e 

C6), 126,1 (C3  e C5), 72,1 (C1.), 33,7 (C1-), 23,8 (C2- e C3-), 21,9 (Cy), 21,3  (C2') 

EM (ES1+, m/z): 206 (M, 17%), 131 KM-CH3-AcOH)+, 100%] 

[alp= + 78,5 (c 1,2, CH2C12), 88% ee  

Separação analítica usando CLAE: 

Coluna: CHIRALPAK®  IA Eluente: Hexano:IPA (99:1) 

Temperatura: 20 °C Fluxo: 0,8 mL/rain  

Tr  (R): 5,0 min Tr  (S): 4,7 min 

z 
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Figura 46 — Espectro de Massas (ESI) de 4-IPA-4 

Figura 47 — Espectro de infravermelho (NaC1) de 4-IPA-4 

55 

Figura 48 — Espectro de RMLN 111 (300 MHz, CDC13) de 4-113A-4 
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Cap Ltik 6: Cort,st;Gytte,s, ezDactos-Espe,ctrotnétricas- 129 

6.6 144-(1-metiletil)-ciclohexilletanona (MG-6)  

Minoritário 

Fórmula Molecular: C11H200 

Peso Molecular: 168,27 g/mol 

Rf (20% AcOEt/Hex): 0,59 

IV (NaC1): v 2930, 2861, 2361, 1710, 1598, 1451, 1366, 1243, 1177 cm-1  

RMN - 1H (CDC13, 300 MHz)  Majoritário:  8 2,48 (q, 3.4111  = 5,0 Hz, 1H, Hi), 

2,13 (s, 311, H2), 2,04 - 1,91 (m, 311, + H2 + H6), 1,56 - 1,41 (m, 4H, 112+ H3  + H5  + 

116), 1,32 - 1,21 (m, 311, H3 + 114  + 115), 0,83 (d,3JHH  = 6,8 Hz, 611,112- e H3,,) 

RMN - 111 (CDC13, 300 MHz)  Minoritário:  8 2,29 - 2,20 (m, 1H, Hi), 2,21 (s, 

3H, HT), 2,04 - 1,91 (m, 311, Hi. + 112 + 116), 1,56 - 1,41 (m, 411, 112+ 113 + 115+ H6), 

1,32 - 1,21 (m, 3H, H3  + H4 + H5), 0,85 (d,3.4114 = 7,4 Hz, 611, Hy e H3-) 

RMN - 13C (CDC13, 75 MHz)  Majoritário:  8 211,2 (C1), 51,7 (C1), 42,8 (C4), 

30,7 (C1,), 27,9 (C2), 26,5 (C3  e C5), 25,9 (C2  e C6), 20,0 (CT,  e C3-) 

RNEN - (CDC13, 75 Mhz) Minoritario: 8 212,4 (C1), 51,7 (CO, 43,3 (C4), 

32,7 (CO, 28,9 (C3  e C3), 28,6 (C2  e C6), 27,9 (CT), 19,7  (C2-  e C3-) 

EM (ESI+, m/z): 168 (Mt, 6%), 43 [(M-1PrCic1ohexi1)% 100%] 

[(Lip = + 6,5 (c 0,3, CH2C12) 
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Figura 51 —Espectro de Massas  (EST)  de MG-6 

Figura 53 —Espectro de RMNIE (300 MHz, CDC13) de MG-6 
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Capituixr6:amstaRs-Ccxwe/DaciokEspectrantaWcol, 132 

6.7 (S)-cis e trans 1-(4-isopropilciclohexil)etanol (MG-I)  

Fórmula Molecular: C 1111220 

Peso Molecular: 168,27 g/mol 

Rf (20% Ae0Et/Hex): 0,36 

IV (NaC1): v 3360, 2930, 2865, 1453, 1383, 1070, 932 em-1  

RMN - 111 (CDC13, 300 MHz) S-cis: 8 3,72 (m, 1H, HO, 1,59 - 1,49 (m, 1H, 

H1.,), 1,47 - 1,41 (m, 8H, 2H2+ 2H3  + 2H5+ 2H6), 1,15 (d,3JHH  = 6,3 Hz, 3H, H2'), 1,18 

- 1,13 (td,3JHH  = 7,0 e 1,1 Hz, 211, Hi e H4), 0,83 (d,3JHH  = 6,6 Hz, 6H, H2- e H3-) 

RMN - 111 (CDC13, 300 MHz) S-traits: 8 3,51 (m, 111, HO, 1,59 - 1,49 (m, 1H, 

HO, 1,47 - 1,41 (m, 8H, 2H2+ 2H3  + 2H5+ 2116), 1,15 (d,3./HH  = 5,9 Hz, 3H, 112,), 1,18 

- 1,13 (td, 3J,-  7,0 e 1,1 Hz, 2H, Hi el-14), 0,84 (d,3./HH = 6,8 Hz, 611, H2- e H3.) 

RAIN - 1.3C (CDC13, 75 MHz) S-cis: 8 72,2 (CO, 43,3 (C1), 42,0 (C4), 32,8  (Cr),  

26,3 (C3), 26,1 (C5), 25,6 (C2), 24,6 (C6), 21,1 (C2,), 20,4  (Cr  y C3-) 

RMN - 13C (CDC13, 75 MHz) S-traits: 6 69,4 (C1,), 45,2 (C1), 44,0 (C4), 29,4 

(C3), 29,3 (C5), 29,0 (CO, 28,7 (C2), 28,4 (C6), 20,4  (Cr  e CA, 19,5 (C2') 

EM (ESI+, in/z): 152 [(M-H20)+, 6%)], 45 KM-TrCielohexil)+, 100%]  

[alp=  + 8.6 (c 3,3, Et0H) 

Separação analítica usando CG: 

Rampa: 70 °C (5 min), 3 °C/min, 200 °C Coluna: CHIRALSIL®  DEX-CB  

Tr  (S-trans): 28,2 min (acetilado) Tinietor: 225 °C 

Tr  (S-cis): 25,4 min (acetilado) Taetector: 250 °C 
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Figura 56— Espectro de Massas (ESI) de MG-1 

Figura 57 — Espectro de infravermelho (NaC1) de MG-1 
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Figura 59 — Espectro de RMN BC-BB (75 MHz, CDC13) de MG-1 
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Figura 60— Espectro de RMN "C-DEPT  135° (75 MHz, CDC13) de MG-1 

Figura 61— Espectro de RMN "C-GATED  INVERSO (125 MHz, CDC13) de MG-1 



Cap itulo- 6: ColutzvAte* FCca eiDadolrEspectr-o-rnétrizok /36 

6.8 Acetato de 1-(4-isopropilcielohexil)etila (MG-2) 

Fórmula Molecular: C13H2402 

Peso Molecular: 212,33 g/mol 

Rf (20% AcOEt/Hex): 0,67 

IV (NaC1): v 2933, 2864, 2361, 1736, 1454, 1371, 1246, 1116, 1042, 950 cm-1  

RMN - (CDC13, 300 MHz) R-cis: 8 4,93 (m, 1H, HO, 2,03 (s, 3H, 114,), 1,81 - 

1,37 (m, 11H, H1+ 2H2+ 2H3  + 114+  2H5+ 2116+ Hr), 1,18 (d, 3JHR  = 6,5 Hz, 3H, HT), 

0,85 (d, 3./fill  = 6,6 Hz, 6H, H2" e 143') 

RMN - 111 (CDC13, 300 MHz) R-trans: 8 4,71 (m, 1H, HO, 2,02 (s, 3H, H4,), 

1,81 - 1,37 (m, 11H, H1 + 2H2  + 2H3 + H4  + 2H5 ± 2116 + Hp), 1,15 (d, 3Jillf  = 6,3 Hz, 

3H, 112,), 0,84 (d, 3J1E  -- 6,8 Hz, 6H, 112- e 113..) 

RAIN - 31.3C (CDC13, 75 1\11-1z) R-cis: 8 170,8 (Cy), 72,3 (Cy), 42,1 (C4), 40,4 

(C1), 32,7 (CO, 29,2 (C2), 28,5 (C6), 26,1 (C3), 25,0 (C5), 20,4 (C2,,  e Cy,), 17,9 (C2.) 

RMNT - 13C (CDC13, 75 MHz) R-trans: 6 170,8 (C3,), 74,6 (CO, 43,9 (C4), 42,6 

(CO, 29,2 (CH, 29,2 (C2), 28,5 (C6), 26,1 (C3), 25,4 (C5), 19,7 (C2'. e CA, 17,1  (Cr)  

EM (Hy-, m/z): 152 KM-AcOH)+, 19%)], 43 [(Tr)+, 100%] 

[a]p  =--± 1,2 (c 0,7, C1-12C12)  

Separação analítica usando CG: 

Rampa: 70 °C (5 min), 3 °C/min, 200 'V Coluna: CH1RALSIL®  DEX-CB  

Tr  (S-trans): 28,2 min Tinietor: 225 °C 

Tr  (S-cis): 25,4 min Tdctector: 250 °C 
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Figura 62— Espectro de Massas (ESI) de MG-2 

Figura 63 — Espectro de infravermelho (NaC1) de MG-2 
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Figura 64— Espectro de RMN  ill  (300 MHz, CDC13) de MG-2 

Figura 65— Espectro de RMN '3C-BB (75 MHz, CDC13) de MG-2 



/ 39 Capituto- 6: Camstair Fca,s,  D ad-as- E spactrametr Cays- 

- C•J <C 0, CO - 0 trJr---.-.0C0C0 
- C-40 C/10 S2:-IeF17Mg.38 

*1-1-44 P tJJJ 

74 72 70 6g 66 64 62 60 58 55 4 52 50 4.8 4.6 427  4.3 36 34 3c, 2 i.2'4 

(PM)  

Figura 66— Espectro de RM-1\113C-DEPT 135° (75 MHz, CDC13) de MG-2 



REFERÊNCIAS 

ABATE, A.; BRENNA, E.; NEGRI, C. D.; FUGANTI, C.;  SERRA,  S. Biocatalysed 
synthesis of the enantiomers of the floral odorant Florydral®. Tetrahedron: 
Asymmetry, v. 13, P.  899-904, 2002. 

ABATE, A.; BRENNA, E.; MONZA, G.; FUGANTI, C.; RONZANL S.;  SERRA,  S. 
Enzyme-mediated preparation of chiral 1,3-dioxane odorants. Helvetica Chimica  Acta,  
v. 86, p. 592-607, 2003. 

ABATE, A.; BRENNA, E.; .PRONZA, G.; FUGANTI, C.; GATTI, F. G.;  SERRA,  S.; 
ZARDONI, E. Preparation of the enantiomerically enriched isomers of the odorous 
cyclic ethers Clarycet®, Florol®  and Rhubafuran®  by enzymatic catalysis. Helvetica 
Chimica  Acta,  v. 87, p. 765-781, 2004a. 

ABATE, A.; BRENNA, E.; FUGANTI, C.; GATTI, F.;  SERRA,  S. Lipase- catalysed 
preparation of enantiomerically enriched odorants. Journal of Molecular: Catalysis B: 
Enzymatic, v. 32, p. 33-51, 2004b. 

ABATE, A.; BRENNA, E.; FRONZA, G.; FUGANTI, C.; GATTI, F. G.; 
MARONCELLI, S. Enzyme-mediated preparation of the enantiomerically enriched 
isomers of the odorous tetrahydropyranyl acetates Jasmal®  and Jessemal®, and their 
olfactory evaluation. Chemistry & Biodiversity, v. 3, p. 677-694, 2006a_ 

ABATE, A.; ALLI I'VE, M.; BRENNA, E.; FUGANTI, C.; GATTI, F. G.;  SERRA,  S 
Enzymatic approach to and odor description of the twelve enantiomerically pure 
isomers of Pelargene®. Helvetica Chimica  Acta,  v. 89, p. 177-189, 2006b. 

AKITA, H.; NOZAWA, M.; MITSUDA, A.; OHSAWA, H. A convenient synthesis of 
(+)-albicanol based on enzirnatic function: total syntheses of(-F)-albicanyl acetate, (-)-
albicanyl acetate, (-)-albicanyl 3,4-dihydroxycinnamate, (-)-drimenol, (-)-drimenin and 
(-)-ambrox. Tetrahedron: Asymmetry, v. 11, p. 1375-1388, 2000.  

ALMEIDA,  A. C. S.; ARAUJO, L. C.; COSTA, A. M.;  ABREU,  C. A. M.; LIMA, M. 
A. C. A.;  PALHA,  M. A. P. F. Sucrose hydrolysis catalyzed by auto-immobilized 
invertase into intact cells of Cladosporium cladosporioid. Electronic Journal of 
Biotechnology, v. 8, p. 55-58, 2005.  

ANDRADE,  L. H.; COMASSETO, J. V.;  RODRIGUES,  D. F.; PETLIZARI, V. H.;  
PORTO,  A. L. M. Enantioselective reduction of ortho-substituted acetophenones by 



1?efer6ftcZa6- 141 

bacterial strains isolated from medium enriched with biphenyl or diesel fuel. Journal of 
Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 33, p. 73-79, 2005.  

ANDRADE,  L. H.; KEPPLER, A. F.; SCHOENLEIN-CRUSIUS, I. H.;  PORTO,  A. L. 
M.; COMAS SETO, J. V. Evaluation of acetophenone monooxygenase and alcohol 
dehydrogenase activities in different fungal strains by biotransformation of 
acetophenone derivatives. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 31, p. 
129-135, 2004. 

ARAUJO, D. M. F. Obtenção de alccióis quirais empregando células integras de 
vegetais e microrganismos como biocatalisadores na redução de cetonas pró-
quirais. 2006. 101 f Dissertação (Mestrado Química Orgânica) — Centro de Ciências, 
Universidade Federal do Ceará, Fortaleza, 2006. 

BISOGNO, F. R.; LAVANDERA, I.; KROUTIL, W.; GOTOR, V. Tandem concurrent 
processes: One-pot single-catalyst biohydrogen transfer for the simultaneous 
preparation of enantiopure secondary alcohols. The Journal of Organic Chemistry, v. 
74, p. 1730-1732, 2009. 

BLUEMKE, W.; SCHRADER, J. Integrated bioprocess for enhanced production of 
natural flavors and fragrances by Ceratocystis moniliformis. Biomolecular 
Engineering, v. 17, p. 137-142, 2001. 

BOMMARIUS, A. S.; RIEBEL, B. R. Biocatalysis. la  ed. Weinlieirn-  Wiley-VCII, 
2004., 

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram 
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical 
Biochemistry, v. 72, p. 248-254, 1976. 

BRENNA, E.; PXONZA, G.; FUGANTI, C.; RIGHETTI, A.;  SERRA,  S. Enzyme-
mediated preparation of the single enantiomers of the olfactory active components of 
the woody odorant Timberol. Helvetica Chimica  Acta,  v. 82, p. 1762-1774, 1999a. 

BRENNA, E.; FUGANTL C.; FRONZA, L.; MALPESSI, A.; RIGHETTI, A.;  SERRA,  
S. Enzyme-mediated preparation of (+)- and (-)-cis-a-irone and (+)-trans-a-irone. 
Helvetica Chimica  Acta,  v. 82, p. 2246-2259, 1999b. 

BRENNA, E.; FUGANTI, C.; GRASSELLI, P.; REDAELLI, M.;  SERRA,  S. Enzyme-
mediated synthesis of (R)- and (S)-a-ionone. Journal of the Chemical Society Perkin 
Transactions 1, p. 4129-4134, 1999c_ 



BRENNA, E.; DELMONTE, M.; FUGANTI, C.;  SERRA,  S. Enzyme-mediated 
preparation of (+)- and (-)-f3-irone and (+)- and (-)-cis-7-irone from  Trone  alpha. 
Helvetica Chimica  Acta,  v. 84, p. 69-86, 2001a. 

BRENNA, E.; FUGANTI, C.; RONZANI, S.;  SERRA,  S. Enzyme-mediated syntheses 
of the enantiomers of 7-irones. Helvetica Chimica  Acta,  v. 84, p. 3650-3666, 2001b. 

BRENNA, E.;  DEI  NEGRI, C.; FUGANTI, C.;  SERRA,  S. Baker's yeast-mediated 
approach to  (—)-eis-  and (+)-trans-aerangis lactones. Tetrahedron: Asymmetry, v. 12, 
p. 1871-1879, 2001c. 

BRENNA, E.; FUGANTI, C.;  SERRA,  S.; KRAFT, P. Optically active ionones and 
derivatives: Preparation and olfactory properties. European Journal of Organic 
Chemistry, p. 967-978, 2002a. 

BRENNA, E.; FUGANTI, C.; RONZANI, S.;  SERRA,  S. Biocatalyzed preparation of 
the optically enriched stereoisomers of 4-methyl-2-phenyl-tetrahydro-2H-pyran 
(Doremox°). Canadian Journal of Chemistry, v. 80, p. 714-723, 2002b. 

BRENNA, E.; FUGANTI, C.;  SERRA,  S. Enantioselective perception of chiral 
odorants. Tetrahedron: Asymmetry, v. 14, p. 1-42, 2003. 

BRENNA, E.; FUGANTI, C.;  SERRA,  S. Applications of biocatalysis in fragrance 
chemistry: the enantiomers of a-, p- e 7-irones. Chemical Society Reviews, v. 37, p. 
2443-2451, 2008a. 

BRENNA, E.; FUGANTI, C_; GATTI, F. G.; MALPF77I, L;  SERRA,  S. Synthesis 
and olfactory evaluation of all stereoisomers of the fragrance Nectaryl®.  Tetrahedron: 
Asymmetry, v. 19, p. 800-807, 2008b. 

COMAS SETO, J. V.; OMORI, k T.;  ANDRADE,  L. H.;  PORTO,  A. L. M. 
Bioreduction of fluoroacetophenones by the fungi Aspergillus terreus and Rhizopus 
ogzae. Tetrahedron: Asymmetry, v. 14, p. 711-715, 2003. 

DEGNER, D.; GRAMLICH, W., LENGSBELD, W.; SCHUS1ER, L. Verfahren zur 
herstellung von 4-isopropyl-ciclohexylmethano1 bzw. dessen alkylethern. 
EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG  (Alemanha).  EP 0293739 Al, 07 de  
dezembro  1988. 



1?efereArLaws- 1.43 

DODGE, J. A.; 1K-WILLO, J. I.; PRESNELL, M. Effect of the acidic component on 
the Mitsunobu inversion of a sterically hindered alcohol The Journal of Organic 
Chemistry, v. 59, p. 234-236, 1994. 

FABER, K. Biotransformations in Organic Chemistry. zla ed. Berlin: Spring, 2000. 

FARBOOD, M. I.; BLOCKER, R W.; ARVIZZIGNO, J.; MURALIDHARA, R. 
Mixtures of optical isomers of styralyl alcohol or styralyl acetate, processes for 
preparing same and organoleptic uses thereof U.S.  PATENTE (Estados Unidos).  USP 
6511686, 28 de  janeiro  2003. 

FRATER, G.; BAJGROWICZ, J. A.; KRAFT, P. Fragrance Chemistry. Tetrahedron, 
v. 54, p. 7633-7703, 1998. 

FUGANTI, C.;  SERRA,  S.; DULIO, A Baker's yeast mediated enantioselective 
synthesis of the bisabolane sesquiterpenes curcumene, turmerone, dehydrocurcumene 
and nuciferal. Journal of the Chemical Society Perkin Transactions 1, p. 279-282, 
1999. 

FUGANTI, C.;  SERRA,  S.; ZENONI, A. Synthesis and olfactory evaluation of (+)- and 
(-)-7-ionone. Helvetica Chimica  Acta,  v. 83, p. 2761-2768, 2000_ 

GHANEM, A. Trends in lipase-catalyzed asymmetric access to enantiomerically 
pure/enriched compounds. Tetrahedron, V. 63, p. 1721-1754, 2007. 

GOTOR-FERNANDEZ, V.; BRIE VA, R.; GOTOR, V. Lipases: Useful biocatalysts for 
the preparation of pharmaceuticals_ Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v_ 
40, p. 111-120, 2006, 

GOTOR, V.; ALFONSO, I.; GARCIA-URDIALES, E. Asymmetric Organic 
Synthesis with Enzymes. P ed. Weinheim: Wiley-VCH, 2008_ 

HORIUCHI, S.; TAKIKAWA, H.; MORI, K. Enzymatic resolution of (±)-7-
cyclohomogeraniol e and conversion of its (S)-isomer to (S)-i-coronal,  the ambergris 
odoranty. Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 7, p. 723-726, 1999. 

INOUE, T.; KIYOTA, H.; ORITANI, H. Synthesis of both enantiomers of cis-a-irone 
and os-y-irone, principal constituents of iris oil, via resolution of (±)-2,2,4-trimethy1-3-
cyclohexene-1-carboxylic acid. Tetrahedron: Asymmetry, v. 11, b. 3807-3818, 2000. 



JAEGER, K-E.; EGGERT, T. Lipases for biotechnology. Current Opinion in 
Biotechnology, v. 13, P.  390-397, 2002. 

JANUSZKLEWICZ, K. R.; ALPER, H. Exceedingly mild, selective and stereospecific 
phase-transfer-catalyzed hydrogenation of arenes. Organometallics, v. 2, p. 1055-1057, 
1983. 

KAZLAUSKAS, R. J.; WEISSFLOCH, A. N. E.; RAPPAPORT, A. T.; CUCCIA, L. A. 
A rule to predict which enantiomer of a secondary alcohol reacts faster in reactions 
catalyzed by cholesterol esterase, lipase from Pseudornonas cepacia, and lipase from 
Candida  rugosa  The Journal of Organic Chemistry, v. 56, p. 2656-2665, 1991. 

KIYOTA, H.; HIGASHI, E.; KOIKE, T.; ORITANL T. Lipase-catalyzed preparation of 
both enantiomers of methyl jasmonate. Tetrahedron: Asymmetry, v. 12, p. 1035-
1038, 2001. 

KOSJEK, B.; I ELLERS, D. M.;  BEBA,  M.; FARR, R.; MOORE, J. C. Biocatalytic and 
chemocatalytic approaches to the highly stereoselective 1,2-reduction of an 
unsaturated ketone. ketone. Tetrahedron: Asymmetry, v_ 17, p. 2798-2803, 2006. 

LIU, W.; WANG, P. Cofactor regeneration for sustainable enzymatic biosynthesis. 
Biotechnology Advances, v. 25, p. 369-384, 2007. 

LOUGHLIN, W. A. Biotransformations in organic synthesis_ Bioresource Technology, 
v. 74, p. 49-62, 2000. 

LUPARIA, M.; BOSCHETTI, P.; PICCENINTI, F.;  PORTA,  A.; ZANONI, G.; VIDARI, 
G. Enantioselective synthesis and olfactory evaluation of 13-alkyl-substituted a-
ionones Chemistry & Biodiversity, v_ 5, p_ 1045-1057, 2008. 

MART1NEZ-LAGOS, F.; SINIS IERRA, J. V. Enantioselective production of 
halohydrin precursor of propanolol catalysed by immobilized yeasts. Journal of 
Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 36, p.1-7, 2005. 

McNA1R, H. M.; MILLER, J. M. Basic Gas Chromatography, A Wiley-Interscience 
Publication, 1997. 

NAKAMURA, K.; YAMANAKA, R.; MATSUDA, T.; HARApA, T. Recent 
developments in asymmetric reduction of ketones with biocatalysts. Tetrahedron: 
Asymmetry, v. 14, p. 2659-2681, 2003. 



145 

NELSON, NELSON, D. L.; COX, M. M. Lehninger Principles of Biochemistry, 4a ed. Nova  
Iorque:  W. H. Freeman, 2004. 

NOROUZIAN, D.; AKBARZADEH, A_; INANLOU, D. N.; FARAHMAND, B.; 
SALEH, M.; SHEIKH-UL-ESLAM, F.; VAEZ, J. Biotrasformation of alcohols to 
aldehydes by immobilized cells of Saccharoinyces cerevisiae PTCC5080_ Enzyme and 
Microbial IEChnology, v. 33, p. 150-153, 2003. 

ORLOFF, G.; GI I-RSCH, W.; THOMMEN, W.; WILLHALM, B. Conformationally 
controlled odor perception in "steroid-type" scent molecules. Helvetica Chimica  Acta,  
v. 66, p. 1343-1354, 1983. 

PAQUETTE, L. A.; MALECZKA, R. E. J. Enantioselective total synthesis of (-)-9-epi-
ambrox, a potent ambergris-type olfactory agent The Journal of Organic Chemistry, 
v. 56, p. 912-913, 1991. 

P11-,PER, I.; WECIILER, K.; KATLI3ERG, M.; BRUSCH, L.; SORENSEN, P. G.; 
MENSONIDES, F.; BERTAU, M. Biosimulation of drug metabolism — A yeast based 
model. European Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 36, p. 157-170, 2009.  

ROCHA,  L. L.;  CORDEIRO,  R A;  CAVALCANTE,  R. M.;  NASCIMENTO,  R. F.; 
MARTINS, S. C. S.; SANTAELLA, S. T.;  MELO,  V. M. M. Isolation and 
characterization of phenol-degrading yeasts from an oil refinery wastewater in Brazil. 
Mycopathologia, v. 164, p_ 183-188, 2007. 

SAUDAN, L. A. Hydrogenation processes in the synthesis of perfumery ingredients. 
Americam Chemical Society, v. 40, p. 1309-1319, 2007. 

SAVILE, C. K.; KAZLAUSKAS, R. J. How substrate solvation contributes to the 
enantioselectivity of subtilisin toward secondary alcohols Journal of the American 
Chemical Society, v. 127, p. 12228-12229, 2005.  

SERRA,  S.; FUGANTI, C.; BRENNA, E. Biocatalytic preparation of natural flavours 
and fragrances. TRENDS in Biotechnology, v. 23, p_ 193-198, 2005.  

SOM,  P.; BANERJEE, U. C. Enantioselective reduction of acetophenone and its 
derivatives with a new yeast isolate Candida tropicalis PBR-2 NU:CC 5158. 
Biotechnology Journal, v.1, p. 80-85, 2006. 



STAATHOF, A. J. J.; PANKE, S.; SCHMID, A The production of fine chemicals by 
biotransformations. Current Opinion in Biotechnology, V. 13, p. 548-556, 2002. 

WALLNER, A.; MANG, H.; GLUECK, S. M.; SIEINREIBER, A.; MAYER, S. F.; 
FABER, K. Chemeo-enzymatic enantio-convergent asymmetric total synthesis of (S)-
(+)-dictyoprolene using a kinetic resolution - stereoinversion protocol. Tetrahedron: 
Asymmetry, v. 14, p. 2427-2432, 2003. 

W1LDEMAN, S. M. A.; SONKE, T.; SCHOEMAKER, It E.; MAY, O. Biocatalytic 
reductions: From lab curiosity to "first choice". Accounts of Chemical Research, v. 
40, p. 1260-1266, 2007. 

TANTMOTO, H.; ORITANI, T. Practical synthesis of Ambrox®  from farnesyl acetate 
involving lipase catalyzed resolution. Tetrahedron: Asymmetry, v. 7, p. 1695-1704, 
1996. 

XU, C.;  YUAN,  C. Candida  rugosa  lipase-catalyzed kinetic resolution of 0-hydroxy-p-
arilpropionates and 6-hydroxy-ö-ary1-13-oxo-pentanoates. Tetrahedron, v. 61, p. 2169-
2186, 2005. 

XU, F. Applications of oxidoreductases: Recent progress. Industrial Biotechnology, 
v.1, p. 38-50, 2005. 

YANG, Q.;  ASAI,  M.; MATSUURA, R; YOSHIHARA, T_ Potato micro-tuber 
inducing hydroxilasiodiplodins from LasiodVodict theobromae, Phytochemistry, v. 
54, p. 489-494, 2000. 

YOSHII, F.; NAKAMURA, T.; MONO, S.; SHIMIZU, Y_; HOSI-11, T.;  ANDO,  M_; 
HAGIWARA, H. Confolinationa1 analysis and selection of odor-active conformers: 
synthesis of molecules designed for the lily-of-the-valley (muguet)-type odor. Helvetica 
Chimica  Acta,  v. 84, p. 2051-2063, 2001. 

<http://www.euromonitor.com>_ Acesso em: 08 jan. 2010 


	Page 1
	Page 2



