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RESUMO

A Resolucdo Cinética Dindmica (RCD) ¢ uma técnica que permite a conversao de até 100%
de um racemato em um Unico enantidmero. Esse processo combina a agdo de lipases com
catalisadores organometalicos de racemizagdo, sendo amplamente utilizado para a sintese de
intermediarios quirais de alto valor agregado, especialmente na industria farmacéutica. Um
exemplo ¢ o (5)-2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etanol (S$-3), intermedidrio-chave na sintese
quimioenzimatica do Luliconazol (R-1), principio ativo de pomadas antifingicas utilizadas no
tratamento de micoses. Neste trabalho, propde-se uma nova rota sintética para a obtengdo de
R-1 a partir da RCD do racemato rac-3, o qual foi obtido pela redugdo da
2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etanona (2). Em seguida, realizou-se a resolugdo cinética
enzimdtica de rac-3 via acetilacdo, catalisada pela lipase do tipo A de Candida antarctica,
imobilizada em Immobead 150, recombinada com Aspergillus oryzae (CAL-A), utilizando
acetonitrila como solvente e acetato de vinila como doador de acila. Apds 48-72 horas de
reacdo, obteve-se S-3 com excesso enantiomérico do substrato (e.e.g) superior a 99%.
Posteriormente, S-3 foi submetido a testes de racemizacao utilizando como catalisadores o
catalisador de Shvo (cat-10), o clorocarbonil(1,2,3,4,5-pentametilciclopentadienil)ruténio (II)
(cat-11), o clorocarbonil(1-,2,3,4,5-pentametilciclopentadienil)ruténio (II) (cat-12) e o
sulfato de vanadila (cat-43). Os estudos de racemizacao foram realizados em atmosfera inerte
de nitrogénio (N:) € em tolueno como solvente. O cat-10 foi testado na auséncia e na presenga
de ~~-BuOK, sob temperatura de 70 °C. Na presen¢a de #~BuOK, observou-se um decréscimo
de 23% no e.e. apdés 72 horas, enquanto na auséncia da base, a redugdo foi menos
significativa. O cat-11, ativado na presenga de #~BuOK, apresentou um decréscimo de 10%
no e.e. em apenas 10 minutos. O cat-12, também ativado por z-BuOK, mostrou um
decaimento de apenas 4% no e.e. apds 1 h. O cat-43 ndo demonstrou nenhuma atividade na
racemizagdo do S$-3 nas temperaturas de 40-75 °C e nos solventes heptano, tolueno,
cicloexano e acetonitrila. Esses resultados sugerem que, embora os catalisadores tenham
exibido atividade de racemizacdo, os decréscimos no e.e. nao foram proximos de zero.
Portanto, ¢ necessaria a otimizacao das condigdes reacionais, como temperatura, propor¢ao de

catalisador e tempo de reacdo, para melhorar a eficiéncia do processo de racemizagao.

Palavras-chave: resolucdo cinética dinamica; luliconazol; lipases.



ABSTRACT

Dynamic Kinetic Resolution (DKR) is a technique that allows the conversion of up to 100%
of a racemate into an optically pure enantiomer. This process combines the action of lipases
with organometallic racemization catalysts and is widely used for the synthesis of high-value
chiral intermediates, especially in the pharmaceutical industry. An example is
(8)-2-chloro-1-(2,4-dichlorophenyl)ethanol (S§-3), a key intermediate in the chemoenzymatic
synthesis of Luliconazole (R-1), the active ingredient in antifungal ointments used to treat
fungal infections. In this work, a new synthetic route for obtaining R-1 from the DKR of the
racemate rac-3 is proposed. Initially, 2-chloro-1-(2,4-dichlorophenyl)ethanone (2) was
reduced with sodium borohydride to generate rac-3. Subsequently, the enzymatic kinetic
resolution of rac-3 was carried out via acetylation, catalyzed by Candida antarctica lipase
type A immobilized on Immobead 150, recombinantly expressed in Aspergillus oryzae
(CAL-A), using acetonitrile as the solvent and vinyl acetate as the acyl donor. After 48-72
hours of reaction, S-3 was obtained with an enantiomeric excess (e.e.) greater than 99%.
Subsequently, S$-3 was subjected to racemization tests using the Shvo catalyst (cat-10),
chlorocarbonyl(1,2,3,4,5-pentamethylcyclopentadienyl)ruthenium(Il) (cat-11),
chlorocarbonyl(1,2,3,4,5-pentamethylcyclopentadienyl)ruthenium(Il) (cat-12), and vanadyl
sulfate (cat-43). The racemization studies were conducted under an inert nitrogen (N:)
atmosphere and in toluene as the solvent. Cat-10 was tested in the absence and presence of
t-BuOK at 70 °C. In the presence of #~-BuOK, a 23% decrease in e.e. was observed after 72
hours, while in the absence of the base, the reduction was less significant. Cat-11, activated in
the presence of ~BuOK, showed a 10% decrease in e.e. in just 10 minutes. Cat-12, also
activated by #-BuOK, exhibited a decay of only 4% in e.e. after 1 hour. Cat-43 did not
demonstrate any activity in the racemization of (S)-3 at temperatures of 40-75 °C and in
solvents such as heptane, toluene, cyclohexane, and acetonitrile. These results suggest that,
although the catalysts exhibited racemization activity, the decreases in enantiomeric excess
were not close to zero. Therefore, optimization of reaction conditions, such as temperature,
catalyst ratio, and reaction time, is necessary to improve the efficiency of the racemization

process.

Keywords: dynamic kinetic resolution; luliconazole; lipases.
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1 INTRODUCAO

A quiralidade ¢ fundamental no desenvolvimento de fArmacos, pois enantidmeros
de um mesmo composto podem interagir de maneiras diferentes com alvos biologicos,
resultando em variagdes significativas na atividade farmacologica e toxicidade (Tamatam;
Shin, 2023). Devido a isso, agéncias reguladoras como a Food and Drug Administration
(FDA) tém regulamentado rigorosamente o desenvolvimento de firmacos quirais, visando
maior seletividade e seguranga. Dessa forma, a demanda por enantiomeros puros tem
favorecido o desenvolvimento de métodos de obtencdo de intermedidrios quirais de alta
pureza, como a Resolucao Cinética Enzimatica (RCE), para atender as exigéncias regulatorias
e garantir a qualidade dos medicamentos (Naim et al., 2024; Senkuttuvan et al., 2024).

A RCE ¢ uma abordagem eficaz na preparagdo de produtos com elevada
enantiopureza e baseia-se na diferenca entre as velocidades de reacao de cada enantiomero na
presenca de um biocatalisador, sendo as lipases amplamente empregadas nesse processo. A
catalise realizada pelas lipases ocorre de forma seletiva, permitindo a conversdo de apenas um
dos enantiomeros (Figura 1). No entanto, essa vantagem também ¢ uma limita¢do natural da

RCE que impde uma conversao maxima de 50% (O’connell et al., 2024).

Figura 1 - Representagdo geral de uma RCE.

Racemato

Lipase -
Qv Q. kp ki YV T
) (S) B) (S)
Produto
e.e. > 99%
¢ =50%

Fonte: Adaptado de De Almeida et al., 2024.

Um exemplo da utilizagdo da RCE catalisada por lipases que demonstrou alta
eficiéncia e enantiosseletividade esta na produgdo do farmaco quiral ¢ o Luliconazol (R-1)
(Fonseca et al., 2018), um antifingico azdlico disponivel comercialmente com configuragao
absoluta (R) que apresenta atividade potente contra um amplo espectro de dermatofitos (Kaur,

M. et al., 2020).
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O R-1 foi previamente sintetizado com sucesso por meio de RCE catalisada por
lipases, demonstrando alta enantiosseletividade e eficiéncia. A rota sintética comega com a
redu¢do da 2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etanona (2) a rac-2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etanol
(rac-3). Em seguida, rac-3 ¢ acetilado para formar o éster racémico rac-acetato de
2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etila (rac-4). Na etapa chave da rota, rac-4 ¢ submetido a hidrolise
enantiosseletiva catalisada pela Novozym 435® em tampao fosfato (pH 7), com agitagdo a
250 rpm por 15 minutos, resultando no intermediario-chave $-3 e no éster remanescente R-4.
Entdo, a haloidrina $-3 convertida em (S)-2-cloro-1-(2,4-dichlorophenyl)-2-metanosulfonato
(8-5) e ¢ subsequentemente convertido no R-1 (Figura 2) (Fonseca et al., 2018).

Figura 2 - Sintese quimioenzimatica do Luliconazol, desenvolvida por Fonseca et al., 2018.

Cl O Cl OH Cl OAc
Cl  NaBH,; MeOH Cl  Ac,0; DMAP Cl
e ST e
0 °C; 10 min Et;N; CH,Cl,
Cl t.a.; 30 min Cl ta;2h Cl
2 90% rac-3 91% rac-4
Cl OH Cl OAc
‘ Cl 4 Cl - Novozyme 435 ;
cl cl Tampao fosfato pH 7;
-3 R-4 45 °C; 250 rpm; 15 min
ee.>99%  =50% e.e.>99%
44.5% E > 200 46,5%
¢l oH I oMs
DMAP; CH,Cl,
Cl 0°C;1h Cl
S-3 ta;2h S-5
89%

N
N A\
@N/\CN W\ IL/I\?
Cl OMs N= S
: N =
Cl _ CSyKOH sj} \/:?\1 5\2\1\1
DMSO S 4 S
Cl ta.;24h
S-5 Cl Cl Cl Cl

Luliconazol (R,Z)-isomero
R-1 R-6
43% 19%

Fonte: Adaptado de Fonseca et al., 2018.
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No entanto, a RCE impde uma limitagdo intrinseca de conversdo maxima de
50%, uma vez que apenas um dos enantidmeros do rac-4 ¢ convertido no intermediario-chave
§-3. Para superar essa limita¢do, a Resolugdo Cinética Dindmica (RCD) por catalise dupla
enzima-metal surge como uma abordagem promissora, uma vez que possibilita o aumento na
eficiéncia de obtencdo de compostos quirais por meio da combinacdo de lipases e
catalisadores de racemizag¢ao, habilitando conversdes superiores a 50% (Ferraccioli, 2021).

A RCD por catalise dupla enzima-metal combina a resolucdo enantiosseletiva,
catalisada por lipases, com a racemizacdo simultdnea, mediada por um catalisador metalico.
Esse processo converte continuamente o enantiomero de reacdo mais lenta em sua forma

reativa, permitindo uma conversao teorica de 100%, Figura 3, (Thejashree et al., 2022).

Figura 3 - Representacao geral de uma RCD.

Racemato

Lipase .
QT Q. catalisador metalico
®) () ol ®)
k..>>k
e 55 Produto
\\__// e.e. > 99%

e ¢ =100%
racemizacao

Fonte: Adaptado de De Almeida et al., 2024.

A implementacdo eficiente da RCD, no entanto, exige a otimiza¢do de varios
parametros. Primeiramente, é essencial garantir que a resolucdo cinética, catalisada pela
lipase, apresente altissima enantiosseletividade. Além disso, a velocidade de racemizacgdo
deve superar a velocidade de reacdo do enantiomero mais lento, assegurando que este seja
continuamente convertido em sua forma reativa. Outro requisito ¢ a compatibilidade entre o
catalisador de racemizacdo metalico e a lipase, de modo que o primeiro ndo interfira na

atividade enzimatica ou reaja com o produto da reagdo (De Almeida et al., 2024).

Diversos catalisadores de racemizacao tém sido explorados em sistemas de RCD,
incluindo complexos metdlicos baseados em ruténio, iridio, paladio e vanadio. Esses
catalisadores s3o escolhidos com base em sua capacidade de promover a racemizagao rapida e
seletiva, sem interferir na atividade das lipases ou na estabilidade do produto final

(Ferraccioli, 2021).
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Neste contexto, este trabalho tem como objetivo explorar a aplicagdo da RCD por
catalise dupla enzima-metal na sintese do R-1, avaliando a eficiéncia de diferentes
catalisadores de racemizacdo e condigdes reacionais. A combinacdo de lipases com
catalisadores metalicos podera ser investigada visando otimizar a conversdo € 0 excesso
enantiomérico do produto, além de garantir a compatibilidade entre os catalisadores e a

estabilidade do processo.



20

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A importancia da quiralidade

A quiralidade molecular ¢ de grande importancia, especialmente na industria
farmacéutica. Embora enantiomeros de farmacos possuam propriedades fisico-quimicas
idénticas, eles frequentemente exibem diferencas marcantes em suas propriedades
farmacodinamicas, farmacocinéticas e toxicologicas. Por exemplo, um enantidmero pode ser
terapéutico, enquanto o outro pode ser inativo ou até toxico. (Abram et al., 2019).

A estereoquimica dos compostos quirais € crucial no desenvolvimento de
medicamentos, pois influencia em processos como absorcdo, distribui¢do, metabolismo,
excrecdo ¢ o mecanismo de acdo molecular. Esse efeito ocorre por meio do reconhecimento
molecular quiral, que permite a interacdo especifica entre enantidmeros e biomoléculas
quirais. Devido a essa especificidade, os medicamentos enantiomericamente puros oferecem
vantagens significativas, como maior poténcia e seguranca, em comparagao com as misturas
racémicas (Ceramella et al., 2022; Pinto, Fernandes, Tiritan, 2020).

Devido as vantagens mencionadas, os medicamentos enantiomericamente puros
representam uma parcela significativa do mercado de produtos quirais, com um valor
estimado em US$ 71,40 bilhdes em 2023 (Kings Research, 2023). A FDA, agéncia
reguladora americana, aprovou, entre 2002 e 2022, cerca de 291 novos farmacos baseados em
enantidmeros unicos, o que corresponde a 58% do total de farmacos aprovados nesse periodo.
Nesse contexto, farmacos como o Oteseconazole (7), o Duvelisib monohidratado (8) e o
Tegoprazan (9) (Figura 4) destacam-se como exemplos representativos de moléculas quirais
desenvolvidas e aprovadas nesse intervalo temporal (Senkuttuvan et al., 2024).

Figura 4 - Farmacos aprovados pela FDA entre 2018 e 2022
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Oteseconazol (7) Duvelisib Monohidratado (8) Tegoprazan (9)
¢ usado no tratamento de ¢ usado no tratamento de E usado no tratamento de
candidiase vulvovaginal recorrente!®! leucemia linfocitica cronica refluxo gastroesofagicol®!

¢ linfoma linfocitico pequeno®!

[A] (Hoy, 2022) [B] (Rodrigues; Sagrillo; Fraga, 2019) [C] (Takahashi; Take, 2017)
Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.
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Diante desse cenario, métodos para a obtengdo de enantidmeros opticamente
puros estdo em alta demanda e tornam-se cada vez mais essenciais. No entanto, a sintese de
enantidmeros unicos representa um desafio significativo para os quimicos, uma vez que
métodos tradicionais de sintese frequentemente produzem misturas racémicas, nas quais
ambos os enantiomeros respondem a maioria dos processos quimicos e fisicos de forma
idéntica (Nitai Arbell; Bauer; Paz, 2021).

Uma abordagem promissora para superar esse desafio ¢ a biocatalise, que utiliza
enzimas como biocatalisadores para a sintese organica. Essa técnica tem evoluido
consideravelmente com o auxilio de ferramentas de biologia molecular, engenharia de
proteinas e bioinformatica, que permitem adaptar as propriedades dos biocatalisadores, como
atividade, seletividade, termoestabilidade e tolerancia a solventes. A evolucao direcionada de
enzimas tem sido particularmente eficaz nesse processo, possibilitando a criagdo de
biocatalisadores altamente especializados (Sun et al., 2018; Zawodny, Montgomery, 2022).

Dentre as enzimas amplamente utilizadas na biocatalise, as lipases se destacam
por sua versatilidade e eficiéncia em processos de resolugdo cinética enzimatica em solventes
organicos. Essas enzimas sdo capazes de catalisar reagdes enantiosseletivas, permitindo a
obtencdo de enantidmeros opticamente puros a partir de misturas racémicas (Jiang; Fang,
2020). A seguir, serdo discutidos os principios da resolucdo cinética enzimatica catalisada por

lipases.

2.2 Resolucio cinética enzimatica (RCE) catalisada por lipases e sua limitacao

A resolugao cinética enzimatica (RCE) catalisada por lipase ¢ muito utilizada na
sintese de compostos enantiomericamente puros. As lipases se destacam por serem acessiveis
economicamente, ndo requerem cofatores e aceitam uma ampla gama de substratos, exibindo
alta estéreo-, regio- e quimiosseletividades. Além disso, elas operam sob condi¢des amenas
como temperatura e pressdo ambientes e, também, sdo eficientes em solventes organicos,
dispensando substratos soltiveis em agua (Todd, 2014).

O processo de RCE se baseia na diferenca das constantes de velocidades das
reagdes de conversdo dos enantidmeros presentes em uma mistura racémica para sintetizar
compostos enantiomericamente puros. Como mostra a Figura 5, um exemplo hipotético de
catalise de um alcool secundario, a lipase catalisa a reagdo do enantiomero (R)-substrato,

convertendo-o mais rapidamente no (R)-produto com retencdo de configuragdo, enquanto o
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outro enantidmero permanece inalterado, limitando o processo a uma conversdo de no
maximo 50% (Zhang; Zheng; Zhu, 2024).

Figura S - Representacdo da resolugdo cinética catalisada por lipase.
OH OAc

Rl/L R, Rl/'\ R,

(R)-Produto

(até 50% de conversao)

(S)-Substrato (S)-Produto

(néo formado)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

O reconhecimento quiral de lipases foi estudado por Kazlauskas e colaboradores
(1991) que testaram diversos acetatos em processos de RCE e observaram que as lipases
apresentavam preferéncia pela formagdo de (R)-alcoois em vez de (S)-alcoois. Com base
nesses resultados, Kazlauskas propds uma regra empirica que auxilia, até¢ os dias atuais, na
predicdo de qual enantidmero sera preferencialmente convertido, sendo aplicada tanto em
reacdes em que o substrato ¢ um acetato, quanto um alcool. Essa regra descreve que o sitio
ativo das lipases possui dois bolsdes hidrofobicos de tamanhos distintos: um bolsao maior,
que acomoda o substituinte mais volumoso do alcool secundario, € um bolsao médio, que
recebe o substituinte de tamanho intermediario (Davi, 2022, p. 27; Melais, Aribi-Zouioueche,
Riant, 2016; Min et al., 2014; Kazlauskas et al., 1991).

Esse arranjo do sitio ativo permite que a lipase discrimine um dos enantiomeros
do alcool secundario, permitindo que o enantiomero de encaixe ideal apresente menor energia
no estado de transi¢do (AG¥), facilitando a rea¢do. Enquanto o outro enantidmero ndo €é
acomodado de forma efetiva, resultando em uma barreira energética maior, e,
consequentemente, em uma conversao mais lenta (Figura 6). Essa diferenca no encaixe ¢
responsavel pela enantiosseletividade das lipases, garantindo a conversdo preferencial de um

dos enantiomeros até no maximo 50% (Ferrario et al., 2015; Maldonado et al., 2021).
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Figura 6 - Diagrama de energia livre de Gibbs ilustrando a enantiosseletividade
de lipases frente a um alcool secundario.

Bolsdes hidrafobicos
ET(S)
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

Na pratica, uma lipase catalisa a reagdo de forma preferencial com um dos
enantiomeros. Essa seletividade resulta em um produto e um substrato enantiomericamente
puros, que podem ser separados por cromatografia ou recristalizacdo (Mitchell; Krieger,
2022).

Entretanto, como a conversdo ¢ no maximo de 50%, um dos enantidmeros €
descartado por ndo corresponder a configuragdo devida para sintese do farmaco. Para superar
essa barreira, métodos como a Resolucdo Cinética Dinamica (RCD) por combinagdo de
lipases com catalisadores de racemizacdo a base de metais t€ém sido desenvolvidos e permitem
a conversao de ambos os enantidomeros em um unico produto opticamente puro com

conversdes teoricas de até 100% (Pellissier, 2022).

2.3 Resolucao Cinética DinaAmica (RCD) por catalise dupla lipase-metal

2.3.1 Defini¢do de RCD

A Resolugao Cinética Dinamica (RCD) por catalise dupla lipase-metal ¢ uma
técnica que combina, no mesmo sistema reacional, uma RCE catalisada por lipase com uma
racemizagdo do enantidmero remanescente, catalisada por um composto a base de metal.

Nesse processo, a lipase converte preferencialmente um dos enantidmeros em produto,
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enquanto o catalisador de racemizagdo converte o enantidmero remanescente de volta a forma
racémica, permitindo que a lipase atue novamente. Esse ciclo continuo resulta na conversdao
total da mistura racémica em um Unico enantidmero opticamente puro, com conversdes de até
100% (Yang, Deng, Renata, 2022; Ruggieri et al., 2018).

No entanto, a constru¢do de um sistema de RCD eficiente exige que a constante
de velocidade de racemizacdo (k,,.) seja muito maior do que a constante de velocidade da
reacdo catalisada pela enzima do enantidmero de reagdo lenta (De Almeida et al., 2020). Para
ilustrar essa exigéncia, considere o exemplo de RCE apresentado no item 2.2. Nesse
processo, a lipase catalisa a reagdo de acetilagdo do (R)-substrato, cuja constante de
velocidade k) ¢ muito maior que a constante de velocidade ks, limitando a conversao a 50%.
Com a adi¢dao de um catalisador de racemizagao, se a constante de velocidade k,,. for maior
que k), o enantiomero (S)-substrato ¢ continuamente convertido de volta a forma racémica,

permitindo que a lipase atue repetidamente e alcance conversdes de até 100% (Figura 7).

Figura 7 - Representacdo da RCD por catalise combinada lipase e agente de
racemizagao.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

2.3.2 Mecanismos de racemizacdo e aplicacoes em RCD

A catalise de racemizacao para alcoois secundario por metais de transi¢ao pode
ocorre por trés vias quimiocataliticas (Figura 8), sendo a primeira via por transferéncia de

hidrogénio (redox), a segunda via consta na formagdo de um intermediério carbocation e, por
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fim, a terceira via consiste em formar intermedidrios radicalares. Esses mecanismos podem
ser generalizados como a modifica¢do do carbono tetraédrico com hibridiza¢do sp’ em um
intermediario com geometria quadrada planar de hibridiza¢do sp’. Quando o carbono retorna a
hibridizacdo sp?, ocorre a racemizagdo, resultando na formacdo de uma mistura racémica

(Hoyos et al., 2012; Musa, 2019; Zhang, Zheng, Zhu, 2024).

Figura 8 - Métodos de racemizagao quimiocataliticos para alcoois secundarios.
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Fonte: Adaptado de Zhang; Zheng; Zhu, 2024.

A racemizagdo de alcoois secundarios pode ocorrer por diferentes mecanismos,
sendo os mais comuns os processos redox e via formacdo de carbocation. Os métodos redox,
mediados por complexos metdlicos como os de ruténio, destacam-se pelo repertorio,
eficiéncia e compatibilidade com sistemas enzimaticos, enquanto a racemizacdo via
carbocation, catalisada por acidos de Lewis ou Bronsted, oferece uma alternativa viavel para
substratos que formam intermedidrios estaveis. Embora outras abordagens, como a
racemizagdo radicalar, também sejam exploradas na literatura, os métodos redox e via
carbocation tém sido os mais amplamente aplicados devido a sua versatilidade e facilidade de
controle (Kawanishi et al., 2019; Thejashree et al., 2022; Zhang, Zheng, Zhu, 2024).

Esses mecanismos ndo apenas permitem a interconversao eficiente de
enantidmeros, mas também abrem caminho para aplicagdes praticas da RCD em diferentes
contextos. No caso de alcoois secundarios, que ndo possuem aplicacdo direta na sintese de
farmacos, a RCD tem sido utilizada para estudos de otimizacdo de processos e
desenvolvimento de metodologias. Por outro lado, quando aplicada a alcoois secundarios com
relevancia farmacéutica, a RCD torna-se uma ferramenta poderosa para a produ¢do de
enantiomeros biologicamente ativos, como no caso de firmacos quirais amplamente
utilizados (Hoyos et al., 2016). A seguir, serdao discutidos os mecanismos de racemizagao e

suas aplicagdes em RCD, destacando sua importancia tanto na quimica fundamental quanto
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na sintese de compostos de interesse farmacéutico.
2.3.2.1 RCD via transferéncia de hidrogénio

A racemizacdo de alcoois secundarios por complexos de metais de transi¢do
geralmente ocorre por meio de reagdes reversiveis de transferéncia de hidrogénio. O processo
inicia-se com a desidrogenac¢do do alcool pelo complexo metalico, gerando uma cetona e uma
espécie de hidreto metalico. A re-adi¢dao subsequente do hidreto metalico a cetona proquiral
resulta na formagdo do dlcool racémico (Figura 9) (Warner; Bickvall, 2013). Esse
mecanismo ¢ fundamental para a eficiéncia dos catalisadores de racemizagdo de transi¢do na

racemizacao de alcoois secundarios.

Figura 9 - Principio da Racemizagdo de Alcoois Catalisada por Metais de Transigao
HO, .H [M] o [M-H] +H"or MH, OH

- S = M = 5

R°R  [M-H+H'orMH, R R (M] R™ R
Fonte: Warner; Bickvall, 2013

A maioria dos catalisadores de racemizag¢do adequados para RCD de alcoois
secundarios sdo complexos baseados em ruténio, embora complexos de rodio, iridio, aluminio
e vanadio também sdo relatados na literatura (Ferraccioli, 2021).

Os complexos de ciclopentadienilruténio (cat 10-12), ilustrados na Figura 10, sdo
amplamente empregados como catalisadores de racemizacdao devido ao ciclopentadienil ser
um ligante muito volumoso, impedindo a inibicdo enzimatica (Wang et al., 2024). Neste
topico, os cat 10-12 serdao discutidos aspectos sobre mecanismos de racemizagao e aplicagdes

em RCD.

Figura 10 - Agentes de racemizacao a base de ruténio com mecanismo via transferéncia de
hidrogénio.
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Fonte: Adaptado de De Miranda; Miranda; Souza, 2015.



27

O catalisador Shvo (cat-10) ¢ um dos complexos mais ativos para reacdes de
transferéncia de hidrogénio. Seu ciclo catalitico ¢ iniciado quando cat-10 se dissocia a 70 °C
em dois complexos distintos: o cat-10a, um complexo de 16 elétrons responsavel pela
desidrogenacdo, ¢ o cat-10b, um complexo de hidreto de 18 elétrons que atua na
hidrogenacao (Badazhkova et al., 2023).

Em um estudo computacional utilizando a Teoria do Funcional de Densidade
(TFD), observou-se que o mecanismo de transferéncia de hidrogénio por esfera externa (no
qual o metal e o alcool interage por meio dos ligantes, sem coordenagdo direta ao centro
metalico) ¢ mais favoravel do que o mecanismo de esfera interna, em que o alcool secundario
se coordena diretamente ao metal. Como consequéncia, a presenca de cetona correspondente
ao alcool pode ser detectada como subproduto da reagdo. Esse mecanismo ¢ ilustrado na
Figura 11, que detalha as etapas de dissociagdo e as interagdes envolvidas na transferéncia de

hidrogénio (Conley et al., 2010).

Figura 11 - Ciclo catalitico da transferéncia de hidrogénio catalisada por cat-10
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Fonte: Adaptado de Badazhkova et al., 2023.

O cat-10 foi aplicado na RCD do rac-1-feniletanol (rac-13) em um procedimento
desenvolvido por Persson e colaboradores (1999). Nesse estudo, utilizou-se a lipase de
Pseudomonas sp. em tolueno, sob atmosfera de argénio, a 70 °C. Como doador de acila, foi
empregado o acetato de 4-clorofenila, escolhido devido ao fato de que acetatos de alcenos
geram grupos carbonila no meio reacional, os quais interferem na atividade dos catalisadores

de racemizagdo. ApoOs 46 horas de reagao, obteve-se o acetato de 1-feniletila (R-14) com uma
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conversdo (c) de 80% e um excesso enantiomérico do produto (e.e.,) >99% (Figura 12). No
entanto, uma limitagdo observada foi a dificuldade de separacdo do doador de acila do

produto final (Persson et al., 1999).

Figura 12 - RCD do rac-7 desenvolvida por Persson e colaboradores

(1999).
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rac-13 70 °C; 46 h R-14
e.e.>99%
c=80%

Fonte: Adaptado de Persson et al., 1999.

Ampliando o escopo de substratos, o cat-10 foi aplicado na RCD de diversas
haloidrinas, conforme apresentado na Tabela 1. Nesse estudo, utilizou-se a lipase de
Pseudomonas sp. em tolueno, sob atmosfera de argobnio, a 70 °C, com o acetato de
4-clorofenila. Os resultados mostraram e.e, entre 85% ¢ 96% ¢ ¢ entre 69% a 99%. A analise
dos substratos revelou que a introdu¢ao de um substituinte metoxila na posi¢ao para (rac-16)
da porcao fenil (entrada 2) teve um efeito negativo na eficiéncia do processo. Por outro lado,
a presenga de um substituinte fluoro na mesma posi¢ao (rac-17) (entrada 3) demonstrou um
efeito significativamente positivo, provavelmente devido a racemizacdo mais rapida desse
substrato (Pamies; Jan-E. Bickvall, 2002).

Tabela 1 - RCD de haloidrinas catalisadas pelo cat-10.

4% mol cat-10

OH OAc
)\/ cl Pseudomonas sp. : -
R acetato de 4-clorofenila R™ >
rac-15-17 Ar: PhMe 70 oc. R-18-20
' ' | e.e. 85-96%
¢ 69-99%
Entrada Composto R t(h) c(%) e.e.,(%) cetona (%)
1 rac-15 Ph 48 85 95 3
2 rac-16 4-OMeC4H, 72 69 96 1
3 rac-17 4-FC¢H, 72 >99 93 <1

Fonte: Adaptado de Pamies; Jan-E. Backvall, 2002
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No entanto, a necessidade de ativagdo do catalisador cat-10 a 70 °C representa
uma desvantagem, uma vez que a lipase utilizada no processo precisaria ser termoestavel para
suportar essa condi¢ao. Para superar essa limitacdo, Gabor Csjernyik e colaboradores (2004)
sintetizaram o Clorodicarbonil(1,2,3,4,5-pentafenilciclopentadienil)ruténio(Il) (cat-11), um
catalisador que opera eficientemente em temperatura ambiente, pois € ativado pela base forte
t-butoxido de potassio (-BuOK) que apresenta compatibilidade com lipases. O grupo de
pesquisa do professor Béckvall estudou detalhadamente o mecanismo de racemizagdo do
cat-11 utilizando o (S)-1-feniletanol (§-13) como substrato (Figura 13) (Gabor Csjernyik,
Krisztian Bogar, Jan-E. Backvall, 2004).

Figura 13 - Esquema de racemizagao do $-13 utilizando cat-11.

OH
0,5% mol cat-11 H

0,5% mol ~-BuOK
Ar, PhMe

$-13 t.a., 10 min rac-13
e.e.>99% ee <1%

Fonte: Adaptado de Gabor Csjernyik; Krisztian Bogar; Jan-E. Backvall, 2004

O mecanismo de racemizagdo catalisado pelo cat-11 foi investigado tanto
experimentalmente quanto por meio de estudos de TFD. Verificou-se que a transferéncia de
hidrogénio ¢ iniciada pela adicdo do -BuOK, que acessa a esfera de coordenacdo do
catalisador por meio de um mecanismo assistido por um ligante CO. Essa etapa resulta na
eliminagdo do ion cloreto na forma de KCl e na formagao do complexo cat-11b (Figura 14),
cuja formagdo ¢ evidenciada por uma mudanga caracteristica na coloracdo da solucdo do
amarelo para o vermelho (Nyhlén, Privalov, Béackvall, 2009).

Posteriormente, o substrato $-13 é adicionado ao sistema, coordenando-se ao
centro de ruténio com a assisténcia de um ligante CO e formando o complexo cat-11c,
enquanto o #-butdxido ¢ eliminado na forma de z-butanol. Com a remog¢ao de um ligante CO e
a concomitante abstragdo do hidreto a em relagdo ao grupo alcéxido, forma-se o intermediario
cat-11d. A readi¢do de CO e o retorno do hidrogénio ao substrato resultam na racemizagdo do
alcool. O ciclo catalitico continua com a troca do rac-13 por uma nova molécula de S-13,
mantendo a atividade do catalisador. Esse mecanismo esta detalhado na Figura 14 (Gustafson
et al., 2020). Como o substrato permanece constantemente coordenado ao centro metalico, o

mecanismo ocorre predominantemente por esfera interna. (Martin-Matute et al., 2005).
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Figura 14 - Mecanismo proposto do cat-11 na racemizagdo do S-13.
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Fonte: Adaptado de Gustafson et al., 2020.

O agente de racemizagdo cat-11 foi aplicado na RCD do rac-13 por
Martin-Matute e colaboradores (2004). Nesse estudo, utilizou-se a lipase do tipo B de
Candida antarctica (CAL-B), na presen¢a de --BuOK e carbonato de sédio (Na,CO;), com
acetato de isopropenila (AcOIP) como doador de grupo acila. Apos 3 horas de reacao,
obteve-se uma ¢ de 98% e um e.e., superior a 99% para o acetato S-13 (Figura 15). Embora o
doador de acila utilizado fosse um acetato de alceno, que poderia interferir no processo, a
presenca do Na,CO; mostrou-se eficiente em neutralizar esse efeito, garantindo a alta

eficiéncia da reacdo (Martin-Matute et al., 2004).

Figura 15 - RCD do rac-13 desenvolvida por Martin-Matute e colaboradores.

4% mol cat-11
OH OAc
5% mol -BuOK :

CALB; Na,CO; ©/\
AcOIP, Ar, PhMe;
rac-13 25°C;3h R-14

e.e.>99%
c=98%

Fonte: Adaptado de Martin-Matute et al., 2004.
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Em 2008, Traff e¢ colaboradores estudaram a RCD de diversas haloidrinas
utilizando o cat-11 como agente de racemizagdo. Neste estudo, foi utilizado 5% mol do cat-11
e 10% mol de ~BuOK, o biocatalisador usado foi a lipase de Pseudomonas cepacia (Ps-c
Amano IT) em tolueno anidro € o AcOIP como doador de acila, além de Na,CO;. No entanto,
observou-se que a temperatura ideal variou conforme a natureza do substrato. Os substratos
com o anel aromatico fortemente desativado (entradas 4-6, tabela 2) necessitam de uma

temperatura de 60 °C ou maior para que ocorra uma RCD eficiente (Triff et al., 2008).

Tabela 2 - RCD de haloidrinas catalisadas pelo cat-11.

5% mol cat-11

OH OAc
Cl 10% mol /~-BuOK z -
R A Ps-¢ Amano IT; g A
F =
rac-21-26 ACOIP, NayCOs; rac-27-32
Ar, PhMe e.e.;, 98-99%
¢ 97-99%
Entrada Compost R Tempo (h) (%) e.e.,(%)
0
1# rac-21 H 24 >99 >99
28 rac-22 4-OMe 22 >99 >99
32 rac-23 4-Cl1 22 97 >99
4b rac-24 4-CF, 48 >99 98
5° rac-25 3-F-4-Br 26 >99 98
6° rac-26 3,3-CF,,CF, 24 >99 98

a. Temperatura ambiente; b. T = 60 °C; c. T = 80 °C.
Fonte: Adaptado de Tréff e colaboradores, 2008.

Nesse contexto de influéncia da temperatura sobre o processo de RCD,
destacam-se dois trabalhos de sintese de firmacos quirais distintos. O primeiro ¢ a sintese
total do (R)-Bufuralol (R-33), um agente bloqueador nao seletivo dos receptores
B-adrenérgicos de poténcia comparavel ao propranolol € um marcador amplamente utilizado
para avaliar a atividade hepatica da enzima CYP2D6. Johnston, Bogar E Béackvall (2010)
relataram a sintese total de R-33, empregando como etapa chave a RCD da haloidrina rac-34.

Para isso, a haloidrina racémica rac-34 foi submetida a uma RCD utilizando a lipase Ps-c
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“Amano” Il em combinagdo com o cat-11 e AcOIP como doador de acila, realizada em
tolueno a 40 °C com 2% mol do catalisador cat-11 e de +~BuOK, resultou em conversao
completa apds 24 horas. O acetato $-35 foi isolado com um rendimento de 96% e e.e., > 99%

(Figura 16) (Johnston, Bogar E Bickvall, 2010).

Figura 16 - Sintese do farmaco (R)-Bufuralol, via RCD do rac-34.

G e o G

rac-34 $-35
>99% e.e.
NH J
‘Bu
R-33

(R)-Bufuralol
>98% e.e.

(a) HCHO, Et;N, MgCl,, MeCN, refluxo por 5 h; t.a. por 12 h, 77%,; (b) CICH,COCHj;, K,CO;,
MeCN, refluxo por 5 h, 80%; (c) reagente de Koser, MeCN, 60 °C, 1 h, 78%; (d) MgCl,, MeCN,
refluxo, 1 h, 94%; (¢) NaBH,, MeOH, rt, 94%; (f) cat-11, +~-BuOK, Na,CO; , Ps-¢ “Amano” II,
AcOIP, PhMe, 40 °C, 24 h, 96%; (g) LiOH-H,0, EtOH, t.a., 20 min, 93%; (h) tBuNH, , refluxo, 30
h, 83%.

Fonte: Adaptado de Johnston, Bogar e Backvall (2010)

O segundo ¢ um relato na literatura e refere-se a uma rota sintética para a
(R)-duloxetina (R-38) descritas por Triff e colaboradores (2011) demonstrada na figura 17.
Nesse estudo, a RCD do substrato rac-39 foi eficiente a 50 °C, devido a presenca de
substituintes altamente eletronegativos. Sob essas condi¢des, a RCD atingiu uma conversao

de 93% do R-40 em 25 horas com um rendimento de 87% ¢ e.e., de 98%.

Figura 17 - Sintese dos enantiomeros (R)-duloxetina, via RCD do rac-39.
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(a) MeCN, LDA, THF, -78 °C, 18 h, 91%; (b) cat-11, CALB, Na,CO;, PhMe, -BuOK, 50 °C por 25 h, 87%; (¢)
BH;SMe;, THF, 80 °C por 30 min, CICOEt, CH,Cl,/NaHCO;, t.a. por 1 h, 67%; (d) LiAlH,, THF, refluxo por 14
h (87%); (e) NaH, 1-fluornaftaleno, DMSO anidro, 50 °C por 1,5 h, 80%.

Fonte: Adaptado de Tréff, Lihammar E Béckvall (2011).

Em 2002, Choi e colaboradores desenvolveram a sintese do complexo
Clorodicarbonil(1-isopropilamino-2,3,4,5-tetrafenilciclopentadienil)ruténio(Il) (cat-12). Esse
catalisador possui atividade em temperatura ambiente, quando ativado pela base forte
t-BuOK. O mecanismo de raccmizacao desse catalisador foi estudado utilizando o $-13 em

tolueno na presenca de +~-BuOK, a racemizagao foi concluida em 30 min (Figura 18).

Figura 18 - Esquema de racemizagdo do $-13 utilizando cat-12.

OH 4% mol cat-12 OAc

5% mol -BuOK :
CALB; Na,COs ©/\
AcOIP, Ar, PhMe;
rac-13 25°C;30h R-14
e.e.>99%
c=95%
Fonte: Adaptado de Choi e colaboradores (2002).

O mecanismo proposto ¢ iniciado quando o Z-BuOK desprotona a amina, levando
a formacdo de uma imina e a quebra da aromaticidade do ligante ciclopentadienil, resultando
no intermediario cat-12a (Figura 19). No entanto, permanece incerto o destino do par de
elétrons em excesso e o nimero exato de pares de elétrons doados ao ruténio pelo ligante. Em
seguida, ocorre a coordenagao do alcool ao ruténio, concomitante com a abstragdo do proton
da hidroxila pela imina e a restituicio da aromaticidade do ligante, para, entdo ocorrer a

racemizagdo via intermediario cat-12¢ (Figura 19) (Choi et al., 2002).
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Figura 19 - Mecanismo proposto por Choi e colaboradores., 2002 do cat-12 na
racemizacao do S-13.
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Fonte: Adaptado de Choi e colaboradores., 2002.

Em 2004, Choi e colaboradores identificaram, por meio de RMN 'H, a formagéo
do complexo cat-12d durante a racemizagdo do $-13. Esse complexo contém um hidreto
ligado ao ruténio e foi considerado essencial para o processo de racemizagdo. Além disso, foi
proposta uma espécie intermediaria envolvendo cat-12e, um alcool € uma cetona, conforme
ilustrado na Figura 20. No intermediério proposto, o dlcool doa um proton ao nitrogénio e um
hidreto ao ruténio de cat-12e, facilitando a hidrogenagdo da cetona fora da esfera de
coordenacdo do metal (Figura 20), como a cetona esta perto do catalisador devido a ligagao

de hidrogénio, foi observado uma pequena quantidade como subproduto (Choi et al., 2004).
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Figura 20 - Mecanismo proposto por Choi et al., 2004 do cat-12 na
racemizacao do S-13.
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Fonte: Adaptado de Choi et al., 2004.

Entretanto, quando o cat-12 foi aplicado na RCD do rac-13, utilizando a melhor
proporc¢ao de catalisador e base em relagdo ao substrato, 4% de cat-12 ¢ 5% de -BuOK em
tolueno seco com a lipase CALB e AcOIP como doador de acila, o tempo de reacao foi de 30
h e resultou em uma conversio de 95% ¢ e.e., superior a 99% (Figura 21). Sendo mais lento
que o cat-11 nesta reacdo, o qual demorou 3 h para alcancar a ¢ de 98% e e.e., superior a

99%.

Figura 21 - RCD do rac-13 desenvolvida por Choi e colaboradores

(2004).
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Fonte: Adaptado de Choi et al., 2004.
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Em resumo, os catalisadores de ruténio cat-10-12 representam avangos
significativos na racemizac¢do de diversos tipos de alcoois secundarios por transferéncia de
hidrogénio. Sua eficiéncia ajustavel, que pode ser otimizada por meio do controle de
parametros como a temperatura (Traff, Lihammar E Béckvall, 2011), e sua compatibilidade
com sistemas enzimaticos, gragas a presenca de ligantes volumosos que evitam o inativacao
da lipase, consolidaram seu papel como ferramentas valiosas em sinteses organicas,
especialmente na producao de compostos quirais (Wang et al., 2024).

No entanto, os complexos metalicos utilizados nesses processos possuem custo
elevado, sdo baseados em metais ndo abundantes na natureza e, por atuarem como
catalisadores homogéneos, ndo podem ser facilmente recuperados ou reciclados ao final da
reacdo. Diante dessas limitagdes, diversas pesquisas t€ém se concentrado no desenvolvimento
de protocolos de RCD que empregam catalisadores mais econdmicos e de facil acesso (De

Almeida, 2019; Ferraccioli, 2021).

2.3.2.2 RCD via intermediario carbocation

A racemizagdo via intermedidrio carbocétion representa uma abordagem distinta,
na qual a interconversdo de enantiomeros ocorre através da cisdo heterolitica da ligagao C-O
do élcool secundario catalisada por acidos de Brensted (como resinas acidas ou acidos
heterogéneos) ou de Lewis (como sais de vanadio), que promovem a geragao do carbocation a

partir do alcool secundario como demonstrado na Figura 22 (Zhang; Zheng; Zhu, 2024).

Figura 22 - Racemizagao de alcoois secundarios via formagao de carbocation (AL = &cido de

Lewis).
X ® X ® on
+X " -x-oH ® +X-OH OH :
-X LB ©/\ KT =X ©/\
S-13 R-13

X=H"ouAL
Fonte: Adaptado de Zhang; Zheng; Zhu, 2024.
O sulfato de vanadila hidratado de composi¢do VOSO+-XH:0 (cat-43) ¢ um sal
de vanadio hidratado comercialmente disponivel que tem se destacado como agente de

racemizacdo na RCD de 4alcoois benzilicos secundarios por proporcionar grande

custo-beneficio, sendo um catalisador heterogéneo, de baixo custo, baixa toxicidade (Pessoa,
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Etcheverry, GambinO, 2015), dispensa o uso de bases fortes que poderiam inativar o
biocatalisador, nao necessita de atmosfera inerte e solvente anidro (De Miranda et al., 2017).
O mecanismo de racemizagdao do cat-43 consiste em uma reacdo do tipo

adi¢do-eliminacdo via catdlise &cida para formar um carbocation, o qual ¢ estabilizado por
A , 2+ .
ressonancia pelo anel. O fon VO™ (encontrado na forma do complexo [VO(H,0),]*") possui

grande afinidade com compostos oxigenados (Krakowiak, Lundberg, Persson, 2012), podendo
se coordenar com a hidroxila de alcoois secundarios, levando, posteriormente, a eliminacao da
hidroxila para a formagao do carbocation proquiral, o qual sofre um ataque nucleofilico de
uma molécula de 4gua para a formagao, apds desprotonagdo, do alcool racémico. Entretanto,
durante o processo, pode ocorrer a formac¢do de dois subprodutos: o bis(a-metilbenzil)éter
(44), resultante de uma reacao de substituicao, e o estireno (45), proveniente de uma reacao de

eliminacao (Figura 23) (De Almeida, 2019).

Figura 23 - Mecanismo de racemizacao de $-13 com cat-43 via catélise acida.
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Fonte: Adaptado de De Miranda, 2019.

Em 2007, Wyuts e colaboradores testaram o cat-43 na racemizagdo do S-13.
Nesse estudo, a racemizagao do rac-13 foi realizada a 80 °C em octano, sendo necessarias 1,5
h para atingir um e.e. de 6% e uma ¢ de 95% (Figura 24a), com a formacao dos subprodutos
44 ¢ 45. Além disso, a RCD do rac-13 foi conduzida a 80 °C em octano, utilizando a lipase
CAL-B e octanoato de vinila. Apos 3,5 horas de reagdo, obteve octanoato de 1-feniletila
(R-46) uma conversdo de 93% e um excesso enantiomérico do produto e.e., superior a 99%
(Figura 24b) (Wyuts et al., 2017). Entretanto, apesar do excelente resultado do cat-43, o

sistema envolve altas temperaturas, fator limitante para lipases mais termossensiveis.
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Figura 24 - Procedimento de racemizacdo e RCD desenvolvidos por Wyuts e

colaboradores (2007).
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Fonte: Adaptado de Wyuts et al., 2007.

Em 2020, De Almeida e colaboradores desenvolveram uma metodologia de RCD
para o rac-13, utilizando o cat-43 associado a lipase CAL-B em heptano a 50 °C, com
decanoato de vinila como doador de acila. Essa metodologia resultou na formagdo do
decanoato de 1-feniletila (R-47) com uma conversio de 85% e um e.e., superior a 99% em 2 h
(Figura 25). O método foi testado com sucesso para outros alcoois secundarios benzilicos,
demonstrando sua eficacia nesses casos. No entanto, quando aplicado a alcoois secundarios
benzilicos contendo substituintes volumosos na por¢ao alifatica da cadeia, como bromidrinas
ou cianidrinas, a metodologia mostrou-se ineficaz devido a CAL-B ndo possuir bolsdes
adequados para comportar esses substituintes (De Almeida et al., 2020). Essa limitacdo sugere
que a adaptacdo do método, para lipases com bolsdes do sitio ativo mais volumosos, pode ser

uma estratégia viavel para ampliar a aplicabilidade da RCD a substratos mais complexos.
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Figura 25 - RCD de rac-13 segundo a metodologia desenvolvida por De Almeida

e colaboradores (2020).
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Fonte: Adaptado de De Almeida et al., 2020.

A (S)-rivastigmina (5-48), um dos principais fAirmacos utilizados no tratamento da
doenca de Alzheimer, pode ser obtida a partir de (R)-1-(3-metoxifenil)etanol (R-49), um
intermediario chave em sua sintese formal. Em 2024, Min e colaboradores demonstraram a
viabilidade industrial desse processo ao aplicar a RCD do rac-49 para a obtengdo do
(R)-acetato 1-(3-metoxifenil)etila (R-50), que pode ser subsequentemente hidrolisado para
gerar o intermediario desejado. A reagdo foi conduzida em heptano a 50 °C por 50 horas,
utilizando o catalisador cat-43 imobilizado em diatomita (cat-43-IM-D) e a lipase de
Aspergillus niger imobilizada em resina LXTE-1001 (LA) como biocatalisador, com acetato
de vinila como doador de acila. O processo alcangou um rendimento de 98% com e.e., de
99%, evidenciando sua eficiéncia e viabilidade em escala industrial (Figura 26) (Min et al.,

2024).

Figura 26 - RCD do rac-49 desenvolvida por Min e colaboradores (2024).
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Fonte: Adaptado de Min e colaboradores (2024).
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2.4 Luliconazol (R-1) e sintese quimioenzimatica

Figura 27 — Formula estrutural do R-1.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

O luliconazol (R-1) (Figura 27) foi desenvolvido em 2005 pela Nihon Nohyaku
Co LTD (Osaka, Japao) e foi aprovado em 2015 pela FDA. Comercializado como principio
ativo da pomada Luzu®, o R-1 é um farmaco quiral pertence a classe dos antifiingicos
imidazolicos, que ¢ caracterizado por um anel heterociclico contendo dois atomos de
nitrogénio em posi¢des adjacentes, e ¢ aplicado no tratamento de micoses superficiais
causadas por dermatéfitos, como o Trichophyton rubrum e o Epidedrmophyton floccosum,
agentes patogénicos responsaveis por infeccdes cutdneas, como tineas pedis, cruris €
corporis, demonstrando maior eficacia que outros antifingicos topicos (Ricardo; Lipner,
2020) (Dos Santos Porto et al., 2021).

O R-1 atua como um inibidor seletivo da enzima esterol 14a-desmetilase
(CYPS51) fungica. Esse mecanismo ocorre por meio da coordenagdo do dtomo de nitrogénio
N3 do anel imidazoélico com o ion ferro do grupo heme da enzima CYP51, atuando como o
sexto ligante axial. Além dessa interagdo, estudos de docking molecular demonstrou que
outros grupos da molécula de R-1 estabelecem interagdes de Van der Waals e de carater
hidrofébico com a enzima, aumentando a afinidade e a estabilidade do complexo
enzima-inibidor (Shokri et al., 2018).

A CYPS51 desempenha um papel crucial na biossintese do ergosterol, o principal
esterdide das membranas celulares dos fungos. Essa enzima catalisa a desmetilacdo do
lanosterol no carbono 14, por meio de trés oxidagdes sucessivas, resultando na liberagdo de
acido formico. Ao inibir a CYPS1, o R-1 impede a formacdao do ergosterol (Figura 28),
comprometendo a integridade da membrana celular fungica e levando a morte do

microrganismo (Emami; Tavangar; Keighobadi, 2017).
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Figura 28 - Biossintese do ergosterol inibida pela coordenagdao do N3 do imidazol com
o Ferro Heme CYPS51.

. r r

CYP51
:i> >< - AT B
i - HCOOH |
HO' HO'
- Lanosterol " Zimosterol
51 52 HO Ergosterol
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CYP51 Heme

Anel imidazolico coordenado
com o Ferro Heme CYP51

Fonte: Adaptado de Emami, Tavangar, Keighobadi, 2017.

A necessidade da configuracdo absoluta (R) para que o R-1 exerca atividade
antifingica motivou o desenvolvimento de rotas sintéticas enantiosseletivas, incluindo a RCE
catalisada por lipases via hidrolise. Essa rota foi proposta por Fonseca e colaboradores (2018),
que iniciaram o processo com a reducdo da halocetona 2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etanona (2)
a haloidrina racémica rac-2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etanol (rac-3). Em seguida, o rac-3 foi
acetilado, gerando o rac-acetato de 2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etila (rac-4), que serviu como
substrato para a hidrolise enzimatica. A hidrodlise catalisada pela lipase Novozym 435® foi
realizada a 45 °C por 15 minutos em tampdo fosfato (pH 7), resultando na obten¢do do
intermediario-chave $-3 com e.e., superior a 99% e na conversdo maxima de 50% (Figura
29). No entanto, o substrato remanescente R-4, ndo foi aproveitado e foi descartado apos a

purificacao (Fonseca et al., 2018).
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Figura 29 - Rota de sintese simplificada de R-4.

Cl O Cl OH Cl OAc
Cl  NaBH,; MeOH Cl Ac,0; DMAP Cl
B S o™
0°C; 10 min Et;N; CH,Cl,
Cl t.a.; 30 min Cl ta;2h Cl
2 90% rac-3 91% rac-4
Cl OH Cl OAc
~Cl + Cl < Novozyme 435% -
cl al Tampdo fosfato pH 7.;
S-3 R-4 45 °C; 250 rpm; 15 min
e.e.>99% e.e.>99% 44,5%

NN
3 »
Cl OH N j/)\:
e P — S—7 =N S N
e /@S + ms
= Cl Cl Cl Cl

S-3
Luliconazol (R,Z)-isomero
R-1 R-6
43% 19%

Fonte: Adaptado de Fonseca et al., 2018.

Para otimizar o rendimento da sintese do R-1 e superar a limitacdo natural da
RCE. Este trabalho propde a RCD via acetilagao do rac-3 como uma estratégia promissora
para a obten¢do do acetato S-4 enantiopuro. No entanto, como o intermedidrio-chave para a
sintese do R-1 € a haloidrina S-3, torna-se necessaria a hidrélise do acetato S-4 utilizando a
metodologia desenvolvida por Fonseca e colaboradores (2018). Essa estratégia integra a RCD
com a hidrolise enzimatica, ndo apenas permite aumentar o rendimento global do processo,

mas também garante a obtengdo do enantidmero desejado com alto e.e. (Fonseca et al., 2018).



43

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estudar a racemizagdo do R-2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etanol (R-3) catalisadores

de racemizacgao a base de metal.

3.2 Objetivos especificos

Estudar a atividade da CAL-A variando parametros como polaridades e constante
dielétrica dos solventes organicos e doadores de acila;

Estudar a reagdo de racemizagao do R-3 utilizando como catalisadores o catalisador de
Shvo (cat-10), Clorodicarbonil(1,2,3,4,5-pentafenilciclopentadienil )ruténio(II)
(cat-11),
Clorodicarbonil(1-isopropilamino-2,3,4,5-tetrafenilciclopentadienil)ruténio(II)
(cat-12) e com o sulfato de vanadila hidratado (cat-43);

Sintetizar o (S)-1-feniletanol $-13 e testar qualitativamente os cat-11 e cat-12;

Estudar a atividade da lipase na condi¢ao determinada pelo catalisador de racemizagao
de melhor atividade;

Hidrolisar enzimaticamente o (S)-acetato de 2-cloro-1-(2,4-diclorofeninl)etila (S-4).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtenc¢ao da haloidrina rac-2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etanol (rac-3)

A obtengdo do rac-3 foi empregado como agente redutor o NaBH, na relacdo de
0,5 mmol de NaBH, para 1 mmol de substrato 2 (Figura 30). Nesta propor¢ao, ndo foi
observada a formagdo do epoxido rac-2-(2,4-diclorofenil)oxirano (rac-54), o qual seria um
subproduto possivel devido a presenca do cloro na posi¢ao B-cetona, o qual atua como um
bom grupo abandonador. Ap6s 40 min, foi observado o desaparecimento do substrato por
cromatografia em camada delgada (CCD). Em seguida, a reacdo foi tratada e purificada

(secdo 6.5.1) obtendo um rendimento de 96%.

Figura 30 - Esquema da redugao da cetona 2.

Cl O Cl OH Cl 0
Cl _NaBH,; MeOH _ 1+
0 °C; 10 min
Cl ta.; 3k Cl Cl
2 rac-3 rac-54
96%

Nao formado

Fonte: elaborado pelo proprio autor, 2025.

4.2 Obtencao do rac-1-feniletanol (rac-13)

Inicialmente, foi necessario sintetizar o rac-13 para desenvolver um método de
andlise por cromatografia gasosa com detector de ioniza¢do de chama (CG-DIC) com uma
coluna quiral para separar os enantidmeros, visando acompanhar sua resolug¢do cinética
enzimatica (RCE) e a atividade de racemiza¢do dos catalisadores cat-11 e cat-12 com o
enantidmero S-13. Para isso, a feniletanona (55) foi reduzida adaptando a metodologia
desenvolvida por Barros-Filho e colaboradores (2010) (BARROS-FILHO et al., 2010). O
procedimento consistiu em dissolver 55 em metanol em um baldo de 250 mL (Figura 31). Em
seguida, a solugdo foi resfriada a 0 °C e adicionou-se lentamente 629,5 mg (16,64 mmol) de
boroidreto de sddio. A reacao foi agitada a temperatura ambiente e, ap6os 3 h, verificou-se por
meio de CCD que o substrato foi totalmente consumido. Por fim, a reacdo foi tratada e

purificada (se¢do 6.5.2) obtendo um rendimento de 91,25% do rac-13.
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Figura 31 - Esquema da redu¢do da cetona 12.

(0) OH
NaBH,4; MeOH
>
ta;3h
55 91 725% rac-13

Fonte: Elaborado pelo proprio autor,2025.

4.3 Procedimento geral para sintese do rac-acetato de 2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etila

(rac-4) e do rac-acetato de 1-feniletila (rac-14)

As sinteses dos acetatos rac-4 ¢ rac-14 (Figura 32) foram realizadas com a
finalidade de desenvolver um método de andlise por CG-DIC com uma coluna quiral para
separar os enantidmeros, visando acompanhar suas RCE, baseadas na metodologia de
Fonseca (2017). Em um baldo de 10 mL, rac-3 foi dissolvido em CH,Cl,. Em seguida,
DMAP, 1 Et;N e Ac,0 foram adicionados. Apos 2 horas de reagdo, verificou-se por meio de
CCD que o substrato foi totalmente consumido. Entdo a reacdo foi tratada e purificada (se¢ao

6.5.3), obtendo rac-4 (rendimento de 82%) e rac-11 (rendimento de 78%).

Figura 32 - Esquema da sintese geral dos acetatos rac-4 ¢ rac-14.

OH OAc
X 2 X
R BuN: CH,Ch; 2h * R~
rac-3 - Ry =2-Cl;4-Cle R, =Cl rac-4 - 82%
rac-13-R,; =R,=H rac-14 - 78%

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

4.4 Sintese do epoxido rac-2-(2,4-diclorofenil)oxirano (rac-54)

A sintese do epoxido rac-54 teve como objetivo desenvolver um método analitico
utilizando CG-FID com uma coluna quiral para separar os enantidmeros, para acompanhar a
racemizagcdo do enantidmero R-3. O procedimento foi iniciado com a adi¢do de 2, em
metanol. Em seguida foi adicionado, NaBH, a temperatura ambiente (Figura 33). Apos 40
minutos de reacdo, observou-se por CCD a formagdo do rac-54 e de rac-3 e o consumo
completo de 2. Entdo a reacdo foi tratada e purificada, levando a um rendimento de 41,2% e

54% para o rac-54 e o rac-3 respectivamente.
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Figura 33 - Esquema da sintese do rac-54.

ca 9 Cl 0 c] OH

cl NaBHy; Me.OH - . cl
t.a.; 40 min
cl Cl cl
rac-54
2 41,2% rac-3
sl 54%

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

4.5 Sintese do S-13 via acetilaciio catalisada pela lipase imobilizada em resina acrilica

expressa em Aspergillus niger (CAL-B)

A RCE seguiu a metodologia desenvolvida por Melais e colaboradores (MELAIS
et al., 2016). A reagdo foi conduzida utilizando a lipase CAL-B como biocatalisador, em um
sistema vedado e saturado com N, com éter etilico seco e AcOIP como doador de acila. A
reacdo foi mantida sob agitacdo orbital a 40 °C por 24 horas (Figura 34), condicdes que

favoreceram a seletividade e a efici€ncia do processo.

Figura 34 - Esquema reacional da sintese do S$-13 por RCE via acetilagdo

catalisada pela lipase CAL-B.

OH OAc OH
CAL-B; AclIP 5
Et,0; 24 h; ©/\ +
40 °C; 250 rpm
rac-13 R-14 S$-13
e.e. > 99% e.e.>99%

¢ 50% (47.2%)
(48%)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

ApoOs a extragdo e a evaporacao do solvente, o produto bruto foi purificado por
cromatografia em coluna, utilizando gel de silica e uma mistura de hexano e acetato de etila
como fase movel. A purificagdo resultou na obtencao do produto $-13 com rendimento de

47,6% e e.e. superior a 99%, indicando a eficicia da metodologia empregada.
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4.6 Sintese do R-2-cloro-1-(2,4-dicloro-fenil)etanol (R-3) via acetilacdo catalisada pela
lipase de Candida antarctica imobilizada em Immobead 150 recombinada com

Aspergillus Oryzae (CAL-A)

Adaptando a metodologia desenvolvida por Cruz (2022), a resolucdo cinética
enzimatica de rac-3 (Figura 35) foi realizada utilizando a lipase CAL-A como biocatalisador,
em um sistema vedado e saturado com nitrogénio (N:) para garantir uma atmosfera inerte . A
reacdo foi conduzida em acetonitrila previamente seco, com acetato de vinila como doador de
acila, e mantida sob agitagdao orbital a 40 °C por 48-72 horas ao invés de 30 h como foi

relatado por Cruz (2022).

Figura 35 - Esquema de sintese de R-3.

Cl OH T T Cl OH Cl OAc
Cl iy ORI, Cl L |
/©/‘\/ MeCN anidra > /@J\/ =+ /©/\/
Cl 40 °C; 48-72 h cl Cl
rac-3 250 rpm R-3 S-4
e.e. > 99% e.e. 95%
(49%) (46%)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

Apoés a extragdo dos compostos organicos com acetato de etila e evaporagdo do
solvente, o produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna, utilizando gel de silica
como fase estacionaria e uma mistura de hexano e cloroféormio (9:1) como fase movel. O
produto purificado, R-3, foi obtido com um rendimento de 49% (196,18 mg) e um e.e.
superior a 99%. Embora a lipase CAL-A tenha mostrado alta enantiosseletividade,

observou-se uma perda significativa de sua atividade ao longo do tempo.

4.7 Estudo da influéncia dos solventes e dos doadores de acila na RCE via acetilacdo do

rac-3

A RCE de rac-3 (Figura 36) foi realizada utilizando a Lipase do tipo A de
Candida antarctica imobilizada em Immobead 150, recombinada com Aspergillus oryzae
CAL-A como biocatalisador, em um sistema vedado e saturado com N: para garantir uma
atmosfera inerte. A CAL-A foi escolhida para este procedimento devido a alta
termoestabilidade e resisténcia aos solventes orginicos, bem como, ao fato de estar no estado

imobilizado, o que confere a possibilidade de um estudo de reuso (Monteiro ef al., 2021).
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O processo foi conduzido em diferentes solventes organicos (acetonitrila,
ciclo-hexano, heptano, hexano, metil ferc-butil éter (MTBE), tetrahidrofurano (THF) e
tolueno) e com dois doadores de acila (acetato de isopropenila (AcOIP) e acetato de vinila
(AcOVin), visando avaliar a influéncia desses parametros na seletividade e eficiéncia da
reacdo (Figura 36). A reacdo foi mantida sob agitacdo orbital a 40 °C por 24 horas, seguida
de tratamento do produto bruto. O produto bruto foi dissolvido em acetato de etila, grau

CLAE, e analisado por CG-DIC para determinac¢do do e.e., ¢ do e.e.,,.

Figura 36 - Esquema da RCE de rac-3.

Cl OH Cl OH Cl OAc
Cl  CAL-A, doador de acila - Cl ~_Cl
solvente organico seco =
Cl 40 °C, 24 h, 250 rpm Cl Cl
rac-3 R-3 S-4

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

Os resultados da RCE de rac-3 utilizando a lipase CAL-A em diferentes
solventes e doadores de acila estdo ilustrados nos figuras 37 e 38. A figura 37 ¢ o grafico que
correlaciona a conversdo das reagdes com o log(P) dos solventes. Observa-se que, quando o
AcOIP foi utilizado como doador de acila, a conversao maxima foi alcancada em heptano
(54%), que apresenta o maior valor de log(P). Para os demais solventes, a conversdo diminuiu
progressivamente com a redugdo do log(P), exceto no caso do tetraidrofurano (THF), onde a
conversao foi nula. Por outro lado, quando o AcOVin foi empregado, a conversdo maxima
ocorreu em cicloexano, seguida de um decréscimo gradual nos demais solventes. O menor
valor de conversdo foi observado em THF (8%), enquanto o hexano, apesar de apresentar o

segundo maior log(P) (3,5), resultou na segunda menor conversao entre os solventes testados.
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Figura 37 - Grafico da relagdo entre a ¢ (%) e o log(P) de diferentes solventes organicos na

RCE de rac-3.

Relagdo entre a conversio (%) e o log(P)
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

Alguns autores correlacionam a enantiosseletividade (E) de lipases com as
constantes dielétricas (€) dos solventes organicos. Sob essa perspectiva, a E de cada reagdo foi
analisada em funcdao da constante dielétrica (¢) dos solventes utilizados (Figura 38)
(Chatzikonstantinou et al., 2017). Nos solventes organicos com baixa constante dielétrica (g <
2,4), como heptano, hexano, cicloexano e tolueno, observou-se um aumento progressivo na E
ao utilizar o AcOIP como doador de acila, atingindo o valor méximo em tolueno. Por outro
lado, em MTBE, houve uma redugao significativa na enantiosseletividade, enquanto em THF
a atividade enzimatica foi inexistente. No entanto, em acetonitrila, a E retornou ao valor
maximo, superior a 200.

Quando o AcOVin foi empregado como doador de acila, a E aumentou
progressivamente em funcao da & dos solventes, seguindo a ordem: tolueno, MTBE ¢ THF,
sendo que este ultimo apresentou o valor maximo de E, superior a 200. Nos demais solventes,
a enantiosseletividade manteve-se consistentemente acima de 200, independentemente da

constante dielétrica.
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Figura 38 - Grafico da relacdo entre os valores de Enantiosseletividade da RCE de rac-3

Relagdo entre a Enantiosseletividade dos doadores de acila

250 40
35
200 [
30
150 R
Sa) 20
100 15
10
50
5
5 . . - 4
Heptano Hexano Ciclohex. Tolueno TBME THF MeCN
= AcIP 30 40 94 200 102 0 200
= AcOVin 200 200 200 141 166 200 200
€ 1.94 1,92 2,02 2,38 4.5 7,58 37,5

Solventes organicos

mm Ac]P = AcOVin €

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

Esses resultados sugerem que a enantiosseletividade e a atividade da lipase
CAL-A sio influenciadas ndo apenas pelo log(P) ou & mas também pela natureza do doador
de acila e pela conformagdo da enzima, modulada pelo solvente organico. Alteragdes
conformacionais da lipase podem impactar sua atividade, afetando a receptividade aos
doadores de acila e, consequentemente, a eficiéncia da reagcdo. A auséncia de uma correlagdo
direta entre os parametros analisados refor¢a a complexidade das interagdes solvente-enzima e
ressalta a necessidade de considerar multiplos fatores, como a compatibilidade entre solvente,
doador de acila e estrutura enzimatica, na otimizagdo de reacdes enzimaticas (Zieniuk;
Fabiszewska; Biatecka-Florjanczyk, 2019).

Visando aprofundar o entendimento dessas interagdes, um estudo in silico esta
sendo realizado em parceria com o professor Dr. Aluisio Marques Fonseca da UNILAB. Essa
colaboragdo tem como objetivo investigar a influéncia dos solventes e dos doadores de acila
na conformagdo e na atividade da lipase CAL-A, utilizando simulagdes computacionais de
dindmica molecular e calculo de energia MM-GBSA. Os resultados desse estudo poderao
fornecer mais informacdes sobre o mecanismo de agdo da enzima e contribuir para a

otimizagao racional das condigdes reacionais.
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4.8 Reacio de Racemizacio

De posse da haloidrina (R-3), foi possivel iniciar as reagdes de racemizacdo com
os catalisadores a base de metal. Foram testados quatro catalisadores o catalisador de Shvo
(cat-10), o clorocarbonil(1,2,3,4,5-pentametilciclopentadienil)ruténio (II) (cat-11), 0
clorocarbonil(1-,2,3,4,5-pentametilciclopentadienil)ruténio (II) (cat-12) e o sulfato de

vanadila (cat-43).

4.8.1 Reacgdo de racemizagdo do R-3 com o catalisador de Shvo (cat-10)

Duas metodologias foram selecionadas para avaliar a racemizacdo utilizando o
catalisador de Shvo. A primeira consistiu em uma adaptagdo do protocolo estabelecido por
Pamies e Bickvall (2002). Embora o estudo original ndo tenha relatado testes de racemizacao,
apenas a RCD de B-haloidrinas, empregou-se a mesma proporcao de cat-10 (2% mol) descrita
no trabalho. A reacdo foi conduzida em tolueno seco, sob atmosfera de N,, ¢ mantida a 70 °C
(Figura 39a) (Pamies; Béackvall, 2002). Aliquotas foram coletadas e analisadas nos tempos de

0, 2, 6 € 24 horas, ¢ os resultados estdo apresentados na Tabela 3.

Figura 39 - Esquemas de reacdes de racemizacao de R-3 com o catalisador de Shvo.

(a) Reacdo de racemizagdo de R-3 na auséncia de &-BuOK

OH
e 2 mol% cat-10 c  OH ca 0
N,; 70 °C 4 Cl
cl Tolueno anidro cl cl
R-3 rac-3 2
(b) Reagdo de racemizagdo de R-3 na presenca de &-BuOK
gl OH 5 mol% cat-10 c1 OH a 9
Cl 5.5 mol% -BuOK a g cl
N,; 70 °C
Cl - . cl Cl
R-3 olueno anidro i )

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

A segunda metodologia baseou-se no estudo de Haak e colaboradores (2008), que
investigou a racemizagdo de P-haloidrinas utilizando cat-10 na presenga de ~-BuOK. Para
i1sso, foram utilizados 5% mol de cat-10 e 5,5% mol de ~~BuOK em tolueno seco, sob

atmosfera de N», e a 70 °C (Figura 39b) (Haak et al., 2008). Aliquotas foram coletadas e
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analisadas nos tempos de 0, 2, 6, 24, 48 e 72 horas, e os resultados estdo apresentados na

Tabela 3.

Tabela 3 — Valores de e.e. ao decorrer do tempo das reagdes de racemizagao de R-3.

Entrada Tempo (h) e.e. (o)l e.e. (%)Hel
1 0 >99 >99
2 2 99,3 98,8
3 6 94 97
4 24 92 33
> 48 - 78
6 72 : 76

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

BDeterminado por GC; Plsem -ButOK; “lecom #-ButOK.

Observou-se que a reacdo na auséncia de ~BuOK apresentou uma cinética mais
lenta, reduzindo apenas 7% do e.e. de R-3 apds 24 horas de reacdo, com formacdo do
subproduto 2. Em contraste, a reagdo na presenca da base exibiu cinética mais rapida em
comparagdo a auséncia de base, embora, para os padroes de RCD, ainda seja considerada
lenta. Apos 24 horas, o e.e. de R-3 foi reduzido em 16%, e a reagdo foi interrompida apos 72
horas com reducdo de 26% de e.e.. Sugere-se que a racemizacdo de R-3 na presenca de base
possa ser otimizada pelo aumento da temperatura da reacdo para 80 °C com base no trabalho

de Haak e colaboradores (2008).

4.8.2 Reacdo de racemizacao do S-1-feniletanol (S-13) com
Clorocarbonil(1,2,3,4,5-pentametilciclopentadienil)ruténio (1) (cat-11)

Em busca de um catalisador de racemiza¢do que nao exigisse temperaturas
elevadas para exibir atividade, testamos o cat-11, o qual requer apenas a presenga de ~-BuOK
para sua ativacdo. Inicialmente, realizou-se um teste com a metodologia reportada por Traf e
colaboradores (2008) para verificar a funcionalidade do cat-11. Para isso, adicionou-se uma
solucao de ~BuOK (10% mol) em THF (0,1 M) a um frasco Schlenk de 10 mL. O THF foi
removido sob pressdo reduzida, e a atmosfera foi saturada com argonio. Em seguida,

adicionou-se o cat-11 (5% mol) e adicionou-se tolueno para dissolver ambos, aguardando-se
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6 minutos. Apds esse periodo, a solugdo permaneceu amarelada, sem indicios da formacao do

intermediario Ru-alcoxido (cat-11b) (Figura 40).

Figura 40 - Estrutura do intermediério Ru-alcoxido (cat-11b).

Ph
Ph

Ph
Ph \R‘u‘OPh
cat-11b

Cor vermelha

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

Posteriormente, adicionou-se -BuOK solido diretamente a solugdo, resultando
em uma mudanca imediata para uma coloragdo vermelha. Ap6s 6 minutos, a solugdo adquiriu
uma coloragcdo marrom (Figura 41) e foi adicionado $-13, observou-se que a solucao adquiriu
um aspecto de suspensdo, que foi perdido apds a reagdo ser exposta ao ar atmosférico
formando uma solucdo escura com um corpo de fundo preto. Uma aliquota foi coletada apds
10 min e analisada por CG-DIC. Foi observada a racemiza¢do completa de $-13, com o

aparecimento da cetona 6 como subproduto.

Figura 41 - Mudanca de coloragdo da solugdo durante a ativagao do cat-11.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

Visando um sistema mais econdmico, a racemizac¢ao de $-13 foi também avaliada

sob atmosfera de N.. Empregou-se a mesma metodologia descrita anteriormente, com a
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adi¢do direta de -BuOK solido a solugdo. Apds 6 minutos, observou-se uma mudanga de
coloragdo da solu¢do, de amarelado para marrom, indicando a formagdo do intermediario
Ru-alcoxido, ao adicionar $-13, a solu¢ao adquiriu um aspecto de suspensdo, que também foi
perdido apds a reacdo ser exposta ao ar atmosférico, formando uma solugio escura com um
corpo de fundo preto. Apds 10 minutos, a analise por CG-DIC confirmou a racemizagdo

completa do substrato.

4.8.3 Reacao de racemizagdo do S-13 com

Clorocarbonil(1-isopropilamino-2,3,4,5-pentametilciclopentadienil)ruténio (I1) (cat-12)

Para verificar a funcionalidade do cat-12, realizou-se um teste baseado na
metodologia descrita por Haak e colaboradores (2008), os quais utilizaram esse catalisador
sob atmosfera de N.. Em um frasco Schlenk, adicionou-se cat-12 (5% mol) e ~BuOK (5,5%
mol) dissolvidos em tolueno seco, sob atmosfera de N:, seguindo a ordem descrita (Figura

42) (Haak et al., 2008).

Figura 42 - Esquema da reagdo de racemizagao de S$-13 com o cat-12.

OH
5% mol cat-12 OH

5,5% mol /~-BuOK
N,, PhMe anidro

S-13 t.a.; 30 min rac-13
e.e. > 99% e.e. = 0%

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

Apo6s 5 minutos, observou-se uma mudanga na coloragdo da solugdo, de amarelo
para alaranjado, indicando a ativagdo do catalisador. Em seguida, adicionou-se o substrato
S§-13. Apos 30 minutos, a andlise realizada por CG-DIC confirmou a racemizacdo completa

do substrato.

4.8.4 Reacdo de racemizacdo do (R)-2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etanol (R-3) com
Clorocarbonil(1l,2,3,4,5-pentametilciclopentadienil)ruténio (Il) (cat-11)

A reagdo de racemizagdo de R-3 foi conduzida em um frasco Schlenk,

dissolvendo-se cat-11 (5 mol%) em tolueno e adicionando #~-BuOK (10% mol) sob atmosfera



55

de N., variando entre temperatura ambiente e 50 °C. Apos seis minutos, a solu¢do adquiriu
uma coloracdo marrom, indicando a ativacao do catalisador, e o substrato R-3 foi adicionado

(Figura 43).
Figura 43 - Esquema reacional para a racemizagao de R-3 com o cat-11 a 50 °C.

OH
al o 5% mol cat-11 c1 OH ca 0 Cl 5
10% mol -BuOK /@AMC [ MCI + /@/Q
Cl N,, PhMe anidro cl et a
R-3 ,

50 °C; 30 min rac-3
e.e.>99% e.e. =90%

rac-54

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

Para monitorar o progresso da reacdo, aliquotas foram coletadas em diferentes
intervalos de tempo. Em algumas reagdes, as aliquotas foram retiradas apos 10 e 30 minutos,
depois de cinco minutos observado uma mudanga na coloragdo da solugdo, tornando-se
transparente e escura. Apds essa mudanca, ndo houve alteracdes significativas nos resultados
de racemizagdo. As amostras foram analisadas por CG-DIC, e os valores de e.e. foram
calculados a partir das areas dos picos no cromatograma.

A reacdo conduzida a temperatura ambiente resultou em um decréscimo de 5% no
e.e. ap6s 10 minutos. Por outro lado, a reacdo realizada a 50 °C apresentou um decréscimo de
10% no e.e. no mesmo intervalo de tempo. Esses resultados sugerem que o aumento da
temperatura pode ser uma estratégia viavel para melhorar a eficiéncia da racemizagdo, uma
vez que Traff e colaboradores (2008) relataram a obtencdo de RCD ideais em temperaturas
entre 60 e 80 °C, utilizando uma enzima termoestavel, com substratos com grupos fortemente
desativantes.

Com objetivo de elucidar os efeitos dos substituintes no mecanismo de reagao, o
estudo do mecanismo esta sendo realizado, em parceira com o grupo de Bioinorgéanica da
UFC, por Teoria do Funcional da Densidade (TFD), em que o funcional utilizado serd o
MO06-2X (Zhao; Truhlar, 2008) e os conjuntos de base LANL2DZ (Wadt; Hay, 1985) para o
cat-11 e 6-31+G(d,p) (Lu; Chen, 2011) para o substrato R-3, calculos de estado de transicao
(ET) e coordenada intrinseca de reagdo (CIR) estao sendo realizados, de modo que uma
frequéncia negativa no calculo de ET indicara um estado de transicdo e, para confirmar, o
CIR devera indicar os reagentes e produtos desejados. Ademais, calculos de frequéncias serdo
realizados para obter informagdes termoquimicas e, dessa maneira, construir a superficie de

energia potencial (SEP) para analisar as barreiras de energia.
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4.8.5 Reacido de racemizagcdo do (R)-2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etanol (R-3) com
Clorocarbonil(1-isopropilamino-2,3,4,5-pentametilciclopentadienil)ruténio (I1) (cat-12)

A reacdo de racemizagao de R-3 foi conduzida em um frasco Schlenk,
dissolvendo-se cat-12 (4% mol) em tolueno e adicionando -BuOK (5% mol) sob atmosfera
de N2, na temperatura ambiente. ApoOs seis minutos, a solu¢ao adquiriu uma coloragdo laranja,

indicando a ativacdo do catalisador, e o substrato R-3 foi adicionado (Figura 44).

Figura 44 - Esquema reacional para a racemizac¢ao de R-3 com o cat-12.

4% mol cat-12
5% mol /BuOK
N,, PhMe anidro

t.a.; 30-60 min rac-3 rac-54
ee > 99% e.e. =96%

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

A reagdo foi monitorada por CG-DIC com aliquotas sendo retiradas nos tempo
de 30 e 60 min. Notou-se que o e.e. caiu para aproximadamente 96% em todos os tempos.
Outros testes serdo realizados alterando a temperatura ou a porcentagem de catalisador e base

adicionados.

4.8.6 Reacgdo de racemizacdo do (R)-3 com sulfato de vanadila (cat-43)

Em vista de ampliar as op¢des de catalisadores de racemizagdo, também foi
utilizado o sulfato de vanadila (cat-43) na racemizacao do R-3. O cat-43 tem se destacado na
resolucdo cinética dindmica de alcoois benzilicos secunddrios proporcionando grande
custo-beneficio, além de ser um catalisador heterogéneo, de baixo custo, baixa toxicidade,
dispensa o uso de bases fortes que poderiam inativar o biocatalisador (Miranda et al., 2017),

ndo necessita de atmosfera inerte e nem de secagem de solvente.

A metodologia desenvolvida por De Almeida e colaboradores (2020) foi adaptada
para o substrato R-3. Dessa metodologia, foi utilizado a relacdo de massa de substrato e
catalisador e empregamos solventes organicos apolares com alto ponto de ebulicio (PE),
como heptano (98 °C) e tolueno (110,6 °C) (De Almeida, p. 49, 2019). Além desses, foram

incluidos mais dois solventes: cicloexano (80,7 °C) (Dong et al., 2016), pelos motivos ja
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mencionados, e acetonitrila (81 °C), que apresentou excelente desempenho na RCE. As
reagOes foram realizadas sob agitagdo orbital em diferentes temperaturas, na faixa de 40 a 75

°C (Figura 45).

Figura 45 — Esquema da reagdo de racemizagdo do R-3 com cat-43.

cf OM cr O
cat-23
Cl . Cl
solvente organico
Cl 40 - 75 °C Cl
R-3 rac-3
e.e.=97%

Fonte: Elaborado pelo proprio autor, 2025.

Depois da determinagdo dos solventes, iniciaram-se os testes para avaliar o efeito
da temperatura sobre a de racemizagdo do R-3 (e.e. = 97). A temperatura inicial foi definida
em 40 °C para cada um dos solventes, e apds 24 h, as aliquotas foram analisadas por
CG-DIC e por comparagdo das areas obtidas observou-se que o excesso enantiomérico de
R-3 nio sofreu alteragdo. Diante desses resultados, decidiu-se aumentar a temperatura para 60
°C e, posteriormente, para 75 °C e em ambas as temperaturas o excesso enantiomérico de R-3

nao sofreu alteragao.

Esses resultados podem ser explicados pelo efeito indutivo retirador dos atomos
de cloro, tanto na posi¢do alifatica quanto no anel aromatico, que desestabilizam o
carbocation intermediario. No substrato R-3, o cloro esta proximo a hidroxila, intensificando
esse efeito indutivo e dificultando a formagao do carbocétion. Além disso, a presenca de cloro
no anel aromatico contribui para a desativagdo do anel, aumentando ainda mais a
desestabilizacdo do carbocation (Clayden; Greeves; Warren, 2017). Wuyts e colaboradores
(2007) demonstraram que o efeito do cloro alifatico ¢ mais pronunciado, observando que a
racemizagdo de substratos com cloro na posicao y ocorreu 18 vezes mais lentamente. Eles
também relataram que a racemizagao do (S)-1-(4-bromofenil)etanol foi 3,5 vezes mais lenta
que a do $-13, evidenciando o impacto dos substituintes no anel (Wuyts et al., 2007). A
combinacdo desses efeitos eleva a barreira energética para a formacdo do carbocation,

dificultando significativamente a reacao de racemizagao.

Com objetivo de elucidar os efeitos dos substituintes no mecanismo de reagao, O

estudo do mecanismo sera realizado por TFD em parceria com o Grupo de Quimica Tedrica
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(GQT) da UFC, em que o funcional utilizado serd o M06-2X (Zhao; Truhlar, 2008) e os
conjuntos de base LANL2DZ (Wadt; Hay, 1985) para o cat-43 ¢ 6-31+G(d,p) (Lu; Chen,
2011) para os substratos R-3 ¢ 0 §-13, célculos de ET e CIR estao sendo realizados, de modo
que uma frequéncia negativa no célculo de ET indicard um estado de transi¢do e, para
confirmar, o CIR deverd indicar os reagentes e produtos desejados. Ademais, célculos de
frequéncias serdo realizados para obter informagdes termoquimicas e, dessa maneira,

construir a SEP para analisar as barreiras de energia.
4.9 Hidrdlise enzimadtica (S)-acetato de 2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etila (S-4)

O produto da resolucdo cinética catalisada pela lipase CAL-A, via acetilagdo, foi
o composto S-4. Fonseca e colaboradores (2018) realizaram a hidrélise do composto S-4 para
obter a haloidrina correspondente $-3, que ¢ o intermedidrio chave na sintese do farmaco R-1.
A hidrélise do acetato S-4 (97% e.e.), catalisada pela lipase Novozym 435, resultou na
haloidrina $-3 com e.e. superior a 99%, indicando um aumento de 2% no e.e. do
intermediario chave. Além disso, a configuracdo absoluta do produto da reagdo de acetilagao

foi confirmada.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este trabalho demonstrou que a enantiosseletividade e a atividade da lipase
CAL-A sao influenciadas nao apenas pela polaridade do solvente (log(P)) e a constante
dielétrica (€), mas também pela natureza do doador de acila e pela conformacao da enzima. A
conversao maxima com acetato de isopropenila (AcOIP) foi alcangada em heptano (54%),
enquanto com acetato de vinila (AcOVin), a maior conversdo ocorreu em cicloexano. A
enantiosseletividade (E) variou significativamente entre os solventes, com valores maximos
em tolueno e acetonitrila, para AcOIP, e heptano, hexano, cicloexano, THF e acetonitrila,
para o AcOVin. A auséncia de uma correlacdo direta entre log(P), €, atividade da lipase e E
reforca a complexidade das interagdes solvente-enzima.

Alteragcdes conformacionais da lipase, induzidas pelo solvente, podem impactar
sua atividade e receptividade aos doadores de acila. Para aprofundar o entendimento dessas
interagdes, um estudo in silico estd em andamento em parceria com o professor Dr. Aluisio
Marques Fonseca da UNILAB, utilizando simulag¢des de dindmica molecular e calculos de
energia MM-GBSA. Esses resultados poderdo fornecer informagdes valiosas para a
otimizacdo racional de reagdes enzimaticas, contribuindo para a sintese eficiente de
intermediarios quirais de interesse farmaceéutico.

Observou-se que a capacidade de racemizacdo do cat-10 ¢ influenciada pela
presenga do -BuOK. Na auséncia de ~BuOK, cat-10 apresentou cinética de racemizagao
mais lenta, reduzindo apenas 7% no e.e. de R-3 apds 24 horas, com formacao do subproduto
2. Em contraste, na presen¢a de -BuOK, a cinética foi mais rapida, com redugdo de 16% no
e.e. apos 24 horas e 26% ap6s 72 horas. No entanto, a reagdo ainda ¢ considerada lenta para
os padroes de RCD. Sugere-se que a racemizagao de R-3 possa ser otimizada pelo aumento da
temperatura para 80 °C, visando melhorar a eficiéncia do processo.

A partir dos resultados apresentados na racemizagao do R-3 utilizando cat-11,
pode-se concluir que a temperatura desempenha um papel significativo na eficiéncia da
racemizagdo, uma vez que o aumento de 50 °C em relagdo a temperatura ambiente resultou
em um decréscimo duas vezes maior no e.e. no mesmo intervalo de tempo. O aumento para
temperaturas mais elevadas (60-80 °C) pode ser o caminho para alcancar condi¢des ideais de
racemizagdo, especialmente quando enzimas termoestdveis e substratos com grupos

fortemente desativantes sdo utilizados.
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O cat-12 demonstrou atividade de racemizag¢do do R-3 a temperatura ambiente,
mas o e.e. de R-3 permaneceu praticamente inalterado, caindo para aproximadamente 96% em
todos os tempos analisados (30 e 60 min). Testes adicionais serdo realizados para investigar o
efeito de variagdes na temperatura e na concentragao de catalisador e base.

O cat-43 foi aplicado na racemizacdo de R-3 (e.e. = 97%), e observou-se que, em
temperaturas de 40 °C, 60 °C e 75 °C, o excesso enantiomérico ndo apresentou alteracoes
significativas apos 24 horas de reacdo, conforme analise por CG-DIC. Esses resultados
indicam que, nas condicdes testadas, a temperatura ndo foi um fator determinante para
promover a racemizacao do substrato R-3. Portanto, conclui-se que o cat-43 ndo ¢ adequado
para a racemizagao de B-haloidrinas ou espécies com grupos fortemente desativantes no anel
aromatico.

Além disso, o estudo do mecanismo de reagdo por meio da Teoria do Funcional da
Densidade (TFD) dos cat-11 e cat-43, em parceria com o grupo de Bioinorganica e o Grupo
de Quimica Teoérica respectivamente, utilizando o funcional M06-2X e conjuntos de base
especificos, esta em andamento para elucidar os efeitos dos cloros na molécula de R-3 no
processo. A analise de estados de transicdo (ET) e coordenadas intrinsecas de reagdao (CIR)
permitird identificar intermedidrios e confirmar a formagdo dos produtos desejados.
Adicionalmente, os calculos de frequéncia e a construgdo da superficie de energia potencial
(SEP) fornecerdao informagdes termoquimicas que permitirdo avaliar as barreiras energéticas
envolvidas no mecanismo. Essas abordagens teoéricas, em conjunto com os dados
experimentais, contribuirdo para um entendimento mais profundo do processo de racemizagao

e para a otimiza¢ao das condi¢des reacionais.



61

6 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

6.1 Instrumentos

O Espectrometro Bruker® modelo Avance DRX-500 foi utilizado na obtengao
dos espectros de RMN 'H e *C e foi operado na frequéncia de 500 MHz para o hidrogénio e
125 MHz para o carbono. O equipamento foi cedido pelo Centro Nordestino de Aplicacdo e
Uso da Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do Ceara
(CENAUREMN/UEFC).

Os excessos enantioméricos das resolugdes cinéticas enzimaticas foram
monitorados por um cromatdgrafo gasoso (CG) da marca Shimadzu® de modelo GC-2010
com um detector por ionizacao de chama (DIC) com um auto-injetor da marca Shimadzu® de
modelo AOC-201 acoplado. A fase movel utilizada foi o gas nitrogénio e a fase estacionaria
utilizada foi a coluna quiral CP-ChiraSil-DEX CB com comprimento de 25 m, didmetro
interno de 0,25 mm e 0,25 pm da espessura de filme da marca HexiS®. As condicdes de
analise e tempo de retengdo dos compostos utilizados foram:

a) A andlise da feniletanona (55), rac-1-feniletanol (rac-13) e do rac-acetato de

1-feniletila (rac-11) foi programada com temperatura inicial de 120 °C (5
min); 0,6 °C/min a 200 °C (5 min). Os tempos de reten¢do foram de: 6,40 min
para $-13; 6,07 min para R-13; 5,14 min para R-14; 4,77 min para S-14 ¢ de
3,61 min para 55.

b) A analise da 2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etanona (2),
2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etanol (rac-3) e do acetato de
2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etila (rac-4) foi programada com temperatura
inicial de 120 °C (5 min); 0,5 °C/min a 150 °C (10 min); 3,0 °C/min a 160 °C
(5 min); 5,0 °C/min a 200 °C (10 min). Os tempos de retencao foram de: 73,6
min para R-3; 70,7 min para S-3; 53,0 min para R-4; 52,16 min para S-4; 39,8
min para 2; 18,11 min para §-54 ¢ 16,9 min para R-54.

A confirmagdo do enantiomero S-13 foi realizada por comparagdo com o padrao
comercial. Ja& a confirmagao do S-3 foi realizada por comparagdo pela hidrélise enzimatica
desenvolvida por Fonseca, 2018.

Os pontos de fusdo ndo corrigidos das substancias foram determinados em um
aparelho da marca Microquimica® de modelo MQAPF-302.

As reagdes com agitacdo orbital foram realizadas em uma incubadora shaker da

marca Solab.
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6.2 Solventes, reagentes e catalisadores

6.2.1 Solventes

Os solventes acetona, acetato de etila, acetato de etila grau CLAE, cloroférmio,
diclorometano, etanol absoluto, hexano, metanol e tetraidrofurano (THF) grau CLAE sdo da
marca BIO-GRADE®. Os solventes ciclo-hexano, heptano e metil-ferc-butil éter (MTBE) sao
da marca Sigma-Aldrich®. Os solventes acetonitrila grau CLAE e tolueno sao,

respectivamente, da marca J. T. BAKER® ¢ VETEC®.

6.2.2 Reagentes

2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etanona, (S)-1-feniletanol, AcOIP, acetato de vinila,
boroidreto de sodio, hidreto de calcio, N,N-dimetilaminopiridina (DMAP), s6dio metalico,
terc-butoxido de potassio e trietilamina sdo da marca Sigma-Aldrich®. O anidrido acético e o

hidréxido de potéssio sdo da marca Dinamica.

6.2.3 Catalisadores

Os biocatalisadores lipase do tipo A de Candida antarctica imobilizada em
Immobead 150, recombinada com Aspergillus oryzae e lipase imobilizada em resina acrilica
expressa em Aspergillus niger sdo da marca Sigma-Aldrich®.

Os catalisadores de racemizacao
1-Hidroxitetrafenil-ciclopentadienil(tetrafenil-2,4-ciclopentadien-1-ona)-p-hidrotetracarbonild
iruténio(II) (catalisador de Shvo),
clorodicarbonil(1,2,3,4,5-pentametil-ciclopentadienil)ruténio (1D,
clorodicarbonil(1-isopropilamino-2,3,4,5-pentametil-ciclopentadienil)ruténio (II) e Sulfato de

vanadila sdo da marca Sigma-Aldrich®.

6.3 Secagem de solventes

Os solventes acetonitrila, ciclo-hexano, heptano, hexano e tolueno foram tratados
com hidreto de célcio sob refluxo e atmosfera inerte de N, durante 30 min e em seguida foram
separados da suspensdo por meio de destilagdo simples (Armarego E Perrin, 2002).

O solvente tetraidrofurano (THF) foi tratado previamente com hidreto de calcio
sob refluxo por 30 min, seguido de destilacdo simples para separar o solvente da suspensao.
Depois disso o solvente tratado foi adicionado a uma mistura de sédio metalico e
benzofenona, e colocado sob refluxo, o qual foi finalizado quando o solvente adquiriu a cor

azul escura (Armarego e Perrin, 2002). A secagem do ferc-butil metil éter (MTBE) seguiu a
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metodologia anterior, devido a solubilidade em 4gua deste solvente ser maior que a do THF

(Taynar E Francis, 2017) (Siqueira et al., 2014).

6.4 Adsorventes e reveladores

6.4.1 Adsorventes

As cromatografias em coluna vertical foram efetuadas utilizando silica gel 60-
230 mesh, comercial, da marca Vetec®. Nas analises por CCD foram empregadas
cromatoplacas de silica gel 60 G 5-40 pm comercial, sobre poliéster T-6145 98 provenientes
da marca Sigma Chemical Co® com camada de 250 um de espessura ¢ dimensdes de 10 x 5

cm.

6.4.2 Reveladores

Apo6s eluicdo das substancias nas cromatoplacas, as mesmas foram reveladas
através de pulverizagdo com solucdo de vanilina (5 g) e acido perclorico (0,75 mol/L, 100
mL) em etanol (C,HsO, 100 mL), seguida de aquecimento a 100 °C com pistola aquecedora

da marca Dekel® modelo DK 1060, por aproximadamente 1 min.

6.5 Sintese das substancias utilizadas

6.5.1 Sintese da haloidrina rac-2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etanol (rac-3)

Em um baldo de 250 mL, 1 g (4,47 mmol) de 2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etanona
(2) foi dissolvido em 40 mL de metanol e em seguida adicionou-se 85,11 mg (2,23 mmol) de
boroidreto de sddio a 0 °C e a reagdo prosseguiu, nesta temperatura, sob agitacdo por 10 min.
Apos este tempo, a reacdo prosseguiu a temperatura ambiente por 30 min. Logo apos, o
metanol foi evaporado a pressao reduzida e foi adicionado 10 mL de HCI 1 M e o produto foi
extraido com AcOEt (4 x 60 mL). A fase orgénica foi tratada com Na,SO, anidro, seguido de
filtracdo e evaporacao do solvente sob pressdo reduzida. Por fim, o produto bruto foi
purificado em coluna cromatografica usando como fase estacionaria gel de silica e como fase
movel hexano e cloroférmio 1:1. Apods esse procedimento, foram obtidos 0,971 g da rac-3
(96% de rendimento) como um so6lido branco com p.f. = 45-49 °C Lit p.f. = 47-49 °C
(Fonseca et al., 2018) e Rf (1:1 Hex:CHCl;) = 0,37.

6.5.2 Sintese do rac-dlcool rac-1-feniletanol (rac-13)

A metodologia de reducdo da feniletanona (55) foi adaptada do trabalho
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desenvolvido por Barros-Filho e colaboradores (BARROS-FILHO et al., 2010). Em um balao
de 100 mL, foi adicionado 500 mg (4,16 mmol) de 55 em 40 mL de metanol. Em seguida, a
solucdo foi resfriada a 0 °C e adicionou-se lentamente 629,5 g (16,64 mmol) de boroidreto de
sodio. A reacdo foi agitada a temperatura ambiente durante 3 h e o solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida e foi adicionado 5 mL de agua destilada e o produto foi extraido com EtOAc
(3 x 50 mL). A fase organica foi tratada com Na,SO, anidro, seguido de filtragdo e
evaporacao do solvente sob pressdo reduzida. Por fim, o produto bruto foi purificado em
coluna cromatografica usando como fase estacionaria gel de silica e como fase moével hexano
e acetato de etila 9:1. Apos esse procedimento, foram obtidos 459,77 mg do rac-13 (91,25%
de rendimento) como um liquido translicido Rf (9:1 Hex:AcOEt) = 0,525.

6.5.3 Procedimento geral para sintese do rac-acetato de 2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etila

(rac-4) e do rac-acetato de 1-feniletila (rac-11)

Em um baldo de 10 mL, 50 mg (0,188 mmol) de rac-3 foi dissolvido em 2 mL de
CH,Cl,. Em seguida, 11,48 mg (0,094 mmol) de DMAP, 13,09 uL de Et;N (0,094 mmol) e
53,31 pL de Ac,0 (0,564 mmol) foram adicionados. Apds 2 horas de reagcdo, 1 mL de agua
destilada foi adicionado e a fase aquosa foi extraida com CH,Cl, (3 x 5 mL). As fragdes
organicas foram combinadas, tratadas com Na,SO, anidro, seguido por filtracdo e evaporacao
do solvente sob pressdo reduzida. O produto bruto foi entdo purificado em uma coluna
cromatografica usando silica gel como fase estacionaria e hexano e cloroférmio 1:1 como fase
moével. Com este procedimento, os seguintes produtos foram obtidos: 48,26 mg de rac-4
(rendimento de 82%) como um o6leo incolor com Rf (7:3 Hex:CHCl;) = 0,55 ¢ 1,06 g de

rac-11 (rendimento de 78%) como um 6leo amarelado com Rf (Hex:CHCl;, 1:1) = 0,57.

6.5.4 Sintese do epoxido rac-2-(2,4-diclorofenil)oxirano (rac-54)

Em um baldo de 10 mL, foi dissolvido 50 mg (0,244 mmol) de 2 em 2 mL
metanol. Em seguida adicionou-se 33,89 mg (0,896 mmol) de boroidreto de sodio e a reagao
prosseguiu, nesta temperatura, sob agitacdo por 40 min. Apds este tempo, o metanol foi
evaporado a pressao reduzida e foi adicionado 0,5 mL de HCI 1 M e o produto foi extraido
com AcOEt (4 x 5 mL). A fase organica foi tratada com Na,SO, anidro, seguido de filtracao e
evaporagdo do solvente sob pressdo reduzida. Por fim, o produto bruto foi purificado em
coluna cromatografica usando como fase estacionaria gel de silica e como fase mdvel hexano

e cloroféormio 1:1. Apods esse procedimento, foram obtidos 19 mg da rac-54 (41,2% de
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rendimento) como um 6leo amarelo e Rf (7:3 Hex:CHCl;) = 0,46.

6.5.5 Sintese do rac-1-feniletanol (S-13) via acetilacio catalisada pela lipase imobilizada
em resina acrilica expressa em Aspergillus niger (CAL-B)

Essa resolugdo seguiu a metodologia desenvolvida por Melais e colaboradores
(MELAIS et al., 2016). Em um erlenmeyer de 10 mL, adicionou-se 50 mg (0,41 mmol) de
rac-13 e 100 mg da lipase CAL-B. O sistema foi vedado, evacuado e saturado com No,
seguido da adicdao de 2,05 mL de éter etilico previamente seco e 135,23 pL (1,23 mmol) de
AcOIP. A reagdo foi mantida sob agitacdo orbital a 40 °C por 24 horas. Ap6s o término da
reacdo, os compostos organicos foram extraidos do meio reacional com acetato de etila (3 x
20 mL), e o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida. O produto bruto foi purificado por
cromatografia em coluna, utilizando gel de silica como fase estaciondria e uma mistura de
hexano e acetato de etila (9:1) como fase movel. Apos a purificagdo, obteve-se 23,8 mg de
(8)-10 (47,6% de rendimento) com e.e. superior a 99%. O produto foi obtido como um 6leo

amarelado, com Rf (7:3 Hex:CHCl;) = 0,525.

6.5.6 Sintese do R-2-cloro-1-(2,4-dicloro-fenil)etanol (R-3) via acetilagcdo catalisada pela
lipase de Candida antarctica imobilizada em Immobead 150 recombinada com Aspergillus
Oryzae (CAL-A)

Em um erlenmeyer de 5 mL, foi adicionado 0,4 g (1,77 mmol) do rac-3 ¢ 0,8 g da
CAL-A. O sistema foi vedado, evacuado e saturado com N, para garantir uma atmosfera
inerte. Em seguida, adicionou-se 18 mL (0,1 mol L) de solvente organico previamente seco €
1,6 mL (18 mmol) de acetato de vinila & mistura. A reagdo prosseguiu por 48-72 horas a 40
°C sob agitagdo orbital. Apds o término da reacao, os compostos organicos foram extraidos do
meio reacional com acetato de etila (3 x 20 mL), e o solvente foi evaporado sob pressao
reduzida. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna, utilizando gel de silica
como fase estaciondria e uma mistura de hexano e cloroférmio (1:1) como fase mével. Apos a
purificagdo, obteve-se 196,18 mg de R-3 (49% de rendimento) com e.e. superior a 99%. O
produto foi obtido como um soélido branco, com Rf (1:1 Hex:CHCl;) = 0,37.
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6.6 Procedimento geral para a resolucdo cinética enzimatica do
rac-2-cloro-1-(2,4-dicloro-fenil)etanol (rac-3) via acetilacio catalisada pela lipase de
Candida antarctica imobilizada em Immobead 150 recombinada com Aspergillus Oryzae

(CAL-A)

Em um erlenmeyer de 5 mL, foi adicionado 10 mg (0,044 mmol) do rac-3 e 20
mg da CAL-A. O sistema foi vedado, evacuado e saturado com N, para garantir uma
atmosfera inerte. Em seguida, adicionou-se de 443,46 uL (0,1 mol L") de solvente orginico
previamente seco e 10 eq. (0,440 mmol) de doador de acila a mistura. A reacdo prosseguiu
por 24 horas a 40 °C sob agita¢do orbital. Ao término desse tempo, 0s compostos organicos
foram extraidos do meio reacional com AcOEt (3 x 1 mL) e o solvente foi evaporado a
pressdo reduzida. O produto bruto da reacdo foi dissolvido em 1 mL de AcOEt grau CLAE e
foi analisado por CG-DIC para o calculo de excesso enantiomérico do e.e.; ¢ do e.e., do
substrato remanescente e do produto.

Os solventes organicos empregados, separadamente, foram: acetonitrila,
ciclo-hexano, heptano, hexano, terc-butil metil éter, tetraidrofurano e tolueno. Os doadores de

acila empregados, separadamente, foram: AcOIP e acetato de vinila.

6.7 Reacoes de racemizacao

6.7.1 Reacdo de racemizacdo do R-3 com o catalisador de Shvo (cat-10)

Em um tubo Schlenk de 25 mL previamente flambado, foi dissolvido 4,7 mg do
catalisador de Shvo (cat-10) em 0,55 mL de tolueno seco, a 70 °C, sob fluxo continuo de N,.
Em seguida, adicionou-se 50 mg de R-3 e vedou-se o Schlenck com um septo. A reagdo foi
processada com agitacdo magnética por 24 h. Foram retiradas aliquotas da rea¢do nos tempos

de 0, 2, 6 e 24 h, cada aliquota foi diluida em até 1 mL e analisadas por CG-DIC.

6.7.2 Reacdo de racemizacio do R-3 com o catalisador de Shvo (cat-10) na presenca de

terc-butoxido de potdssio

Em um tubo Schlenk de 25 mL previamente flambado, foram adicionados 7,6 mg
do cat-1 e 1,4 mg da base terc-butdxido de potassio em 3,55 mL de tolueno seco, a 70 °C, sob
fluxo continuo de N,. Em seguida, adicionou-se 53 mg de R-3 ¢ a reagdo procedeu por 72 h
sob agitacdo magnética. As aliquotas da reacao foram retiradas nos tempos de 2, 4, 6, 24, 48 ¢

72 h e a analise foi realizada por CG-DIC.
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6.7.3 Reacao de racemizagdo do S-13 com

Clorocarbonil(1,2,3,4,5-pentametilciclopentadienil)ruténio (Il) (cat-11)

Em um tubo Schlenk de 10 mL previamente flambado, foram adicionados 7,83
mg (0,012 mmol) do cat-11 em 500 uL de tolueno seco, a temperatura ambiente, sob fluxo
continuo de N, ou Ar, em seguida adicionou-se 2,76 mg (0,024 mmol) da base terc-butdxido
de potassio. Apds seis minutos, adicionou-se 30 mg de $-13, o tubo Schlenk foi vedado e a
reacdo procedeu por 10 min sob agitacdo magnética. A aliquota da reacdo foi retirada ao

término da reagdo, o e.e. foi calculado por CG-DIC.

6.7.4 Reacao de racemizagdo do S-13 com

Clorodicarbonil(1-isopropilamino-2,3,4,5-tetrafenilciclopentadienil)ruténio(ll) (cat-12)

Em um tubo Schlenk de 10 mL previamente flambado, foram adicionados 6,08
mg (0,01 mmol) do cat-3 em 786 ulL de tolueno seco, a temperatura ambiente, sob fluxo
continuo de N,, em seguida adicionou-se 1,43 mg (0,013 mmol) da base ferc-butdxido de
potassio. Apos seis minutos, adicionou-se 30 mg de §-13, o tubo Schlenk foi vedado e a
reacdo procedeu por 30 min sob agitacdo magnética. A aliquota da reacdo foi retirada ao

término da reagdo, o e.e. foi calculado por CG-DIC.

6.7.5 Reacdo de racemizacido do (R)-2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etanol (R-3) com
Clorocarbonil(1,2,3,4,5-pentametilciclopentadienil)ruténio (Il) (cat-11)

Em um tubo Schlenk de 10 mL previamente flambado, foram adicionados 7,83
mg (0,00887 mmol) do cat-11 em 500 uL de tolueno seco, a temperatura ambiente, sob fluxo
continuo de N,, em seguida adicionou-se 1,99 mg (0,018 mmol) da base ferc-butdxido de
potassio. Apos seis minutos, adicionou-se 40 mg (0,177 mmol) de R-3, o tubo Schlenk foi
vedado e a reagdo procedeu por 2 h sob agitacdo magnética. A aliquota da reacgao foi retirada

ao término da reacdo, o e.e. foi calculado por CG-DIC.

6.7.6 Reacdo de racemizacido do (R)-2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etanol (R-3) com
Clorodicarbonil(1-isopropilamino-2,3,4,5-tetrafenilciclopentadienil)ruténio(ll) (cat-12)

Em um tubo Schlenk de 10 mL previamente flambado, foram adicionados 4,40
mg (0,00710 mmol) do cat-12 em 567 uL de tolueno seco, a temperatura ambiente, sob fluxo
continuo de N,, em seguida adicionou-se 1,03 mg (0,009 mmol) da base ferc-butdxido de

potassio. Apds seis minutos, adicionou-se 40 mg (0,177 mmol) de R-3, o tubo Schlenk foi
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vedado e a reagdo procedeu por 5 min sob agitacdo magnética. A aliquota da reagdo foi

retirada ao término da reagdo, o e.e. foi calculado por CG-DIC.

6.7.7 Reacgdo de racemizacdo do (R)-2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etanol (R-3) com Sulfato de
vanadila (cat-43)

Em um erlenmeyer de 5 mL, foi dissolvido 5 mg do substrato, 352 puL de solvente
(heptano, hexano, tolueno ou acetonitrila) e 8,20 mg de sulfato de vanadila (VOSO,.XH,O,
cat-43). Em seguida, a reagdo foi processada em um agitador orbital variando a temperatura
(40, 50, 60 ou 75 °C). Apods 24 h, foram retiradas aliquotas de 50 pL que foram diluidas a 1
mL e analisadas por CG-DIC.

6.8 Hidrolise enzimatica (S)-acetato de 2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etila (S-4)

A hidrolise enzimdtica de S-4 foi realizada utilizando a lipase Novozym 435®
seguindo a propor¢ao enzima:substrato de 0,5:1 (m:m) em tampdo fosfato de potdssio
dibasico e monobasico (0,1 mM, pH 7) . A reagdo ocorreu em uma mesa agitadora a 45 °C
por 24 h. Apos esse tempo, o meio reacional foi extraido com AcOEt (3 x 5 mL). As fases
organicas foram reunidas e tratadas com Na,SO, anidro, seguido de filtracdo e evaporagdo a
pressdo reduzida. Posteriormente, diluiu-se 1 mg do produto bruto em 1 ml de AcOEt grau

CLAE e analisou-se a amostra em CG-DIC.
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APENDICE A — Espectros de 'H e '*C ressonincia
Espectros de "H e *C do rac-1-feniletanol (rac-13):

'"H-NMR of rac-13 (CDCl,, 300 MHz) g OH
'H (CDCI3, 300 MHz): § (ppm) 1.53-1.54 (m, 3H,); 4,91-4,95 (m, € CB ]
1H,); 7.32-7.33 (m, 3H.y); 7.39-7.41 (m, 2Hy,). ; H

13C (CDCI3, 300 MHz): § (ppm) 25,18 (C,); 70,42 (C,); 125,44 9

(2Cyn); 127,5 (Cy); 128,53 (2C,,); 145,86 (C,).

Figura 1 - Espectro de RMN 'H (CDCls, 300 MHz) do rac-13
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Figura 2 - Espectro de *C RMN (CDCl,, 75 MHz) do rac-13
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Espectros de "H e *C do rac-acetato de 1-feniletila (rac-14):
'H-NMR of rac-14 (CDCl,, 300 MHz)

'H (CDCI3, 300 MHz): 5 (ppm) 1.58-1.59 (m, 3H,); 2.12 (s, 3H,);
5.91-5.94 (m, 1H,); 7.34 (m, 3H,); 7.40 (m, 2Hy).

13C (CDCI3, 300 MHz): § (ppm) 21,40 (Cy); 22,25 (C,); 72,37 (Cy):
126,13 (2C,); 127,91 (Cy); 128,54 (2C,); 141,71 (C.); 170,42 (C.).

Figura 3 - Espectro de RMN 'H (CDCl;, 300 MHz) do rac-14
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Figura 4 - Espectro de *C RMN (CDCl;, 75 MHz) do rac-14
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Espectros de "H e *C ressonincia do rac-2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etanol (rac-3):
'H-NMR of rac-3 (CDCL,, 300 MHz)

'H (CDCI3, 300 MHz): 5 (ppm) 2,5 (OH); 3,50-3,54 (dd, J= 11,8 Hz O

e 5,0 Hz, 1H,); 3,85-3,88 (dd, J= 8,3 Hz ¢ 2,0 Hz, 1Ha); 5,22-5,27 e e B> Cl
(dd, J=6,0 Hz e 2,7 Hz, 1Hb); 7,26-7,32 (dd, J= 10,1 Hz ¢ 2,3 Hz, ol f h

1Hg): 7,38 (d, J= 1,8 Hz, 1He); 7,57-7.58 (d, J= 8,0 Hz, 1Hh). 9

13C (CDCI3, 300 MHz): & (ppm) 49,4 (Ca); 70,5 (Cb); 127.8 (Ce); 128,7 (Cg); 129,5 (Ch);
132,7 (Cf); 134,8 (Cd); 136,1 (Cc).

Figura 5 — Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCI3) do composto rac-3
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Figura 6 - Espectro de *C RMN (CDCl,, 75 MHz) do rac-3

guez R
EEEEEE

749
T
7698
—_— 049

-
AT
<

—_— s

81




82

Espectros de "H e *C ressonincia do rac-acetato de 2-cloro-1-(2,4-diclorofenil)etila

(rac-4)

'"H-NMR of rac-4 (CDCl,, 300 MHz) j\
'H (CDCI3, 300 MHz): & (ppm) 2,17 (s, 3H,); 3,69-3,76 (dd, J=11,8 e . g 3
Hz e 4,9 Hz, 1H,); 3,81-3,87 (dd, J= 11,8 Hz ¢ 8,1 Hz, 1H,); ° b3

6,29-6,33 (dd, J= 10,6 Hz e 3,7 Hz, 1H,); 7,26-7,30 (dd, J= 10,5 Hze ¢ h

2,1 Hz, 1H)); 7,37-7,41 (d, J= 8,4 Hz, 1H)); 7,40 (d, J= 1,9 Hz, 1H,).
13C (CDCI3, 300 MHz): & (ppm) 21,0 (Cy); 45,2 (C,); 71,4 (C,); 127,7 (C,); 128,9 (Cy); 129.8
(C)); 133,2 (Cy); 133,7 (Cy); 135,3 (C.); 169,6 (C.).

Figura 7 - Espectro de RMN 'H (CDCl,, 300 MHz) do rac-4
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Figura 8 - Espectro de *C RMN (CDCl;, 75 MHz) do rac-4
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APENDICE B - Cromatogramas das Resolucdes Cinéticas e das racemizagoes

84

Figura 1 - Cromatogramas da RCE catalisada pela CAL-A em cicloexano usando

0 AcOVin por 24 h a 40 °C
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Figura 2 - Cromatograma da RCE catalisada pela CAL-A em MTBE usando o

AcOVin por 24 h a 40 °C
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Figura 3 - Cromatograma da RCE catalisada pela CAL-A em heptano usando o
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Figura 4 - Cromatograma da RCE catalisada pela CAL-A em hexano usando o

AcOVin por 24 h a 40 °C
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Figura 5 - Cromatograma da RCE catalisada pela CAL-A em acetonitrila
usando 0 AcOVin por 24 h a 40 °C
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Figura 6 - Cromatograma da RCE catalisada pela CAL-A em THF usando o
AcOVin por 24 h a 40 °C
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Figura 7 - Cromatograma da RCE catalisada pela CAL-A em tolueno
usando o AcOVin por 24 h a 40 °C
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Figura 8 - Cromatograma da RCE catalisada pela CAL-A em cicloexano usando

0 AcOIP por 24 h a 40 °C
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Figura 9 - Cromatograma da RCE catalisada pela CAL-A em heptano usando o
AcOIP por 24 ha 40 °C
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Figura 10 - Cromatograma da RCE catalisada pela CAL-A em hexano usando o

AcOIP por 24 h a 40 °C
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Figura 11 - Cromatograma da RCE catalisada pela CAL-A em acetonitrila
usando o AcOIP por 24 h a 40 °C
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Figura 12 - Cromatograma da RCE catalisada pela CAL-A em MTBE usando o
AcOIP por 24 h a 40 °C
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Figura 13 - Cromatograma da RCE catalisada pela CAL-A em THF usando o
AcOIP por 24 h a 40 °C
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Figura 14 - Cromatograma da RCE catalisada pela CAL-A em tolueno usando o

AcOIP por 24 ha 40 °C
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