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RESUMO ii

Neste trabalho foi desenvolvida uma metodologia de sintese estereosseletiva
do (2E, 4S)-6-metil-2-hepten-4-ol, ferombénio de agregacdo do Rhynchophorus
palmarum (L.) uma importante praga das plantagées de coqueiro bem como do (S)-
2-metil-4-octanol. O 2-metil-4-octanol é descrito como ferombnio de agregacao de
varias espeécies de coleopteros: curculionidae, entre eles o Sphenophorus levis,
Metamasius hemipterus sericeus e Rhabdocelus obscurus. A etapa chave na
sintese dos compostos em questao envolveu a resolugcdo enzimatica de um alcool
secundario com tripla ligagao terminal. Ressalta-se que a resolugdo enzimatica foi
efetuada em hexano anidro e com emprego de enzima imobilizada em resina
macroreticulada o que facilitou o processo de purificagdo. Os intermediarios quirais
foram obtidos em bons rendimentos quimicos e em excelentes excessos
enantioméricos.

A estereoquimica absoluta do 2-metil-4-octanol liberado pelos machos de
Metamasius hemipterus sericeus no Brasil sera determinada através de analise de

cromatografia gasosa em coluna quiral do produto sintético com o do extrato natural.
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ABSTRACT iv

In this work we have developed a methodology which allow the stereoselective
synthesis of (2E, 4S)-6-methyl-2-hepten-4-ol and (S)-2-methyl-4-octanol, aggregation
pheromones of important palm weevil trees, Rhynchophorum palmarum (L.) and

Metamasius hemipterus sericeus.

The key step of both synthesis is based upon an enzymatic resolution of an
acetylenic alcohol which lead to the synthesis of the chiral intermediates in good

chemical yield and excellent enantiomeric excess.

The enantioselective synthesis of (S)-2-methyl-4-octanol will permit the
determination of the absolute stereochemistry of the natural compound by chiral gas

chromatography analysis.
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.1 — Conceitos Gerais

A utilizacdo de enzimas isoladas na transformacéao de compostos organicos é
conhecida ha mais de cem anos, apesar deste potencial ter sido mais intensamente
explorado a partir da segunda metade da ultima década. Durante este periodo um
grande numero de reagdes catalisadas por enzimas foram desenvolvidas e
tornaram-se familiares aos quimicos organicos. Uma das principais contribui¢cdes
deste tipo de metodologia quimiométrica tem sido na obtengdo de compostos
enantiomericamente puros ou enriquecidos, geralmente intermediarios ou produtos
finais de rotas sintéticas estereocontroladas (Sih e Wu, 1989; Santaniello et al.,
1990; Theil, 1995; Stecher e Faber, 1997).

A tecnologia enzimatica € hoje uma das areas mais promissoras entre as
novas tecnologias para a sintese de compostos com alto valor agregado. Nos paises
desenvolvidos, os projetos nesta area sao considerados prioritarios e executados por
grupos de pesquisa com alto potencial de produ¢cado de conhecimento e geragao de
tecnologias de ponta. No Brasil, por outro lado, a tecnologia de produgdo e de
aplicacdo de enzimas em nivel industrial esta em poder de algumas companhias
internacionais, que ndo desenvolvem pesquisas no pais, limitando a participacédo do
Brasil como consumidor de tais produtos. Os altos custos envolvidos nos processos
de producéo e purificacdo de enzimas fazem com que poucos grupos de pesquisas

no pais sejam competitivos na area de tecnologia enzimatica.

.2 — Lipases

As enzimas sédo classificadas e codificadas pela NC-IUBMB (Nomenclature
Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology) de
acordo com a reacgao catalisada. A nomenclatura utiliza a abreviagdo E.C. (Enzyme
Comission) seguida de até 4 digitos referentes a classe e subclasses a que pertence
a enzima.

Entre as enzimas mais empregadas tanto em nivel industrial (industria

alimenticia, de cosméticos e perfumes, biomédica, pesticidas, detergentes, entre
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outras) como académico, encontram-se as lipases (Pandey et al., 1999). lipase é o
nome genérico para um grupo de enzimas pertencentes a classe das hidrolases
(E.C.3.1) e que atuam sobre ligacoes éster (E.C. 3.1.1). Sdo capazes de catalisar
nao apenas reagdes de hidrolise, mas também de sintese em meios aquo-restritos,
como reacgdes de esterificacdo, interesterificacdo, transesterificacdo, alcodlise e
amindlise, e por atuar sobre substratos ndo naturais (Jaeger e Eggert, 2002).

As esterases (E.C. 3.1.1.1) que muitas vezes sao dificeis de diferenciar das
lipases, sao carboxil éster hidrolases amplamente distribuidas na natureza, pois
atuam essencialmente catalisando a hidrolise de ésteres. Porém, sua atividade
enzimatica esta restrita a hidrolise de ligagdes ésteres em substratos solluveis em
agua (Alvarez-Macarie et al., 1999).

O problema da diferenciagdao entre lipases (E.C.3.1.1.3) e esterases
(E.C.3.1.1.1) foi estudado por varios autores e ainda existem controvérsias. Em
1958, Sarda e Desnuelle propuseram definir as lipases a partir de sua caracteristica
cinética: a propriedade de ativagdo na presencga de substratos pouco soluveis em
agua e emulsionados, ou seja, na presenga de uma interface lipideo/agua. Segundo
estes autores, as lipases seriam ativadas na presenca de ésteres emulsionados,
enquanto as esterases nao apresentariam esta ativagcdo, exercendo sua funcgao
hidrolitica sobre substratos soluveis em agua. A determinacdo da estrutura
tridimensional das lipases de Rhizomucor michei (Brady et al., 1990), Geotrichum
candidum (Schrag et al., 1991) e da lipase pancreatica humana (Winkler et al.,
1990), propiciou uma explicacdo para o fendmeno da ativagéo interfacial: o sitio
ativo destas enzimas apresentava recoberto por uma “tampa” hidrofébica ou lid, que
ao interagir com a interface lipideo/agua sofreria uma mudanga conformacional,
expondo o sitio ativo. A presenga da “tampa” na estrutura da enzima e a propriedade
de ativagao interfacial passaram a ser fatores determinantes para a caracterizagao
de lipases.

Entretanto, mais recentemente foi observado que a presenca da “tampa” nao
esta necessariamente correlacionada com a ativacao interfacial, tendo sido descritas
lipases, como a de Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia glumae e Céandida
antartica B que apresentam a lid em suas estruturas, mas nao sofrem ativagéo

interfacial (Jaeger e Reetz, 1998). Por outro lado, as cutinases, enzimas
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consideradas lipases “verdadeiras”, nao apresentam a /id e ndo precisam da
interface para exercer sua atividade hidrolitica (Cygler e Schrag, 1997). Além disso,
a ocorréncia ou nao da ativacao interfacial pode ser influenciada pelas condi¢des
experimentais e pelos substratos utilizados (Ferrato et al., 1997).

As lipases tém sido definidas nos trabalhos mais recentes, simplesmente
como carboxilesterases que hidrolisam acilglicerdis de cadeia longa, ou seja, com
cadeia acila com mais de 10 atomos de carbono. Enzimas que apresentam a
capacidade de hidrolisar apenas acilglicerois de cadeia com menos de 10 carbonos
sdo tidas genericamente como esterases (Jaeger et al., 1999; Ferrato et al., 1997,
Verger, 1997; Jaeger et al., 1994).

A diferenciacdo entre lipases e esterases também tem sido feita pela
diferenca de especificidade preferencial das duas enzimas. Os substratos naturais
para lipases sé&o 6leos e gorduras contendo triacilglicerdis constituidos de acidos
graxos de cadeia longa, ou seja, ligagdes éster triplices, enquanto esterases atuam
sobre ligagdes éster unicas, liberando acidos graxos de baixa massa molar (Bier,
1955; Brockman, 1984). Deve-se enfatizar, entretanto, que a maioria das lipases
pode hidrolisar os substratos de esterases, enquanto o inverso ndo é verdadeiro
(Jaeger et al., 1999).

1.3 - Fontes de obtengao

Entre as lipases de vegetais, animais e microbianas, estas ultimas sédo as
mais utilizadas por sua facilidade de producdo e abundancia de microrganismos
capazes de sintetiza-las. As fontes fungicas tém sido preferencialmente utilizadas,
nao devido as suas melhores caracteristicas em relacao as lipases bacterianas, mas
sim porque na sua grande maioria ndo sao nocivas a saude humana (Jaeger et al.,
1994).

Fungos de diversos géneros demonstraram ser bons produtores de lipases e
as suas enzimas tém sido estudadas sob o ponto de vista académico e industrial,
como lipases de Aspergillus niger, Asperqillus oryzae, Mucor javanicus, Rhizopus

niveus, Rhizopus oryzae, Penicillium camembertii, Penicillium roqueforti e da
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levedura Candida rugosa que estdo sendo comercializadas pela Amano (Amano
Europe Enzyme Ltda., UK) para processamento de 6leos, gorduras e queijos, para a
determinacao de triglicerideos, como aditivo em preparagdes digestivas e para
sintese quiral.

Dentre as bactérias produtoras de lipases estdo disponiveis comercialmente
as enzimas de Pseudomonas sp., Pseudomonas fluorescens e Bulkholderia cepacia,
que vém sendo empregadas na sintese de compostos quirais e as lipases
Burkholderia sp. e Arthrobacter sp., utilizadas na determinacdo diagndstica de
triacilglicerdis. O rapido crescimento celular, em relagdo aos fungos, se constitui em
uma das vantagens das fontes bacterianas como produtoras destas enzimas (Jaeger
et al., 1999).

.4 - Resolugao de racematos através de lipases

Existem duas metodologias biossintéticas que podem ser empregadas na
resolucdo de compostos racémicos através de lipases e outras hidrolases. Por
exemplo, conforme o esquema apresentado abaixo, o alcool ROH* e o acetato
ROAc*, opticamente enriquecidos, podem ser obtidos através de transesterificagao
enzimatica entre ROH racémico e acetato de vinila, seguida de hidrdlise quimica ou,

alternativamente, através de esterificagdo quimica seguida de hidrolise enzimatica.

O
R-OH Enzima > R*OH + R*OAc + *{
(racémico) /\OAC (quirais) H
Solvente orgéanico
l Cromatografia
Acetilacao
Quimica
o R'OH e R'OAc)
Enzimatica
Y
ROAc _ Enzima , R'OH + R*OAc Extragéo , 'R'OH e R'OAc
(racémico) H,0, tampao (quirais) _Cromatografia '

FIGURA 1: Alternativas biossintéticas que podem ser empregadas na resolugao

enantiomérica de um alcool racémico através de hidrolases.
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Em ambos os casos, a resolucdo enantiomérica € realizada na etapa

biocatalitica. Dependendo da enzima, substrato e condicbes experimentais

utilizadas, podem ser obtidos diferentes enantibmeros de ROH* e ROAc* através do
emprego das duas técnicas.

Na figura 2 abaixo é mostrado o mecanismo geral para reagéo de

transesterificagdo de um alcool catalisada por uma lipase de Humicula lanuginosa.

& .
—~o L P

Serl 46 H
. h
. SN
MM
RI{'JO/-\\“\\'-.‘ / HN'*-,\_E ; r%
dster Leul47 HO ol
vinilicy cn
I
o145 OH %mﬁfﬁbém
encima native mlu‘mcdlﬁrm

enzima act adx

i) QRE
Ro0-CR, Ser]dﬁf_O\;- R, A‘:’“

produto substrato

FIGURA 2: Representagdo esquematica do mecanismo de uma reagdo de
transesterificagdo entre um alcool e um éster vinilico catalisada por uma

lipase de Humicula lanuginosa. (Baseado em Holmquist et al., 1995).

Dois estados de transicdo diferentes estdo envolvidos no rearranjo de

ligagcbes que ocorre durante o processo catalitico. O primeiro estado de transi¢ao (l)
€ gerado durante a transformacgéo do complexo de Michaelis-Menten entre a enzima

e o doador acila (éster vinilico) em uma espécie intermediaria denominada enzima
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acilada. Normalmente, sdo empregados ésteres vinilicos como doadores acila.
Nestes casos, o enol formado apds acilacdo do residuo reativo da triade catalitica é
rapidamente transformado em seu tautdmero (acetaldeido), que € mais estavel e
volatil. Esta estratégia desloca o equilibrio da reacdo na dire¢do dos produtos por
impedir uma possivel competicao nucleofilica entre o alcool formado nesta etapa e o
substrato.

Reacdes de transesterificagdo realizadas com excesso de doador acila (éster
vinilico) e em solventes organicos anidros sao irreversiveis. O segundo estado de
transicdo (Il) mostrado na figura 2, ocorre quando a espécie intermediaria enzima-
acilada é clivada pelo alcool R,OH, formando um éster como produto. Nos estados
de transicao (l) e (Il), a carga negativa gerada sobre o oxigénio apdés o ataque
nucleofilico, é estabilizada através de ligagdes de hidrogénio pelos residuos Ser® e
Leu™’, que formam o bolsdo do oxianion na lipase de Humicula lanuginosa (Lawson
et al., 1994).

As lipases sdo especialmente estaveis em solventes organicos (Klibanov,
1989; Zaks e Klibanov, 1988). A facilidade com que estas enzimas aceitam uma
variedade de substratos ndo naturais e de tamanhos diversos, sugere que a espinha
dorsal polipeptidica é flexivel e pode adotar diferentes conformagdes. Como
consequéncia, a baixa barreira de energia que €& necessaria para que ocorram
mudancas conformacionais dificulta a modelagem e a previsdo das interagdes
estereoquimicas para este grupo de biocatalisadores (Sih e Chen, 1989). Outra
caracteristica das lipases é de que as esterificagdes por elas catalisadas em
solventes orgéanicos sao frequentemente mais enantiosseletivas que as reagodes
hidroliticas correspondentes em agua (Chen, et al., 1987; Yamamoto et al., 1988;
Bianchi et al., 1988).

O fato de enzimas manterem atividade catalitica em solventes organicos néo
possui explicagado simples. A hipotese correntemente aceita é de que, quando a
enzima €& colocada em um solvente organico anidro, esta é cineticamente
‘congelada” no estado nativo. Isto ocorre em parte devido a baixa constante
dielétrica do meio, que produz uma maior efetividade nas forgas eletrostaticas
responsaveis pela manutencdo da estrutura enzimatica. (Zaks e Klibanov, 1988;
Secundo et al., 1992).
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Uma maior compreensao sobre os mecanismos de acao de lipases foi obtida
a partir da resolugcado da estrutura cristalina de varias destas enzimas como a da
pancreatica humana (Winkler et al., 1990), do cavalo (Bourne et al., 1994), do porco
(Hermoso et al., 1996); além de lipases fungicas de Rhizomucor miechei (Brady et
al., 1990), Geotrichum candidum (Schrag e Cygler, 1993), Humicula lanuginosa
(Derewenda et al., 1994), Penicillium camerbertii (Derewenda et al., 1994), Rhizopus
delemar (Derewenda et al., 1994), Candida rugosa (Grochulski et al., 1993), Candida
antarctica (Uppenberg et al., 1994) e de lipases bacterianas de Pseudomonas
glumae (Noble et al., 1993), Chromobacterium viscosum (Lang e Schomburg, 1996)

e Pseudomonas cepacea (Kim et al., 1997).

.5 - Aspectos fisico-quimicos sobre a influéncia do solvente na

enantiosseletividade de uma biotransformacgao.

Em uma biotransformacao os substratos e os estados de transicdo gerados
durante o processo catalitico deverdo ser ligados por interagbes multiplas nao-
covalentes com a superficie da enzima. Como consequéncia, a forca de todas estas
interagcbes sera fortemente dependente da distancia e dos angulos de interagdo da
enzima com o substrato, resultando na formacao de um sitio de ligagcao altamente
seletivo. A discriminagao entre dois enantibmeros é realizada pela enzima através de
um sitio catalitico, contendo trés pontos de ligagcdo com o substrato, onde sera
gerado um intermediario tetraédrico, como ilustrado na figura 3. Qualquer
impedimento estérico devido a arquitetura ou conformacao da estrutura enzimatica
podera auxiliar a enzima a diferenciar estruturas semelhantes durante o processo de

interagdo com o substrato.
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cavidade de ligagio 1
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His 449
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figagdo ci:;-d';'mf

FIGURA 3: Representacdo esquematica de um possivel complexo tetraédrico
enzima-substrato para uma reacdo de hidrolise de um éster ou
transesterificacdo de um alcool catalisada por uma lipase de Candida
rugosa. (Baseado em Cygler et al., 1997).

A resolugao cinética de um alcool ou éster por lipase envolve a formacgao e
colapso de diferentes pares de intermediarios diastereoisoméricos enzima-substrato,
relacionados aos dois enantidmeros. Assim, o estado de transicdo que determinara a
enantiosseletividade de uma enzima ocorre durante a formacdo ou colapso do
primeiro intermediario formado na etapa lenta. Para os casos onde a condi¢cao de
irreversibilidade é obedecida, a enantiosseletividade da biotransformacao dependera
somente da diferenca de energia (AAG*) entre os estados de transigdo dos
complexos ativados Enz-S e Enz-S” (Lazlé e Novak, 1992), conforme a relagdo de

energia livre estabelecida na figura 4.

Y :-_i " \ ... Jl,.ll__l‘_'
s Ve
HFm—h':
Coordenada de Resgiio

FIGURA 4: Diagrama de energia livre para um processo hipotético enantiosseletivo

(Baseado em Lazl6 e Novak, 1992).
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Em seu ambiente natural as lipases sédo ativadas por uma interface lipideo-
agua onde a fase apolar é formada pelos proprios substratos (Sarda e Desnuelle,
1958; Desnuelle, 1972; Pieterson et al., 1974). Em geral, o0 aumento da atividade de
uma lipase esta associado ao aumento da area da interface (ou concentragcdo do
substrato na interface) (Verger et al., 1973; Bernard et al., 1996). O mecanismo de
catalise enzimatica em solventes organicos, onde a enzima permanece pouco

soluvel, obedece um modelo de catélise interfacial, mostrado na figura 5.

Enz*S' <2 w Engt+P
IL¥ -4 Whi

ki3
* ﬁm*ski’i‘ir Enz*+P

kJL kg

Enz

FIGURA 5: Modelo de mecanismo para catalise interfacial enzimatica.

Este modelo representa a acdo da enzima sobre dois enantibmeros
competidores S e S e assume que a etapa catalitica é irreversivel. Desde que as
propriedades ativas de superficies dos dois enantidbmeros sao idénticas, a razao
K¢/Kq € constante e independe das concentragdes relativas dos enantibmeros na
interface. Como consequéncia, a etapa onde a enzima penetra na interface
adquirindo uma nova conformacao Enz* ndo participa do processo de discriminagao
do biocatalisador pelo enantibmero. Assim, a enantiosseletividade de uma
bioconverséao irreversivel em solventes organicos anidros obedecera um processo

homocompetitivo classico, descrito pela equagéo 1.

In(S1IS,]) _ . (Ko /K,)s
In((S'1/[S,D) (K. /K,)s'

(Equacao 1)

cat'
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Na equagédo 1 kq/Ky representa a constante de velocidade aparente de
segunda ordem para a reagdo entre uma enzima e um substrato em uma
concentracao infinitamente pequena; ket € @ constante catalitica, K, € a constante
de Michaelis e E € a razdo enantiomérica (Sih et al., 1982), um parametro
quantitativo da enantiosseletividade do sistema. Embora a qualidade do produto da
resolugcdo de um racemato seja caracterizada pelo excesso enantiomérico, a razao
enantiomérica E € um parametro muito importante. Um valor elevado de E para um
dado par enzima-substrato € essencial para o sucesso de uma resolugao cinética, ja
que isto assegura ndo apenas um excesso enantiomérico elevado, mas também um
rendimento proporcionalmente alto (Sih et al., 1982). Para propdsitos praticos, um
valor de E abaixo de 10 para qualquer biotransformagao torna-a inviavel como um
processo enantiosseletivo. Por outro lado, este pode ser considerado bom se estiver
situado entre 10 a 30 e, acima disto, excelente. Os valores de E > 200 ndo podem
ser precisamente atribuidos como consequéncia das incertezas intrinsecas aos
métodos analiticos de determinagdo do excesso enantiomérico [por exemplo:
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) ou Cromatografia Gasosa (CG)].

Dependendo do tipo de estudo realizado, a enantiosseletividade de
biocatalisadores tém sido também expressa através da razdo entre as velocidades
iniciais, ns/ng, ou razdo entre as constantes de especificidade,
In(SVIS,D) _ (Ko / K,)s
In([S']/[S,]) (K../K,)s'

, para os dois enantibmeros competidores. A relagao

cat'
entre os termos cinético, termodindmico e a enantiosseletividade E de uma

biotransformacgao é dada pela equacao abaixo.

AAG™
_ (Ko /K, )s _ o AT (Equacao 2)
(Kcat /Km )S”

Para a energia de ligacdo enzima-substrato (Enz-S e Enz-S’, na figura 3) ha a
contribuicdo de varios componentes. No caso de reagdes enantiosseletivas
irreversiveis, a magnitude de AAG”, que sera a medida da discriminagdo da enzima

pelos enantibmeros, deve possuir um componente espacial e outro eletronico,
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relacionados exclusivamente a enzima, ja que durante o estado de transigcdo o
substrato € removido do solvente. Portanto, as enzimas que possuem barreiras
energéticas baixas para transi¢gdes conformacionais, isto é, enzimas que possuem
um comportamento do tipo encaixe induzido (induced-fit) (Herschlag, 1987), como as
lipases, devem sofrer alteracdes no seu perfil enantiosseletivo em solventes com
caracteristicas fisico-quimicas diferentes, ja que a capacidade de mobilidade
conformacional e a conformacao desta deverao experimentar variagdes. As enzimas
que possuem conformagdes mais rigidas (isto €, barreiras de energia elevadas para
a quebra das ligagdbes nado-covalentes), n&o devem passar por grandes
transformacdes conformacionais ao adotarem a conformagao catalitica ativa. Estas
enzimas, que nao seguem um modelo do tipo encaixe induzido (non induced fit),
devem sofrer um grau menor de influéncia do solvente no seu potencial

enantiosseletivo.

1.5.1 - Efeito do solvente na enantiosseletividade de lipases

O efeito do solvente sobre a enantiosseletividade de lipases vem sendo
objeto de estudo de varios grupos de pesquisa. O solvente pode alterar a
especificidade, quimiosseletividade, regiosseletividade, seletividade proquiral e
enantiosseletividade das lipases e outras hidrolases. Varios modelos foram
propostos para explicar a mudanga da seletividade destas enzimas em funcéo do
solvente, os quais foram baseados na alteragdo da flexibilidade conformacional do
sitio ativo, na particdo de grupos funcionais do substrato ou de moléculas de
solvente para fora ou para dentro das cavidades do sitio ativo, e na estrutura do
solvente.

Dependendo do substrato, estudos revelaram comportamentos diferentes
para a mesma enzima, sugerindo a existéncia de mais de uma possibilidade de
ligacdo do substrato com a superficie da enzima. O evento primario da atividade
catalitica das lipases é a ativacao interfacial. Existem varias indicacbes de que a
competéncia catalitica destas enzimas €& governada principalmente pela interagéo

entre a tampa do sitio ativo e o meio. Observou-se também que arranjos
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conformacionais que ocorrem durante a reorganizagdo da tampa causam mudancgas
estruturais em setores da proteina responsaveis pela ligagdo do substrato e
estabilizacao dos estados de transicdo dos intermediarios de reacgao.

Estes indicativos sugerem forte influéncia da tampa na cavidade de
discriminacdo da enzima por diferentes substratos. A dindmica destas interacdes
ainda nao foi esclarecida. O fato de que o tipo de reorganizagdo molecular, que
ocorre devido ao movimento da tampa, varia conforme a lipase, é sugestivo de que o
solvente afeta estas enzimas segundo um mecanismo particular para cada uma
delas.

A magnitude do efeito do solvente sobre a enaniosseletividade das lipases
pode ser ilustrada em um trabalho que envolveu a transesterificacdo entre 1-(2-
furfuril)-etanol (1) e acetato de vinila, catalisada pela lipase do pancreas do porco
(PPL) e pela lipozima IM, uma lipase de Rizhomucor miechi imobilizada conforme

mostrado no esquema 1 (Kaminska, et al., 1996).

Lipases: PPL e
[\ tpommam, [ N[
Acetato de vinila 0O , )
OH solventes orgéanicos 1-S 6H 9.R OAc

Esquema 1: Reacdo de transesterificacdo do 1-(2-furfuril)-etanol catalisada pela

lipase do pancreas do porco (PPL) e Lipozima IM.

Os resultados obtidos, ilustrados na tabela abaixo, mostram que nas reagdes
em que se empregou a PPL como biocatalisador, dentre os 8 solventes utilizados, a
enantiosseletividade (E) para a reagao variou entre 5, quando a reagao foi conduzida

em cicloexano, a 266, para a reacao que foi conduzida em THF.
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Tabela 1: Influéncia do solvente na enantiosseletividade da reacdo de
transesterificagdo entre 1-(2-furfuril)-etanol e acetato de vinila catalisada

pela lipase do pancreas do porco (PPL) e pela lipozima IM (Kaminska et

al., 1996).
Lipozima IM PPL
[%] ee [%] ee [%] ee [%] ee

E 1-S 2-R Solvente 1-S 2-R E
83 46 96 THF 30 >99 266
82 59 96 Hexano 8 70 86
57 79 92 Cicloexano 6 66 5
50 71 92 Tolueno 18 94 39
94 22 97 CH.Cl> 8 >99 214
106 48 97 CHCI3 12 >99 225
64 >99 87 CCly 14 >99 227
70 92 90 Benzeno - - -
83 35 97 Dioxano 26 >99 258
69 71 94 Iso-octano - - -

Quando a mesma reacao foi catalisada pela lipozima IM, dentre os 10
solventes utilizados a enantiosseletividade E variou entre 50, em tolueno, a 106, em
cloroférmio. Estes resultados mostram que houve uma forte dependéncia da
enantiosseletividade das enzimas em funcdo do solvente utilizado. Além disso
verificou-se que as lipases apresentaram comportamentos distintos, sendo que a

PPL foi consideravelmente mais influenciada pela variacdo do solvente.

1.5.2 - Variagao conformacional induzida por solvente

O primeiro estudo dindmico de sitio ativo, elaborado com a finalidade de
racionalizar o efeito das caracteristicas fisico-quimicas do solvente e da estrutura do
substrato sobre a enantiosseletividade de reagdes catalisadas por lipases em

solventes ndo aquosos, foi proposto em 1991 por Fitzpatrick e Klibanov conforme
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esquema 2. Neste trabalho procurou-se estabelecer um modelo que permitisse
prever a enantiosseletividade da subtilisina, uma serino-proteinase de Bacillus
licheniformis, em fungao do solvente na reagao de transesterificacdo entre o alcool

1-feniletanol (3) e butirato de vinila (Figura 6).

OH Q CH NN
}\ N | Subtilisina - N O

Ph ">~ .  Butiratodevinila = pp >~ *

Ph

Solvente orgéanica

3 3-R 4-S
Esquema 2: Reagao de butirilacdo enzimatica do 1-feniletanol (3).

Neste estudo observou-se uma correlacdo entre o aumento da
enantiosseletividade da subtilisina e a diminuicdo do momento de dipolo e da

constante dielétrica dos solventes empregados (Tabela 2).

TABELA 2: Enantiosseletividade da subtilisina na reagao de transesterificagao de 3

em varios solventes organicos. 2 Enantidmero R; ? enantiémero S.

Keatl/Kn, M min”’ Enantiosseletividade

Solvente s? R’ (Kcat/Km)s/Kcat/Km)r
1,4-dioxano 170 2,8 61
Benzeno 13 0,24 54
Trietilamina 330 6,9 48
THF 230 5,8 40
Piridina 43 1,4 31
DMF 1,4 0,16 9
Nitrometano 16 3,3 5
n-metil-acetamida 1,3 0,38 3
Acetonitrila 48 16 3
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Este resultado foi interpretado com base no efeito do solvente sobre a

mobilidade conformacional da proteina, segundo o modelo de sitio ativo apresentado

na figura 6
Mode Produtivo Modoe Niio Produtive
Enantidmero & Enantidmero R
\ SET‘UL\
H H

cavidade
maior

FIGURA 6: Representacdo esquematica para os modos de ligagdo dos
enantidmeros R e S do alcool sec-feniletanol (3) e o sitio da subtilisina
acilado (Fitzpatrick e Klibanov, 1991).

Neste modelo o enantibmero S do substrato € ligado a enzima segundo uma
geometria denominada “modo produtivo”, onde o grupo fenila, mais volumoso, ocupa
a cavidade maior e o grupo metila a cavidade menor. Ja o enantidbmero R necessita,
para reagir, ocupar o sitio de ligagao conforme um “modo nao produtivo”, isto €, com
o grupo fenila ocupando a cavidade menor e o metila a maior. A eficiéncia
enantiosseletiva de processos como o descrito depende da rigidez do sitio ativo.
Quando a flexibilidade da proteina aumenta, devido ao aumento da constante
dielétrica do solvente, o impedimento estérico exerce menor influéncia, permitindo
um aumento na reatividade do enantidmero R, com consequente diminuicdo da
estereosseletividade. O suposto modo de ligacédo do 1-feniletanol no sitio ativo da
subtilisina foi posteriormente também previsto por estudos de modelagem molecular
(Fitzpatrick e Klibanov, 1992).
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1.5.3 - Hidrofobicidade do solvente

De uma maneira geral o efeito da hidrofobicidade do solvente sobre a
enantiosseletividade de biotransformacdes tem sido analisado em termos de
particdo, ou das moléculas de agua presentes nas cavidades do sitio ativo (Sakurai
et al., 1988), ou dos grupos funcionais do substrato (Tawaki e Klibanov, 1992). Foi
observado uma correlagao linear entre a diferenca de energia livre de ativagéo
(AAG”) para a reagdo de transesterificagdo entre o éster N-acetil-2-cloroetilalanina
(6) e propanol, catalisada pela subtilisina em 13 solventes orgénicos, e o logaritmo
do coeficiente de particdo em agua-octanol destes (log P) conforme esquema 3
(Sakurai et al., 1988). Para este sistema, foi verificada uma relagdo inversa entre o
valor de AAG” e, conseqlientemente, da enantiosseletividade, e a hidrofobicidade
dos solventes empregados, expressa em valores de log P conforme resultados

expressos na tabela 3.

(0] O
oH _Subtilisina +
o Sa o “solvente . o ¢ O/v
organico H
NHAc NHAc NHAc
6 7-R

Esquema 3: Reacgéao de transesterificagao entre o éster N-acetil-2-cloroetilalanina (6)

e propanol, catalisada pela subtilisina.

Esta dependéncia foi interpretada como sendo derivada da maior dificuldade
encontrada no deslocamento de moléculas de agua, presentes na cavidade
hidrofoba do sitio de ligagdo da enzima, em solventes hidréfobos durante o processo
de ligacédo enzima-substrato, ou seja, aumento de entropia. A for¢a condutora deste
processo surge do deslocamento das moléculas de agua que estao presentes dentro
da cavidade hidréfoba do sitio de ligagado da enzima, tendo como consequéncia um
processo termodinamicamente menos favorecido quando efetuado em solventes
hidrofilicos. O enantidmero menos reativo precisa, para reagir, estar ligado ao sitio
ativo de uma maneira mais energética, consequentemente ele devera deslocar

menos moléculas de agua que o enantibmero que reage mais rapidamente,
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resultando numa maior diminuicdo da reatividade deste ultimo enantidmero com
consequente diminuicdo da estereosseletividade da reagéao.

Dependendo das caracteristicas estruturais e dos grupos funcionais ligados
ao estereocentro, este tipo de fendmeno pode estar associado aos efeitos de
particdo dos grupos funcionais do préprio substrato (Tawaki e Klibanov, 1992). Na
reacao de transesterificacdo entre N —acetil-2-cloroetilfenilalanina (8) e propanol,
catalisada por Aspergillus oryzae (Esquema 4), observou-se uma reversao completa
da enantiosseletividade da enzima, induzida a partir da mudanga do solvente
(Tawaki e Klibanov, 1992).

P oo v A~
MNHAc
8
Aspergillus oryzae
Solvente Orginico
0
Pr/\iJ\o/\u 0
NHAc NHA¢
3-R 8.5
+ on +
pr/\rﬁ\QN Ph/\.j\GN
NHAc NHA¢
9-5 9-R

Esquema 4: Reacao de transesterificagcao entre N —acetil-2-cloroetilfenilalanina (8) e

propanol, catalisada por Aspergillus oryzae.

Conforme ilustrado na tabela 3, enquanto em solventes hidrofilicos, como

acetonitrila e DMF, o enantibmero S de (8) € mais reativo, uma inversdo na
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reatividade é constatada quando se trabalha em solventes hidréfobos como tolueno

e tetracloreto de carbono.

Tabela 03: Enantiosseletividade da subtilisina da Calrsberg na reacdo de
transesterificagdo de 8 em varios solventes organicos. *Enantidmero R;

benantidmero S.

Velocidade inicial v
pMh™ Enantiosseletividade

(mg de proteina)™

Solvente s? R vshvr
Acetonitrila 0,85 0,12 7,1
DMF 0,017 0,003 57
Piridina 0,65 0,15 4,3
terc-Butanol 1,4 0,83 1,7
Dioxano 0,70 0,55 1,3
Acetona 0,54 0,41 1,3
THF 1,2 0,93 1,3
Cicloexanona 0,46 0,41 1,1
Diclorometano 0,29 0,33 0,88
3-Octanona 0,16 0,22 0,73
Nitrobenzeno 0,57 0,95 0,60
Acetato de terc-butila 1,4 3,2 0,44
Trietilamina 2,7 8,0 0,34
MTBE 2,2 6,4 0,34
Cicloexano 3,2 12 0,27
Tolueno 0,82 3,2 0,26
Octano 2,9 12 0,24
Tetraclorometano 1,4 8,9 0,19

Este efeito foi racionalizado segundo um modelo de afinidade entre os grupos
do substrato e solvente (Figura 7). Neste, o “modo produtivo” de ligacéo representa a

situagdo onde o grupo hidroxila do residuo serina (Ser) da triade catalitica esta em
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posicdo adequada para o ataque nucleofilico sobre o carbono carbonilico de (8).
Conforme aumenta a hidrofobicidade do solvente, a parte hidréfoba (grupo benzila)
de (8) sofre particdo para fora do sitio ativo. Este modo favorece a reatividade do
enantibmero R. Em solventes hidrofilicos, o grupo benzila é trocado por um grupo
menos lipofilico, sendo que a geometria que a molécula deve adotar neste caso

favorece a reatividade do enantibmero S.

Mode Produtivo Modo Nio Produtiva
Enantidmero
S { 3
CIEtOC 1
Ser-OH '\ _.ﬁ Ser-DH SeoRd
Enantidmero
R

FIGURA 7. Representacao esquematica dos modos de ligacdo dos enantibmeros R

e S de (8) ao sitio ativo de Aspergillus oryzae (Tawaki e Klibanov, 1992).

1.5.4 - Estrutura do solvente

Em trabalho sobre a influéncia da estrutura do solvente na reacao entre 1-

nitropropanol (10) e acetato de vinila, catalisada por Pseudomonas sp. Esquema 5,
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foi estabelecido um critério empirico para a escolha adequada do solvente em
reacdes catalisadas por lipases, segundo o qual solventes ciclicos seriam mais
adequados para que fossem alcangadas maiores enantiosseletividades (Nakamura
et al., 1991).

|
OH (0] OH O/\
)vNOZ + H Pseudomonas SP - )VNO +
o~ X solvente organico 2 NO,
10 (+)-10

(+)-11

Esquema 5: Reacado entre 1-nitropropanol (10) e acetato de vinila, catalisada por

Pseudomonas sp.

Em outro trabalho (Nakamura et al., 1995) estudou-se o efeito da estrutura da
molécula do solvente na reagao de esterificagdo entre o sulcatol (12) e acetato de

vinila, catalisada pela lipase de Pseudomonas sp. (Esquema 6).

OH
)M I - T
e + )k Pseudomonas SP__ :
o/\ solvente organico AN * XN
12

12-R 13-S

Esquema 6: Reacgdo de esterificagcdo entre o sulcatol (12) e acetato de vinila,

catalisada pela lipase de Pseudomonas sp.

Observou-se que o emprego de alcanos e éteres lineares como solventes
conduziu a biotransformagcao a enantiosseletividades maiores do que quando foram
empregados solventes ramificados. Da mesma forma, foi constatado que, em uma
série homologa de cicloalcanos, a enantiosseletividade do sistema diminui com o
aumento do numero de carbonos. Estes resultados foram explicados em funcédo da
maior facilidade de incorporagao das moléculas lineares, quando comparadas com
os derivados ramificados, ou com menor numero de carbonos, no caso de solventes

ciclicos, na cavidade menor do sitio ativo da lipase. O modelo apresentado na figura
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8 mostra que aqueles solventes que tém suas moléculas mais facilmente
incorporadas nas cavidades do sitio ativo, tendem a retardar mais a velocidade de
ligacao efetiva do enantidmero que reage mais lentamente, o qual precisa se ligar

segundo um “modo n&o produtivo”.

|
\Ser87-0/l\ \Ser87-

Enantiémero S Enantiémero R
Reagéo inibida Reag&o n&o inibida

Figura 8. Mecanismo de inibicdo enantiosseletiva para a reagdo de
transesterificagdo entre sulcatol (12) e acetato de vinila catalisada pela
lipase PS (Nakamura, et al., 1995).

1.6 - Emprego de lipases em sintese organica

As lipases estdo entre os biocatalisadores mais empregados em sintese
organica (Gotor, 1999; Theil 1995; Itoh et al. 1997; Schmid e Verger, 1998). Essa
classe de enzimas ¢é capaz de efetuar reagdes hidroliticas de maneira
enantiosseletiva, bem como catalisar a formacdo de uma ampla variedade de
compostos contendo as fungdes éster e amida (Andersch et al., 1997).

Dada a versatilidade das lipases e a alta enantiosseletividade apresentada
em resolugbes de tais classes de compostos organicos, tem crescido
substancialmente seu emprego na sintese de produtos naturais e de compostos
biologicamente ativos. Varios artigos de revisdo foram publicados dando énfase ao
emprego de lipases na sintese de produtos naturais quirais (Roberts, 1998; Roberts,
1999; Roberts, 1999; Roberts, 2000; Davis e Boyer, 2001).

1.6.1 - A enzima NOVOZYME 435
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Novozyme 435 é uma lipase do tipo CAL-B Céndida antarctica produzida por
fermentagcdo submergida de microorganismos aspergillus orizae geneticamente
modificada e adsorvida sobre resina acrilica macroporosa numa concentragéao de 3%
massa/massa.

Consiste de particulas com didmetro na escala de 0,3-0,9 mm, densidade
aproximada de 430 Kg/m® contendo 1-2% de agua massa/massa.

A atividade de sintese do éster pela enzima NOVOZYME 435 é expressa em
laurato de propila por grama (PLU/g) e descrita no catalogo como sendo 10.000
PLU/g.

A enzima é uma hidrolase triacilglicerol (E.C. no. 3.1.1.3.) e também uma carboxilase
efetiva.

A lipase é termoestavel e particularmente usada na sintese de ésteres e
amidas. NOVOZYME 435 tem um amplo substrato especifico, isto €, promove
reagdes entre uma grande escala de alcoois primarios e secundarios, bem como,
acidos carboxilicos.

Nos parametros de reacado a enzima tem atividade maxima na faixa de 70-80
°C, mas para melhor controle da reacdo recomenda-se trabalhar na faixa de 40-60
°C para 6tima produtividade.

Quanto ao risco que a enzima apresenta, ela € nociva a pele, olhos e
mucosas quando em contato prolongado e neste caso lavar com agua por um

periodo longo.
1.7 - SEMIOQUIMICOS

Até onde se conhece, os insetos estdo entre os seres que mais utilizam os
“‘odores” para desempenhar atividades durante sua existéncia, tendo esses um
papel determinante na localizagcdo de presas, na defesa e na agressividade, na
selecao de plantas hospedeiras, na escolha de locais para oviposi¢céo, na corte e no
acasalamento, na organizagdo das atividades sociais e em diversos outros
comportamentos (Vilela, et. al., 1986).

A comunicacdo quimica entre os insetos tem um papel determinante no

sucesso da espécie tendo em vista que muitos deles apresentam um ciclo de vida
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bastante curto. A comunicagao, segundo alguns autores, pode ser definida como um
processo no qual a informagdo é trocada entre organismos, com vantagens
mutuamente adaptativas (Klopfer e Hatch, 1968) ou, em alguns casos, estabelece-se
a comunicagdo sem que haja vantagem para um dos individuos envolvidos no
processo (Wilson, 1971). A comunicacdo pode ainda ser definida como a
transmissao de sinais entre dois ou mais organismos, favorecendo a seleg¢ao tanto
de produgao, quanto da recepgéo do sinal ou de sinais (Lewis e Gower, 1980). As
substancias quimicas envolvidas na comunicagdo entre 0s organismos sao
denominadas semioquimicos, que significam “sinais quimicos” (Nordlund e Lewis,
1980).

O termo semioquimico € amplo, ndo se referindo apenas as substancias
quimicas responsaveis pelo fornecimento de informagdes, como também as toxinas.
Assim utiliza-se o termo infoquimicos para enfatizar a diferenga entre esta categoria
de substancias quimicas, que transportam informacdes, e as toxinas e nutrientes
(Dicke. e Sabelis, 1988). O termo infoquimico pode ser definido, entdo, como uma
substancia quimica que, em seu contexto natural, fornece informacbées, em uma
interacao entre dois individuos, provocando, no receptor, um comportamento ou uma
resposta fisiolégica. Os infoquimicos classificam-se como uma subcategoria dos
semioquimicos e, com base no tipo de interacdo entre os individuos envolvidos no
processo de comunicagdo, se intraespecifica ou interespecifica, bem como na
relacdo custo/beneficio que cada organismo da interacdo pode ter, da-se a

classificagao desses, conforme tabela 04.

Tabela 04 — Representacao esquematica dos semioquimicos e suas subclasses.

SEMIOQUIMICOS

(infoquimicos + toxinas + nutrientes)

INFOQUIMICOS
Acéo intraespecifica Acéo interespecifica
FEROMONIOS ALELOQUIMICOS

ALOMONIOS | CAIROMONIOS | SINOMONIOS
(=) (- #); (+ %) (+-) (-+) (++)
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Os sinais entre parentesis ( ) referem-se ao custo beneficio na “comunicagao
quimica” entre os insetos emissores e receptores, respectivamente. O sinal (+) é
benéfico ao emissor ou receptor, ao passo que o sinal (-) nao contribui

significativamente para quem o emite (emissor), ou para quem o recebe (receptor).

1.7.1 - ALELOQUIMICOS

Os infoquimicos mediadores de interacdo entre dois individuos de espécies
diferentes (acdo interespecifica) sdo designados aleloquimicos. Estas substancias
quimicas exercem papel fundamental em todas as comunidades, estendendo-se,
muitas vezes, além de duas categorias troficas adjacentes, mediando interagcbes

entre trés ou mais niveis troficos (Price, et. al. 1988).

1.7.2 - FEROMONIOS

Os feromoénios sao definidos como infoquimicos envolvidos nos processos de
comunicacao estabelecidos entre individuos de uma mesma espécie e sao, espécie-
especificos. O termo surge da combinacdo das palavras gregas pherein, que
significa carregar e horman, estimular. Os ferombnios podem ser definidos, mais
abrangentemente, como infoquimicos mediadores de uma interagdo entre
organismos da mesma espécie (agao intraespecifica), produzindo uma resposta
comportamental ou fisiolégica adaptativa favoravel ao receptor, a0 emissor ou a
ambos o0s organismos envolvidos na interagdo. Os ferombnios podem ser
subdivididos de acordo com a fungao que apresentam no processo de comunicagao

sendo os mais comuns os que se seguem (Price, et al., 1988; Dicke, et al. 1992):

Feromonio sexual: empregados para aumentar a probabilidade de encontro entre
individuos de sexo diferente, facilitando o acasalamento. Sao normalmente
produzidos por apenas um dos sexos e sao bastante eficientes no processo de

atragao do sexo oposto.
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Feromoénio de trilha: sdo comuns nos insetos sociais e utilizados para retornar a
coldnia, empregado para indicar a fonte de alimento ou o novo sitio onde a colbnia
devera se estabelecer.

Feroménio de territério ou marcagao: delimita territérios, minimizando ou até
evitando encontros indesejaveis e agressivos.

Feroménio de alarme: transmite uma mensagem de perigo ou assinala a presenga
de um inimigo.

Feroménio de postura: auxilia as fémeas a localizarem um local adequado para
postura de ovos.

Feromonio de agregagao: tem como fungdo principal atrair um elevado numero de
individuos da mesma espécie, geralmente com o objetivo de indicar a presencga de
alimento.

A utilizagdo de ferombnios tem contribuido para o controle de pragas
agricolas e florestais, como parte da integracdo de métodos quimicos e biolégicos
(Greenway, et al., 1975). Feromdnios sexuais e de agregacado sao frequentemente
empregados devido a maior eficiéncia na captura dos insetos em campo. Tal
metodologia tem sido utilizada em momentos estratégicos procurando garantir a
producado de alimentos, dentro de certos limites, isenta de pragas e agrotoxicos.

Para se explorar, com sucesso, a potencialidade do emprego de feromdnios
como uma efetiva metodologia de controle de pragas da agricultura, se faz
necessario a determinagdo da mistura ou da substancia atraente para o inseto alvo,
o controle da pureza desta e as condigdes de sua aplicagdo no campo (Milar e Sims,
1998).

Devido a sua eficiéncia no processo de atracao, feroménios sexuais e de agregagao
estdo entre os mais empregados para o controle de insetos-pragas em nivel

mundial.

1.7.3 - Rhynchophorus palmarum (Coleoptera: Curculionidae)

Um exemplo de sucesso no emprego de semioquimico sintético para o

controle de pragas no Brasil € o uso do Rincoforol, (E)-6-metil-2-hepten-4-ol,
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feromonio de agregacao da broca-do-olho do coqueiro, Rhynchophorus palmarum L.
(Coleoptera: Curculionidae). Na ocasiao da determinacéao estrutural do feroménio foi
verificado que o inseto produz o esterecisbmero S, com pureza 6tica acima de 98%
(Oehlschlager, et al., 1992)

' on
=
(S)-(-)-Rhynchophorol

Figura 09: Estrutura do feroménio de agregagcéo do Rhynchophorus palmarum L.

O R. palmarum é uma praga importante das plantagcdes de coco (Cocus
nucifera) na Venezuela, México, Brasil e areas do Caribe (Hernandez, et al., 1992).

Esta cultura € uma das mais importantes no Norte e Nordeste brasileiro
(Moura, et al., 1990), e responde por aproximadamente 80 % da produg¢ao nacional.
R. palmarum pode ainda utilizar como planta hospedeira, ou fonte de alimento, a
cana-de-agucar (Saccharum officinarum), o dendezeiro (Elaeis guineensis), o
mamoeiro (Carica papaya), o abacaxizeiro (Ananas comosus), dentre outros,

levando a perdas e danos consideraveis as respectivas plantacdes.

Figura 10. Macho do R. palmarum, responsavel pela liberagcdo de feroménios de

agregacao (Baseado em Navarro et al., 2002).



| - INTRODUCAO 28

O inseto adulto (Figura 10) é um besouro de cor negra, cabega pequena e
alongada para a frente, de habito diurno e crepuscular. As larvas sao de coloragao
branca e se alimentam do meristema apical da planta, o que permite a instalagdo de
bactérias e outros microorganismos no interior desta, prejudicando, assim, o seu
desenvolvimento. R. palmarum é um inseto que apresenta metamorfose completa,
ou seja, 0 ovo origina a larva que passa para a fase de pupa e posteriormente atinge
a fase adulta. No estagio adulto, o macho, quando na planta hospedeira, libera o
feromobnio de agregacdo que atrai tanto machos como fémeas, geralmente para a
fonte de alimento. Uma vez que ambos 0s sexos encontram-se no mesmo ambiente,
ocorre também a copula. As fémeas fazem posturas em ferimentos recém abertos
na planta, reiniciando todo o ciclo de vida. Este inseto é o transmissor do nematdide
Bursaphelenchus cocophilus (Cobb) (Griffith, 1968), agente causador da doenca
conhecida como anel vermelho (Figura 11 A). Esta doenga é letal para o coqueiro e
outras palmeiras. A doenga no coqueiro pode ser detectada pelo amarelecimento
das folhas mais novas (Figura 11 B). Em estagios mais avangados, ocorre
apodrecimento do meristema apical e secagem da flecha, com a conseqliente morte

da planta (Hernandez et al., 1992).

(a)

Figura 11: Sintomas interno (a) e externo (b) da doenga do anel-vermelho

(Baseado em Navarro et al., 2002).
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O (z)-rincoforol em testes de campo tem demonstrado uma maior eficiéncia
na captura dos insetos, quando associado com pedagos de cana-de-agucar, estipe
do coqueiro ou frutos de abacaxi. Como exemplo deste efeito sinérgico, Rochat e
colaboradores (1991) obtiveram uma captura média de 3 insetos por armadilha
quando utilizaram somente pedacos de cana-de-agucar, ao passo que quando
combinaram a cana-de-agucar com o (t)-Rincoforol (2,5 mg), foram coletados de 20
a 30 insetos por armadilhas. A utilizacdo do feroménio isoladamente em campo, no
entanto, tem demonstrado pouca atratividade na captura dos insetos (Rochat, et al.,
1991).

1.7.4 — Sinteses do rincoforol

Varias sinteses racémicas do rincoforol encontram-se publicadas em literatura
(Oehlschlager, et al., 1992 e Navarro, et al., 2002). Em uma delas o ferombnio em
questao é preparado através da reagao do brometo de (E)-1-propenil magnésio com
o isovaleraldeido (Oehlschlager, et al., 1992).

OH
Br Mg, I,, THF o )\/&/\
"X~ (H;0),CHCH,CHO ) =
( +)-E-rincoforol

Esquema 07: Sintese do rincoforol seguida por Oehlschlager e colaboradores.

Uma outra sintese racémica envolve a reagdao de condensagao entre o
brometo de isobutilmagnésio com o crotonaldeido (Navarro, et al., 2002), gerando o
rincoforol em 86% de rendimento. Nesta metodologia ndo se controla a
estereoquimica da ligagdo dupla, uma vez que o crotonaldeido é comercializado
como uma mistura dos estereocisébmeros E e Z, prevalecendo o isdbmero geométrico
E.



| - INTRODUCAO 30

OH OH
Mg, I, THF )\/i/\ )\/i_/
Br >
)\/ (HC),CHCH,CHO = " —
86% ( +)-E-rincoforol ( + )-Z-rincoforol
majoritario minoritario

Esquema 08: Sintese do rincoforol seguida por Navarro e colaboradores.

Chan e colaboradores, 1976 prepararam o rincoforol através da reacdo do
propino, gas nao comercial. A sintese ¢é iniciada através do borbulhamento do gas
propino em uma solu¢ao de brometo de etil magnésio fazendo o produto desta reagir

com o isovaleraldeido, fornecendo o alcool acetilénico em 81%.

OH

— 1) EtMgBr, THF o
—  2)(H;C),CHCH,CHO ™

(£)(QA4) X

Esquema 09: Sintese do Intermediario (14) utilizada por Chan e colaboradores

A resolucado dos compostos racémicos € feita conforme ilustrada no esquema

10 abaixo.
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OH
o OR,
__ — 1)EMgBr.THF
— 2) (H;C),CHCH,CHO
N X
(+)14-81,5% 89,5% N
(8)-(-)ra-metilbenzilamina (R)-(+)-0Limetilbenzilamina
RQ H H  ORr,
09.7% X 604% N
[0]”D -27,39° (c 1,05; CHCL) [0]°D +27,06° (¢ 1,0; CHCly)

NaOH

HQ

=
80,5%
(S) (5) -(E)-6-metil-2-heptin-4-ol

NaOH

OH

i

l H,, Lindlar

H oHn

91,7%
(R)-g+)—(Z)-6—metil—2-hepten-4—01

[a]"D -9,88° (¢ 5,1;CHCl5) [0] D +21,02° (¢ 5,05;CHCly)

Esquema 10: Resolugdo quimica usada por Chan e colaboradores para obter o (S)-

(-)-rincoforol.

Mori preparou o alcool acetilénico (14) como mostrado no esquema 09 acima
e fez a resolugcéo enzimatica dos estereoisdbmeros, obtendo o isémero desejado em

sete etapas e com rendimento de 6,6 %,ma partir do alcool (14).
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OAc OH
Lipaze A (Amano) i
pH=7,5tampVo

X fosfato, 20% MeOH

(S)-14
40%, 78% e.e.
A020
CsHsN

__ Lipaze A (Amano)
~ pH=7,5tampVo

(S)- 14 \ fosfato, 20% MeOH
92% 65%, 94% e.c.
K,CO3
MeOH/
CH,(Cl,
OH QH
LIAIH
THF F

(S)- 14

(S) - Rincoforol
68%, 98% e.e.

61%, 98% e.e.
Esquema 11: Resolugcdo enzimatica para obtencdo do (4S,2E)-(-)-6-metil-2-

hepten-4-ol; (S)-rincoforol.

1.7.5 — Metamasius hemipterus sericeus (Coleoptera: Curculionidae).

I.7.5.1 - Metamasius hemipterus

O género Metamasius Horn, 1873, estd associado a varias plantas
hospedeiras como cana-de-agucar, bromeliaceas, palmaceas, musaceas, entre
outras. E de ampla distribuicdo no continente Americano, desde os Estados Unidos,
até o Brasil.

A praga da cana-de-agucar, Metamasius hemipterus sericeus, € distribuida
pelo leste da india, América do Sul e Central tendo sido primeiramente encontrada
no estado da Flérida em 1984 (Wooddruff e Baranowske, 1985). Dez anos apos foi
dimensionado os danos causados pela praga na cultura da cana-de-agucar bem

como relatada a disperséo por toda a Florida (Sosa et al., 1997)
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Figura 12: Macho de Metamasius hemipterus sericeus

Estudos envolvendo a ecologia quimica deste inseto levaram a identificacao
de alguns compostos liberados pelos machos entre eles o 4-metil-5-nonanol, 2-metil-
4-heptanol, 2-metil-4-octanol, 5-nonanol e 3-hidréxi-4-metil-5-nonanona, tendo sido
proposto que o 2-metil-4-octanol atuaria como feroménio de agregagao desta
espécie (Ramires-Lucas et al., 1996). Testes de campo efetuados na india,

demonstraram que o estereoisdbmero R é mais potente que o S (Cho e Kim, 2003).

O 2-metil-4-octanol também é descrito como sendo feroménio de agregacao
de outros insetos da mesma familia como Sphenophorus levis (Zarbin et al., 2004) e
Rhabdocelus obscurus (Gibblin-Davis et al., 2000).

O Sphenophorus levis é conhecido também como gorgulhdo-rajado ou
besouro-da-cana. Semelhante ao bicudo do algodao, tem o dobro do tamanho do
Rhabdocelus obscurus, medindo cerca de 15 mm. Assemelha-se também ao
Metamasius hemipterus, sendo desprovido de manchas nos élitros. O S. /evis tem
habitos noturnos, apresenta pouca agilidade e simula-se de morto quando atacado,
denominado cientificamente de estenose.

Segundo Zarbin e colaboradores (2004) o composto (S)-2-metil-4-octanol &
produzido especificamente pelos machos e sua atividade biolégica esta
aparentemente associada ao comportamento de agregacao da espécie.

Rhabdoscelus obscurus é considerada praga das plantagbes de cana-de-

agucar na Nova Guiné e utiliza o 2-metil-4-octanol como feroménio de agregacéao
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(Gibblin-Davis et al., 2000) sendo que a estereoquimica do composto natural nao foi

determinada neste caso.

(R)-2-metil-4-octanol (S)-2-metil-4-octanol

Figura 13: Enantidmeros do (R)- e (S)-2-metil-4-octanol

1.7.5.2 - Sinteses do 2-metil-4-octanol

A primeira sintese estereosseletiva do feroménio em questdo teve como
material de partida a (R) e (S)-leucina envolvendo cinco etapas com 11% de
rendimento.

Baraldi e colaboradores (2002) sintetizaram o isémero (R) e (S)-2-metil-4-
octanol conforme o esquema 12 com cinco etapas e com rendimento global de 20%
para o enantibmero S. Para a sintese do enantibmero R, foi empregada a reacéo de

inversao de Mitsunobu e o rendimento global foi de 14% .

(0]
LiCH,CO,Et )v]\/ _S. cerevisiae y )\A/
M T 85% “lcool alilico COEt

50%, ee = 99%

LiAlH,, THF. )\M Ts/EtsN )\M CH3CH3MgBr )\W
5% OH 80% LiCuCl,

70% R)-2-metil-4-octanol

Inversédo de mitsunobu na 32 etapa

OH 1) pNO,CgH4CO,H OH
o com et | T o
2) NaOH, EtOH

(S) 70%, ee = 99% (R)-

Esquema 12: Sintese enantiosseletiva seguida por Baraldi e colaboradores para

obtencgao do (R) e (S)-2-metil-4-octanol.
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O objetivo do presente trabalho foi efetuar a sintese estereosseletiva dos
feromonios de agregagao do Rhynchophorus palmarum (L.) e Sphenophorus Levis,
empregando como etapa chave nas respectivas rotas de sintese, a resolugéo

enzimatica de alcoois acetilénicos.



RESULTADOS E DISCUSSAO
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ll1.1 - Testes iniciais

l11.1.1 - Sintese racémica do rincoforol

Inicialmente trabalhou-se na determinagao das condicbes experimentais para se
efetuar a sintese racémica do rincoforol, que permitisse o controle da estereoquimica
da dupla ligagdo. Para a sintese quimica do composto, utilizou-se inicialmente o gas
acetileno como reagente de partida e o benzaldeido, disponivel em nosso
laboratério. As condi¢coes utilizadas para a preparacdo deste intermediario
consistiram em borbulhar o acetileno em THF refrigerado a —78°C e adicionar n-BuLi
para gerar o anion acetileto para posterior adicdo do aldeido. Apos ocorrer o ataque
nucleofilico a carbonila do aldeido adicionou-se cloreto de trimetilsilano para capturar
o alcéxido formado e desta forma, permitir a alquilagado do acetileto terminal gerando
seu anion com diisopropilamideto de litio e posterior alquilagdo com iodometano.
Para favorecer a alquilagédo, hexametilfosforoamida (HMPA) foi usado.

E conhecido de literatura que a reducdo de ligacdes triplas adjacentes a
grupos hidroxilas, efetuadas com hidreto de litio e aluminio, ocorrem de maneira
estereosseletiva, favorecendo a obtencdo do composto de estereoquimica E
(COREY e CHENG, 1989). Esta condicdo reacional foi entdo empregada para se

preparar o composto (13B).

1) THF, -78 °C, n-BuLi OH . OH
He=cH 2 CeHsCHO, TMSCI LiAlH, P
3)-78 °C, LDA N Diglima
4) CH5l, HMPA X 81%
5)H*
(13) 50% (13B)

Esquema 13: Rota teste para preparacao do rincoforol racémico.

Ressalta-se que a redugao da tripla ligagdo com LiAlH4, quando testada em
refluxo de THF, ndo ocorreu em rendimentos apreciaveis. Desta forma, quando a

mesma reacao foi efetuada em refluxo de 2-metdxietil éter (diglima), o alquenol
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desejado, com estereoquimica E para a dupla ligacdo gerada, foi obtido em
rendimento de 81%.

Esses resultados nos mostraram a viabilidade de se sintetizar o feromoénio em
questao com total controle da estereoquimica da insaturagao através da metodologia
proposta.

Um método mais direto para a obtencdo do feromdbnio em questdo foi
empregado a partir do trabalho desenvolvido em 1995 por Suffert e colaboradores.
Neste trabalho é descrita uma maneira eficiente de se preparar o propileto de litio a
partir da mistura dos estereocisémeros do (E/Z) 1-bromopropeno.

Para a preparacao do intermediario chave para a sintese do rincoforol, a
metodologia descrita por Suffert e colaboradores, consiste em gerar o propileto de
litio em THF a partir do (E/Z) 1-bromopropeno, bastando para tal adicionar dois
equivalente de n-BuLi, sendo que, o primeiro equivalente gera o propino em “situ” e
com a adicdo do segundo equivalente gera-se o propileto de litio, como
demonstrado no esquema 14. Com o propileto de litio gerado, o isovaleraldeido,
agora disponivel em nosso laboratério, foi acrescentado lentamente ao meio
reacional e desta reagdo obteve-se a mistura racémica do (+)-6-metil-2-heptin-4-ol
com 92% de rendimento, intermediario chave para a sintese do rincoforol, conforme

esquema 14.

H
- BM%)//C%\ é\H/\B
Plin, 7 B Y T

©)
%@ Li
j>
OH O——

\

¥\
B
CHj

T H,0
(14) 92% > -

( + )-6-metil-2-heptin-4-ol

Esquema 14: Proposta para gerar propileto de litio em “situ” na reagcao e adigcao

nucleofilica a carbonila do isovaleraldeido.
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A reducao da ligacao tripla do composto (14) mostrou-se possivel de ser
efetuada em refluxo de THF, em 85%, levando ao rincoforol racémico. A
estereoquimica da insaturagdo foi determinada como sendo E através de analise de

ressonancia magnética nuclear de hidrogénio do composto em questéo, sendo que a

—1151.20
—1144.86
—1138.51
—1135.82
—1129.47
— 112337
— 111751
— 1104.82
—1097.98
— 1088.46

—1081.38

DQ DD
J=15,39 J=15,39 HZ
HZ \ J=6,84 HZ

J=6,35 HZ

constante de acoplamento verificada para os hidrogénios vinilicos foi de 15,39 Hz.

Figura 14: Regido do espectro de RMN '"H que mostra o acoplamento entre os

hidrogénios vinilicos do rincoforol racémico.

A partir destes resultados tentou-se simplificar o processo de sintese do
rincoforol racémico, procedendo a redugado da ligacao tripla sem a necessidade de
se efetuar a extragcdo do produto da primeira reacido. Desta forma o feroménio em

questéo foi obtido em 91% de rendimento.
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H
1) THF, -78 °C, n-BuLi 0
2) LiAlHy, refluxo - (+)Ri I(lif)}orol

91%

Esquema 15: Método de sintese “one pot” do (+) rincoforol.

ll.1.2 - Resolugao enzimatica na sintese estereosseletiva do rincoforol (15).

E conhecido de literatura que alcoois secundarios podem ser eficiente
resolvidos por algumas enzimas. Bons resultados foram recentemente descritos
quando alcoois acetilénicos foram reagidos com acetato de vinila, na presencga de
uma enzima suportada, conhecida como NOVOZYME 435 (Raminelli et al., 2004).

A grande vantagem da utilizacdo da NOVOZYME 435 consiste no fato de as
reacdes serem efetuadas em hexano anidro, solvente faciimente eliminado ao final
do processo e que por se tratar de uma enzima suportada em resina ela pode ser
removida do processo por simples filtracio.

Inicialmente vislumbrou-se a possibilidade de se testar a resolugdo enzimatica
dos enantidbmeros do composto (14) e da mistura racémica do rincoforol (15). A
primeira etapa envolveu a acetilagdo dos racematos através da reagdo com anidrido
acético em piridina, a O °C (Mori & Akao, 1980), para se obter os padrdes
necessarios para o acompanhamento dos respectivos processos de resolugdo por
CG.

OH OAc
Py, 0 °C
A020
(14) X 76% X

OH OAc
Py, 0 °C
= ACZO =

(15) 72%

Esquema 16: Preparagdo quimica dos acetatos para padrdes cromatograficos nas

reacoes de resolugao enzimatica
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Os acetatos preparados e seus alcoois precursores foram analisados por
cromatografia gasosa em coluna apolar aquiral (VA- 5) para se determinar o tempo
de retencdo dos mesmos nas seguintes condi¢des cromatograficas: temp. inicial
60°C, gradiente de 10°C/minuto até 230°C, sendo que para o alcool (14) o tempo de
retencao foi de 3,81 minutos e seu derivado acetilado, 5,55 minutos e para o alcool
(15), o tempo de retencéo foi de 3,08 minutos e seu derivado acetilado foi 4,62
minutos respectivamente. A reacao de acetilacdo enzimatica foi monitorada por CG
aquiral seguido de andlise em CG quiral, no caso de se detectar a formagdo do

composto acetilado.

lll.2 - Tentativa de resolugao do (t)-6-metil-2-heptin-4-ol (14)

OH Hexano anidro, OH
Acetato de vinila}
Cal - B,

(14) XX 30°C, 170 rpm A

Esquema 17: Representagcado de resolugdo enzimatica do (+)-6-metil-2-heptin-4-ol
(14).

A evolucdo da resolucdo enzimatica dos enantibmeros em questao € ilustrada

na tabela 06 abaixo.
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Tabela 06: Resultados da resolugdo enzimatica

com tempo de resolucéo.

43

do (+) 6-metil-2-heptin-4-ol (14),

Tempo

Cromatograma

Descrigao

2 horas

%25.857

20

40

Nao foi observada a formacao do

produto acetilado até este tempo

6 horas

%22.357

?25.794

20

30

40

Neste tempo observou-se a
formacdo de um dos produtos
acetilados em 3% e reducéo da
area referente ao pico do alcool

com maior tempo de retencéo.

24 horas

L 22.249

25.7317

20

40

Apos este tempo, 11% do
produto acetilado aparece no
cromatograma com  reducao
proporcional do alcool com maior

tempo de retencao.

48 horas

22.167

25.705

632

Com 48 horas, comeca a ser
observado a formacéo do acetato
de menor tempo de retengdo, na
propor¢gao de 0,8% na mistura
total, perfazendo um excesso
enantiomérico de 92% para o

acetato majoritario.

A formacdo do derivado acetilado, catalisada pela enzima, mostrou ser

bastante lenta sendo também observado o aparecimento do outro enantibmero

acetilado mesmo antes de se ter uma boa conversao quimica daquele enantidmero
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que mostrou ser mais reativo. Esses resultados mostraram que o alquinol (14) nao
poderia ser empregado na sintese estereosseletiva do rincoforol, com a enzima

selecionada.

lll.3 - Tentativa de resolugao do (+)-6-metil-(2E)-hepten-4-ol (rincoforol) (15).

i
/\
Hexano anidro, 9 OH
Acetato de vinila : +
Cal-B. B, = =

Rincoforol (15) 30°C, 170 rpm

Esquema 18: Representacao de resolugédo enzimatica do (+)-6-metil-2E-hepten-4-ol
(15).

A possibilidade de se efetuar a resolugdo enzimatica diretamente dos
enantidmeros do rincoforol também foi avaliada. A evolugcédo da reacao esta ilustrada

na tabela 07.

Tabela 07: Resultados da resolugado enzimatica do rincoforol.

Tempo Cromatograma Descrigao

Nao foi observada a formacéao
do produto acetilado até este

2 horas tempo

?zs. 500

20 30
mir




Il - RESULTADOS e DISCUSSAO

45

48 horas

20 30
mir

A resolugdo enzimatica se
mostrou lenta e nao eficiente
pois apdés 48 horas observou-
se a formacdo dos dois
produtos acetilados em
excesso enantiomérico de
apenas 30% e com baixa

conversao quimica

N&o tendo sido obtido éxito na resolugdo dos compostos (14) e (15) optou-se

por tentar a resolugdo com um outro composto que pudesse ser empregado na

sintese do rincoforol.

Analisando-se os resultados de literatura (Raminelli et al., 2004), as reagoes

enzimaticas que geravam melhores resultados trabalhando-se com a enzima que

estdvamos utilizando, empregavam compostos que apresentavam alcoois

acetilénicos com a ligagéao tripla terminal. Desta forma optou-se por preparar o

composto derivado da reacédo do anion acetileto com o aldeido isovalérico, conforme

ilustrado no esquema abaixo.

THF, 0 °C, n-BuLi
(CH3),CHCH,CHO

85%

HC=CH

OH

N
a6 N

Esquema 19: Preparacao do (+)-5-metil-1-hexin-3-ol (16).

A caracterizagdo deste composto foi feita por RMN de hidrogénio e carbono,

0s quais mostraram algumas caracteristicas peculiares.
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Figura 15: Espectro de hidrogénio do alcool (16).

Neste espectro observamos que na regido de 0,90-0,94 ppm temos os
hidrogénios correspondente as metila (6 e 7), as quais também tem deslocamentos
semelhantes para os alcoois 14 e 15, na regido de 1,6 ppm temos os hidrogénios do
CH; do carbono (4), em 1,84 ppm temos o Hidrogénio CH do carbono (5), em 2,46
ppm temos o hidrogénio acetilénico (1), em 4,4 ppm temos o hidrogénio da hidroxila

e em 4,92 ppm temos o hidrogénio carbinélico do carbono (3).
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Figura 16: Espectro de carbono do alcool (16).

Para o espectro de carbono temos os carbonos em 22,3 e 22,4 ppm
correspondente as metilas (6 e 7), em 24,6 ppm ao carbono (5) referente ao grupo
isopropil presentes também nos compostos acima descritos 14 e 15, em 45,6 ppm o
carbono (4), em 60,8 ppm o carbono carbindlico (3) e em 72,6 ppm o carbono
acetilénico terminal (1) e em 85,3 ppm o carbono quaternario acetilénico (2), os
quais sao caracteristicos para este tipo de moléculas, sendo que a calibragao foi
feita usando o cloroférmio deuterado como padréo interno em 77,0 ppm. Neste

espectro aparece uma impureza em 43,7 ppm a qual nao foi caracterizada.

lll.4 - Tentativa de resolugao do (£)-5-metil-1-hexin-3-ol (16).

OH Hexano anidro, OH
Acetato de vinila,, B +
N Cal - B, S
(16) XX 30°C, 170 rpm AN

Esquema 20: Proposta de resolugao enzimatica do (+)-5-metil-1-hexin-3-ol (16).

.

Vi
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Para a resolucédo enzimatica do alcool (16) empregando-se NOVOZYME 435
(Cal-B), inicialmente preparou-se o derivado acetilado deste composto, conforme

ilustrado para os compostos (14) e (15).

OH OAc
Py, 0 °C
ACzO
1) N X

(

Esquema 21: Preparacgao do derivado acetilado do alcool (16).

A mistura racémica do alcool e acetato foram analisadas para se determinar
seus tempos de retengcdo em coluna aquiral apolar, como também em coluna quiral.
Os tempos de retengdo do alcool (16) em coluna apolar aquiral tendo como
temperatura inicial de inje¢cao 40 °C, gradiente 2 °C/minuto até 170 °C, foi de 6,45
minutos para o alcool e 12,86 minutos para seu derivado acetilado. Para a coluna
quiral nas mesmas condicbes de analise acima, os tempos de retencdo dos
enantidmeros dos alcoois foi 23,03 e 23,68 minutos e seus derivados acetilados foi
18,10 e 20,08 minutos respectivamente.

As evolugdes da resolucdo enzimaticas dos enantibmeros em questdo sao
ilustradas abaixo seguindo uma sequéncia de analises feitas a partir de aliquotas
retiradas durante as reagdes. Estes resultados estdo expressos nos cromatogramas
que seguem na sequéncia.

No cromatograma referente a aliquota coletada no tempo zero, observa-se a
presenca de aproximadamente 50% de cada um dos alcoois na mistura

enantiomérica, conforme esperado.
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Figura 17: Cromatograma do alcool (+)-5-metil-1-hexin-3-ol com zero hora de

resolugdo enzimatica.

No cromatograma apdés uma hora de resolugdo enzimatica, observa-se que o
enantibmero de menor tempo de retengdo diminui 17% em relagdo ao outro com
consequente formacado proporcional do seu éster derivado, em elevado excesso

enantiomérico.

304 Tempo: 23.69 min
’ Area: 67.03 %
Tempo: 20.10 min

25 Area: >99 %

2.0+
Tempo: 23.00 min

Area: 32.97 %

mialts
=
|

0.5

Tempo: 18.08 min
0.0
e
r\"-_—""‘—-‘—wﬁ-'h_

-0.64

15.0 175 20.0 325 1250 75
Winutes

Figura 18: Cromatograma do alcool (+)-5-metil-1-hexin-3-ol com uma hora de
resolugdo enzimatica.
Apos duas horas de resolugcdo enzimatica, observa-se que 21,74% do alcool

com menor tempo de retengdo permanece na mistura reacional sem ser acetilado,
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enquanto que o excesso enantiomérico do derivado acetilado de maior tempo de

retencao diminui.

Tempo: 20.08 min
Area: 96.30 %

malts

Tempeo: 18.11 min

Tempo: 23.68 min
Area: T8.26 %

Tempo: 23.03 min
Area: 21.74%

5] Area: 3.70 %
4 A b b At bt
Y75 00 has h5.0 75 4
Minutes

Figura 19: Cromatograma do alcool (+)-5-metil-1-hexin-3-ol com duas horas de

resolugdo enzimatica.

Apos trés horas de reagdo a tendéncia discutida até entdo € mantida, com

aumento da conversdo quimica do alcool com menor tempo de retengdo e

diminui¢cao do excesso enantiomérico do acetato de maior tempo de retencao.

Tempo: 20.07 min
Area: 95.78 %

miolts
[N}
1

Tempo: 23.68 min
Area: BT 48 %

Tempo: 23.05 min

14 Tempo: 16.12 min Area: 12.52 %
04 Area: 422 %
A s___}\d
14 iR
15.0 75 0.0 a5 5.0 75

Minutes

Figura 20: Cromatograma do alcool (+)-5-metil-1-hexin-3-ol com trés horas de

resolugao enzimatica.
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Com quatro horas de resolugdo enzimatica, observa-se uma diminuicao na

cinética de conversao, provavelmente devido a menor concentragao do enantibmero

mais reativo no meio reacional.

Tempo: 20.03 min
Area: 9465 %

mifolts

Tempo: 18.10 min
0 Area: 5.35 %

Tempo: 23.05 min
Area: 6.88 %

Tempo: 23.64 min
Area: 93.12 %

T T i
’ Minutes

Figura 21: Cromatograma do alcool (+)-5-metil-1-hexin-3-ol com quatro horas de

resolucao enzimatica

Com cinco horas de resolucdo observa-se que somente 3,54% do

enantiomero do alcool mais reativo restava no meio reacional.

il Tempa: 20.03 min
Area: 9352 %
144
134
174 Tempo: 23.69 min
Arga: 96.46 %
11
£ 104
o
=
= g
8 ]
Tempo: 18.10 min
74 Area: 6.48 % Tempo: 23.06 min
Area: 3.54 %
6 A ﬁ
e
5 | T | T | 1
14.0 17.8 20.0 2248 26.0 274
Minutes

Figura 22: Cromatograma do alcool (£)-5-metil-1-hexin-3-ol com cinco horas de

resolugao enzimatica.
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Com seis horas de resolugcao enzimatica praticamente todo alcool de menor
tempo de retencdo havia sido acetilado, tendo como consequéncia um excesso
enantiomérico acima de 99% para o alcool de maior tempo de retencédo. Por outro

lado, 0 excesso enantiomérico do acetato majoritario estava abaixo de 85%

Tempo: 20.03 min
Area: 92.30 %

2 Tempo: 22 64 min
Area: >89 %
1 -
4
s o
e
_1 -
-2 Tempo: 18.09 min
Area: 7.70 %
Tempo: 23.07 min

i 5 S

T STk
175 200 has 50 h7s '

Minutes

Figura 23: Cromatograma do alcool (+)-5-metil-1-hexin-3-0l com seis horas de

resolugao enzimatica.

O alcool majoritario remanescente no meio reacional foi recuperado, apds
purificacdo por coluna cromatografica utilizando diclorometano como eluente, em
rendimento que variou de 42 a 44% e com excesso enantiomérico acima de 99%. A
utilizagcado do diclorometano como eluente deveu-se ao fato de além dele permitir a
separacao entre o alcool e os derivados acetilados, apresentar baixo ponto de
ebulicdo, facilitando sua remoc¢ao ao final do processo, tendo em vista que os
compostos com 0s quais se estava trabalhando apresentavam alta volatilidade. A
eliminagao do solvente em evaporador rotativo era sempre feita com muito cuidado,
evitando-se aquecimento. Ao se aquecer a 30°C o baldo para eliminagido do hexano
que era utilizado para se efetuar a resolucdo determinou-se, por analise de
cromatografia gasosa, que tanto a mistura dos alcoois quanto a dos derivados
acetilados, eram observadas no solvente coletado no evaporador rotatorio.

Na tabela 09, estdo resumidos os resultados dos cromatogramas referente as

analises das aliquotas coletadas durante a resolugdo enzimatica. Ressalta-se aqui
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que a determinagao da estereoquimica absoluta dos alcoois e acetatos apresentada
na tabela 09, foi efetuada baseando-se em dados de literatura (Ramanelli et al.,
2004) onde se mostra que para uma série de alcoois secundarios com tripla terminal
empregados naquele estudo, sempre o alcool de estereoquimica R apresentava
menor cinética de reagao. No entanto, as estereoquimicas absolutas dos alcoois e
dos acetatos em questao serdo determinadas ao final da sintese dos feroménios por

comparacgao com dados de literatura.

Tabela 07: Resultados obtidos na resolu¢do enzimatica do alcool (+)-5-metil-1-
hexin-3-ol (16):

Tempo | %alcool | % alcool | %(S) | %(R) | ee. | ee.
(9 | (R acetilado | acetilado | alcool (R) | éster (S)

Ohora | 5 | 5 . 0 | 0 . 0 . 0
""" 1hora | 3297 | 67,03 | >99 | <1 | 34 | >99
“2horas | | 21,74 7 7826 1 96,30 | 370 1 5652 | 92,60
~ 3horas | 12,52 | 87,48 | 9578 | 422 1 7496 | 91,56
“4Ahoras | | 6,88 9312 | 9465 535 | 8624 | 89,30
~ 5horas | . 354 | 96,46 | 9352 | | 6,48 | 92,92 | 87,04

6horas | <1 | >99 | 9230 | 7,70 | >99 8460

A amostra do alcool com excesso enantiomérico acima de 99%, e a mistura dos
acetatos tendo o majoritario um excesso enantiomérico de 84,5%, foram analisadas
no polarimetro para se determinar suas rotagdes especificas. A leitura da amostra
efetuada no polarimetro necessita de correcdo em fungdo da temperatura
trabalhada. A férmula que se utiliza para efetuar a corregao é:

a} =a’[1+0,0001(T —20)] onde:

a?® = rotagdo Optica determinada a 20°C,

o' = rotagdo observada na temperatura ambiente,

T = temperatura da amostra no ambiente.
A atividade Optica € expressa como rotacdo especifica e obedece a seguinte

equacgao:
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o rotag¢do observada em graus x100

b= — onde: o comprimento
[comprimento da cubeta (dm) x concentragdo g /100mL]

da cubeta é de 1 dm.

Na tabela 10, estdo expressas as leituras e as rotacdes especificas das amostras.
Ressalta-se que para a amostra da mistura dos acetatos, apés calculo do valor
corrigido, foi feito novo calculo para determinar sua rotacao especifica a 100% de

pureza optica, conforme demonstrado a seguir.

[a]) = 84,60% —13,525°
100% X

=-15,99°

Tabela 08: Rotacao especifica do alcool resolvido e do acetato com valor corrigido

para 100% pureza oOptica.

Amostra . Valor de leitura | Valor corrigido |  [4]* 100%

_________________________________________________________________________________________________________________

- OH
| +0,073° . +70208 | +7,208°
N | |

Os resultados obtidos até entdo mostraram a possibilidade de se sintetizar um dos

alcoois com elevado excesso enantiomérico. O composto apresentando a outra
estereoquimica, em elevado excesso enantiomérico, poderia ser obtido através de
hidrélise quimica da mistura dos acetatos com posterior resolugdo enzimatica dos
alcoois derivados.

A hidrolise foi efetuada refluxando-se a mistura dos acetatos com uma
solugédo de hidréxido de sédio/metanol (10 % massa/volume) e agua durante 2 h,
com rendimento de 89%. A mistura dos alcoois desta forma obtida foi analisada por

CG em coluna quiral e o cromatograma € apresentado abaixo.
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m¥ clts
+ -

Tempa: 21,83 min

Area: 83.06%

Tempo: 22,54 min.
Area: 5,94%

16.0 ||?5 |ZDD |225 |250 |2?5 !

Minutes

Figura 24: Cromatograma da mistura enantiomérica dos alcoois (16) obtida apds

hidrolise quimica da mistura enantiomérica dos acetatos derivados

A mistura dos alcoois assim preparada foi submetida a resolucdo enzimatica,
empregando-se as mesmas condicdes experimentais descritas anteriormente. A
reacao foi monitorada com o tempo e determinou-se que apds trés horas de
resolugdo, praticamente todo o alcool majoritario no meio reacional havia sido
convertido ao seu derivado acetilado, o qual apresentou excesso enantiomérico

acima de 99%, conforme ilustrado na figura abaixo.

m¥ olt=s

Tempo: 19,08 min.
Area: 92,65%

2.0

0.5 |
Tempo: 21,78 min
Tempo: 21,41 min Area: 7,35%
Area: < 1% n
AN i

|15.0 |1?.5 |20.0 |22.5 |25.0 |2?.5 1

0.0

Minutes

Figura 25: Cromatograma da resolu¢cdo enzimatica dos enantibmeros dos alcoois

(16) apds trés horas de reagao.
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Apos purificagdo por cromatografia em coluna empregando-se diclorometano
como eluente o acetato em questao foi obtido em rendimento total de 34% apds os
dois processo de resolugao e hidrolise quimica.

As alteragdes nos tempos de retengdo observados nesta segunda resolugéo
enzimatica, € consequéncia da coluna quiral estar trabalhando no limite de sua
temperatura e desta forma sofrer degradacao durante as analises efetuadas.

Estes resultados mostraram que a acetilagdo enzimatica da mistura racémica
do alcool alilico (15) e acetilénico nao terminal (14) n&o apresentou boa seletividade.
Por outro lado a acetilagdo do alcool acetilénico terminal (16) ocorreu com boa
estereosseletividade. Uma hipotese para racionalizar estes resultados pode ser o
fato de a enzima ser sensivel a diferenca quimica existente entre os substituintes
conectados ao carbono carbindlico do grupo hidroxila que esta sendo resolvido. A
presenca de uma metila substituindo a ligagao tripla no composto (14), ndo presente
no composto (16), compromete a seletividade do processo de acetilacido enzimatica,
provavelmente diminuindo a diferenca de energia entre o0s complexos
diastereoisoméricos que se estabelecem a partir da interacdo enzima-substratos,
diminuindo desta forma a seletividade do processo.

A metodologia desenvolvida neste trabalho permitiu a obtengdo de ambos os
enantibmeros do alcool acetilénico (16) em bons rendimentos quimicos e excesso
enantiomérico acima de 99%. Ambos os enantibmeros em questao estdo sendo
empregados na sintese estereosseletiva tanto do (S)-rincoforol, como do (S)-2-metil-
4-octanol, também feroménio de agregacao identificado para outros insetos-praga
de ocorréncia nacional, Sphenophorus Levis (Baraldi, et al., 2002), Metamasius
hemipterus (Baraldi, et al., 2002) e Rhabdoscelus obscurus (Baraldi, et al., 2002). As
sinteses estereosseletivas em questao estdo em fase de conclusao, de acordo com

a metodologia ilustrada abaixo.
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OH
/k)\ oo 0
X acetato de vinila
a6 N

(2E,4S)-6-metil-2-hepten-4-ol

(8)-2-metil-4-octanol

(S)-(-)-rincoforol

Esquema 22: Proposta de sintese estereosseletiva para obtengéo do (S)-rincoforol e

do (S)-2-metil-4-octanol em fase do concluséo.
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Foi desenvolvida neste trabalho uma metodologia que permite a sintese
estereosseletiva dos feroménios de agregagao de dois insetos que se constituem
importantes pragas das palmeiras produtoras de 6leo e coco, Rhynchophorus
palmarum (L) e Metamasius hemipterus , empregando como etapa chave a
resolugdo enzimatica de um alcool acetilénico secundario apresentando ligagao
tripla terminal. Através da resolucdo enzimatica os intermediarios quirais foram
obtidos em bons rendimentos quimicos e excelentes excessos enantioméricos. No
caso da sintese do rincoforol, um excelente controle da estereoquimica da ligacao
dupla foi obtido através da redugado da ligagao tripla de um alcool acetilénico com
hidreto de litio e aluminio.

A enzima utilizada na resolucéo dos alcoois acetilénicos terminais racémicos,
além de apresentar a vantagem de poder ser empregada em hexano, possibilita a
resolucao do racemato em um curto intervalo de tempo e em uma unica etapa para a
obtencdo de um dos estereoisdbmeros, sendo que o outro estereoisbmero € obtido
apo6s hidrdlise quimica e nova acetilagcdo enzimatica, ambos com excesso
enantiomérico acima de 99%.

A separagao da enzima do meio reacional necessita de simples filtracdo e a
purificacédo do alcool e de seu derivado acetilado é efetuada por cromatografia de
coluna de maneira simples e rapida.

A sintese estereosseletiva do feroménio de agregacdo do Metamasius
hemipterus também propiciara a determinagdo da estereoquimica absoluta do

produto natural, através da técnica de cromatografia gasosa em coluna quiral.
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Avaliacdo do efeito da estereoquimica da ligacdo dupla na atividade do

rincoforol.

Determinacdo da estereoquimica absoluta do feroménio de agregacgado do

inseto Metamasius hemipterus.

Os elevados excessos enatioméricos dos alcoois acetilénicos preparados
abrem perspectivas para que tais compostos sejam serdo empregados na sintese de
outros produtos naturais quirais, como na sintese de lactonas de cinco e seis

membros, estruturas frequentemente encontradas na natureza.

OH OH R o. o
)\ 1) n-BuLi, THF H,, cat. Lindlar g
—_—> —_—
N 2) CO, R A o —
®
3) H;0 1) R',CuCNLi,
OH
2) EX

1) n-BuLi, THF
2) CICH,CO,Et

OH R

Lactonas quirais de
cinco membros

OEt

Lactonas quirais de
seis membros

Esquema 37. Potencial para utilizacdo dos alcoois quirais na sintese de produtos

naturais
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V1.1 - ASPECTOS GERAIS

Os reagentes e solventes empregados nos procedimentos, quando
necessario, foram previamente tratados de acordo com procedimentos descritos na

literatura (Perrin e Armego, 1988).

Todas as reagdes foram monitoradas via cromatografia em coluna capilar,

e/ou cromatografia em camada delgada.

Os solventes foram removidos em um evaporador rotatério Blichi, operando a

pressao reduzida (30 mm Hg).

As analises de cromatografia gasosa foram efetuadas em um cromatdgrafo
HP 5890 usando coluna VA — 5, gas de arraste N, ou em um equipamento VARIAN
3800 equipado com duas colunas: VF-5MS (5%-Phenyl-Methylpolysiloxane) (0,25
mm X 30 m.) e com coluna CHIRASIL — DEX CB - B-ciclodextrin (0,25 mm X 25 m.)
usando He como gas de arraste. As analises de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas foram efetuadas em um cromatdgrafo VARIAN CG
MS/MS Saturn 2000 equipado com coluna VA — 5 (5%-Phenyl-Methylpolysiloxane)
(0,25 mm X 30 m.) usando He como gas de arraste. As analises de cromatografia
gasosa envolvendo as separagbes dos enantibmeros em um cromatégrafo
SHIMADZU, modelo 17A com coluna CHIRASIL — DEX CB - B-ciclodextrin (0,25 mm

X 25 m.) usando H, como gas de arraste.

As analises de RMN-'H e *C foram feitas em um espectrémetro BRUKER
ARX-200, utilizando-se cloroférmio deuterado como solvente. Todos os espectros

foram registrados utilizando-se tetrametilsilano como padréo de referéncia interno.

Os espectros de absor¢cao na regidao do Infravermelho foram registrados em
um equipamento BIORAD Modelo: FTS-3500 GX , as amostras foram preparadas na
forma de um filme liquido sobre pastilhas de brometo de potassio (KBr) e as

absorgdes sdo expressas em nimero de onda (cm™).
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Os deslocamentos quimicos (8) estdo expressos em ppm e as constantes de
acoplamento (J) em Hertz (Hz). Para indicar a multiplicidade dos sinais, foram
adotadas as seguintes abreviagdes: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd
(duplo dubleto), dt (duplo tripleto), dg (duplo quarteto), t (tripleto), td (triplo dupleto), q

(quarteto), m (multipleto).

Nas colunas cromatograficas flash foi utilizada silica gel 60, 230-400 mesh
ASTM Merck. Nas colunas cromatograficas por gravidade utilizou-se silica gel 60,
70-230 mesh ASTM Merck.

As analises cromatograficas em camada delgada foram efetuadas
empregando-se as placas comerciais da MERCK (E. MERCK, tipo 5554, 0,2 mm) as
quais foram reveladas sob luz ultravioleta (A = 254 nm) ou com auxilio de uma
solugédo de vanilina em uma mistura de acido sulfurico-etanol (6% vanilina m/v, 4%
acido sulfurico e 10%, v/v, em etanol) (CHRISMAN, 2004).

As medidas de op foram feitas em um Polarimetro Rudolph modelo Autopol Ili
com A 589 nm e padrao interno de calibragdo com leitura 33,9732°+0,0001° com

cubeta de comprimento de 1 dm e faixa de concentragéo 0,1-1,0%.

Os procedimentos experimentais relatados referem-se aos melhores

resultados obtidos.
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V1.2 - PROCEDIMENTOS

VI.2.1 — Preparagao do 1-fenil-2-butin-1-ol (13) a partir do acetileno.

Em um baldo de duas bocas com capacidade de 50 mL, equipado com
agitacdo magnética, sob atmosfera de argdnio adicionou-se tetraidrofurano (THF)
(15mL), refrigerou-se a —78°C, borbulhou-se o acetileno (5,0 mmol, 123 mL),
adicionou-se n-BuLi (5,0 mmol, 3,85 mL) e deixou-se em agitacdo durante 30
minutos. Em seguida, adicionou-se benzaldeido (5,0 mmol, 0,53gramas, 0,51 mL) e
deixou-se elevar a temperatura ambiente durante uma hora. A mistura reacional foi
refrigerada a —5°C, adicionou-se clorotrimetilsilano (TMSCI) (5,0 mmol, 0,54 gramas,
0,63 mL) e deixou-se em agitagao durante 40 minutos. Apds refrigeracdo da mistura
reacional a —78°C, adicionou-se lentamente diisopropilamideto de litio (LDA) (5,0
mmol diisopropilamina 0,51gramas, 0,70 mL e n-BuLi, 5,0 mmol 3,85 mL), deixou-se
em agitacado durante 30 minutos, seguido de adi¢do de iodometano (5,0 mmol, 0,73
gramas, 0,32 mL) e posteriormente adicionou-se hexametilfosforoamida (HMPA)
(10,0 mmol, 1,80 gramas, 1,75 mL), mantendo-se em agitacdo durante 72 horas. Em
seguida adicionou-se acido cloridrico HCI 1,0 mol/L (10,0 mmol, 10 mL), deixou-se
em agitacdo durante trés horas, neutralizou-se o meio reacional e extraiu-se a fase
aquosa com éter etilico (4x10 mL), secou-se com sulfato de sdodio anidro e
evaporou-se o solvente. O produto foi purificado por coluna cromatografica usando
como eluente a mistura de éter de petréleo:acetato de etila 4:1, obtendo-se (2,5

mmol, 0,365 gramas) do produto puro com rendimento de 50%.

Analise do composto:

FTIR filme liquido e pastilha de KBr (cm™): 3350, 2961, 2870, 2230, 1450,
1040

RMN "H (200MHz — CDCl3) &: 1,91 (s, 3H); 2,6 (sl, 1H); 5,4 (s, 1H); 7,3 - 7,6
(m, 5H).

RMN '*C (50MHz — CDCl3) & 3,63; 64,69; 79,16; 82,96; 126,51; 128,14;
128,47; 141,21.
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Na analise de cromatografia gasosa em coluna apolar (VA-05) com
temperatura inicial de 60°C, gradiente 10°C/minuto até 230°C o tempo de retencao

foi de 8,44 minutos.

VI.2.2 - Preparacao do 1-fenil-2-butin-1-ol (13) a partir do (E/Z) 1-
bromopropeno.
OH

X
(13)

Em um baldo sob atmosfera de argdnio equipado com agitagcdo magnética,
adicionou-se a mistura de (E/Z) 1-bromopropeno (15,5 mmol, 1,87gramas, 13,5 mL),
e tetraidrofurano (THF) (20 mL). Refrigerou-se a —78°C e lentamente adicionou-se n-
BuLi (22 mmol, 10,2 mL) e deixou-se em agitacdo durante 60 minutos. Em seguida
acrescentou-se benzaldeido (10 mmol, 1,06 gramas, 1,02 mL) diluido em THF (10
mL), deixou-se em agitacdo até a temperatura ambiente e por mais 30 minutos. A
mistura reacional foi adicionada solugdo saturada de cloreto de aménio (10 mL),
separou-se as fases e extraiu-se a fase aquosa com éter etilico (3x20 mL). As fases
organicas foram combinadas, lavada com solucdo saturada de cloreto de sddio
(2x10 mL), secada com sulfato de magnésio anidro, filtrada e o solvente evaporado
em evaporador rotatério. Purificou-se em coluna cromatografica usando hexano:éter

etilico 80:20 como eluente, obtendo-se (9,4 mmol, 1,37 gramas) rendimento de 94%.

Analise do composto:

FTIR filme liquido e pastilha de KBr (cm™): 3350, 2961, 2870, 2230, 1450,
1040

RMN "H (200MHz — CDCls) &: 1,91 (s, 3H); 2,6 (sl, 1H); 5,4 (s, 1H); 7,3 - 7,6
(m, 5H).

RMN "3C (50MHz — CDCls) & 3,63; 64,69; 79,16; 82,96; 126,51; 128,14 (2C);
128,47 (2C); 141,21.

Cromatografia gasosa em coluna apolar VA- 5: Temp. in. 60 °C rampa de 10
°C/min até 230 °C, tr = 8,44 minutos.
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Cromatografia coluna quiral B-ciclodextrina: temp. inicial 50 °C/5min gradiente
2,0 °C/min até 170 °C/10min. tr = 43,58 e 44,50 para os enantibmeros.

VI1.2.3 - Preparagao do acetato de 1-fenil-2-butin-1-ol.
OAc

A

Em um baldo equipado com agitagdo magnética sob atmosfera de argdnio, pesou-se
1-fenil-2-butin-1-ol (1mmol, 0,146 gramas). Acrescentou-se piridina (5 mL), resfriou-
se a 0°C e adicionou-se lentamente anidrido acético (3 mmol, 0,30 gramas, 0,28mL)
deixando-se em agitagao até temperatura ambiente.

A reagao foi monitorada por cromatografia em camada delgada CCD usando
como eluente hexano:acetato de etila 9:1. Para o material de partida obteve-se um
Rf = 0,18 e para o composto acetilado obteve-se um Rf = 0,43 até todo o material de
partida ser consumido (30 minutos).

Para extrair a reagdo acrescentou-se acetato de etila (30 mL), transferiu-se
para um funil de separagao, lavou-se com sulfato de cobre saturado (3 x 30 mL), em
seguida lavou-se com cloreto de sédio saturado (2 x 10 mL) e secou-se com sulfato
de magnésio. Evaporou-se o0 solvente em evaporador rotatério e purificou-se em
coluna cromatografica obtendo-se (0,81 mmol, 0,149 gramas) rendimento de 80,5%

do produto puro acetilado.

Analise do composto:

Cromatografia coluna apolar VA- 5: Temp. in. 60 °C rampa de 10 °C/min até
230 °C tr = 9,87 minutos.

Cromatografia coluna quiral B-ciclodextrina: temp. inicial 50 °C/5min gradiente

2,0 °C/min até 170 °C/10min. tr = 27,92 e 28,29 minutos para os enantidbmeros.
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VI.2.4 - Preparagao do (+)-6-metil-2-heptin-4-ol (14).
OH
X
(14)

Em um baldo equipado com agitagao magnética e sob atmosfera de argénio,
acrescentou-se tetrahidrofurano (20 mL), seguido da adigdo de (E/Z)-1-
bromopropeno (15,5 mmol, 1,87g, 13,5 mL). A mistura reacional foi refrigerada a —78
°C e lentamente acrescentou-se n-BuLi (22 mmol, 8,06 mL). Deixou-se em agitacéo
durante 60 minutos. Em seguida transferiu-se de outro baldo refrigerado,
isovaleraldeido (10 mmol, 0,86 gramas, 1,07 mL), diluido em THF (10 mL) e deixou-
se em agitacdo até temperatura ambiente por mais 30 minutos. Acrescentou-se
solugdo aquosa saturada de cloreto de aménio (10 mL), separou-se as fases e
extraiu-se a fase aquosa com éter etilico (3 X 20 mL). A fase organica foi lavada com
solugéo saturada de cloreto de sodio (2 X 10 mL), secou-se com sulfato de sodio
anidro, filtrou-se e evaporou-se o solvente em evaporador rotatério. Purificou-se em
coluna cromatografica usando éter etilico:hexano 8:92 como solvente, obtendo-se

(9,2 mmol, 1,16 gramas) com rendimento de 92% do produto puro.

Analise do composto:

FTIR: filme em pastilha de KBr: cm™. 3383; 2956; 2250; 1740; 1466; 1367;
1185; 968.

RMN "H (200MHz — CDCls) & 0,89 (d, J = 3,9 Hz, 3H); 0,93 (d, J = 3,9 Hz,
3H); 1,65 (dd, J = 7,08 e 6,35 Hz , 2H); 1,75-1,95 (m, 5H); 4,35 (id, J = 7,08 e 1,95
Hz ,1H).

RMN '3C (50MHz — CDCls) & 3,47; 22,44; 22,47; 24,70; 47,17; 61,17; 80,69;
80,74.

E.M. m/z (abundancia relativa %) 126 (M*, 0,3); 87(35); 69(100); 57(20).
Cromatografia gasosa coluna apolar (VA- 5): temp. inicial 60 °C rampa de 10 °C/min
até 230 °C, tr = 3,77 minutos.

Cromatografia coluna quiral B-ciclodextrina: temp. inicial 50 °C/5min gradiente
1,5 °C/min até 170 °C/10min. tr = 25,75 e 26,65 para os enantidbmeros.
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Os espectros de Infravermelho, Ressonancia Magnética Nuclear de

Hidrogénio e Carbono, bem como o espectro de massa estdo em anexo.

VI1.2.5 - Preparagao do acetato de (£)-6-metil-2-heptin-4-ol (14).
OAc

AN

Em um baldo equipado com agitagado magnética sob atmosfera de argbnio, pesou-se
6-metil-2-heptin-4-ol (1mmol, 0,126 gramas). Acrescentou-se piridina (5 mL),
resfriou-se a 0°C e adicionou-se lentamente anidrido acético (3 mmol, 0,30 gramas,
0,28 mL) deixando-se em agitagado até temperatura ambiente.

A reacgao foi monitorada por cromatografia em camada delgada CCD usando
como eluente hexano:acetato de etila 9:1. Para o material de partida obteve-se um
Rf = 0,21 e para o composto acetilado obteve-se um Rf = 0,49 até todo material de
partida ser consumido (30 minutos).

Para extrair a reagao acrescentou-se acetato de etila (30 mL), transferiu-se
para um funil de separacgao, lavou-se com sulfato de cobre saturado (3 x 30 mL), em
seguida lavou-se com solug¢do saturada de cloreto de sodio (2 x 10 mL) e secou-se
com sulfato de magnésio. Apds filtragdo evaporou-se o solvente em evaporador
rotatério e purificou-se em coluna cromatografica obtendo-se (0,76 mmol, 0,127

gramas) com rendimento de 76% do produto puro acetilado.

Analise do composto:

Cromatografia gasosa em coluna apolar VA- 5: temp. inicial 60 °C, rampa de
10 °C/min até 230 °C, tr = 5,55 minutos.

Cromatografia coluna quiral p-ciclodextrina: temp. inicial 50 °C/5min,

gradiente 1,5 °C/min até 170 °C/10min, tr =22,01 e 22,17 para os enantidmeros.
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VI1.2.6 - Resolugao Enzimatica do (+)-6-metil-2-heptin-4-ol (14)

Em um erlenmeyer de 125 mL de capacidade, pesou-se a mistura racémica do
alcool (+)-6-metil-2-heptin-4-ol (0,5 mmol, 0,063 gramas), acrecentou-se hexano (10
mL), seguido da adicdo de acetato de vinila (2,0 mL) e por ultimo adicionou-se a
Enzima Cal-B novozyme 435 (0,300 gramas). Deixou-se em agitagdo em um
SHAKER a 30 °C com uma rotacédo de 170 rpm. Retirou-se aliquotas com o auxilio
de seringa descartavel apdés , 2, 6, 24 e 48 horas para posterior analise por
cromatografia gasosa usando coluna apolar aquiral e coluna quiral para

monitoramento.

Analise dos compostos:
Na cromatografia apolar o tempo de retencao do alcool é de 3,77 minutos, ao passo
que de seu derivado acetilado € de 5,55 minutos, tendo como condi¢des de analise:
temp. inicial 60 °C, rampa de 10 °C/min até 230 °C.

Cromatografia coluna quiral B-ciclodextrina: temp. inicial 50 °C/5min, gradiente
2,0 °C/min até 170 °C/10min, tr = 22,01 e 22,17 para os enantibmeros.

Os cromatogramas estdo mostrados nos resultados e discussao.

VI1.2.7 - Preparagao do (t)-6-metil-(2E)-hepten-4-ol — Rincoforol (15).
OH

=
(15)

Em um baldo equipado com agitacdo magnética e sob atmosfera de argbnio,
acrescentou-se THF (20 mL), (E/Z) 1-bromopropeno (15,5 mmol, 1,87 gramas, 13,5
mL), resfriou-se a —78 °C e lentamente acrescentou-se n-BuLi (22 mmol, 8,06 mL)
deixando a mistura reacional em agitacdo durante 60 minutos. Em seguida
transferiu-se de outro baldo previamente resfriado o isovaleraldeido (10 mmol, 0,86
gramas, 1,07 mL), diluido em THF (10 mL) e deixou-se em agitagao até temperatura
ambiente e por mais 30 minutos. Em seguida acrescentou-se hidreto de litio e
aluminio (30 mmol, 1,14 g), aqueceu-se até refluxo por mais 6 horas. Agua foi

adicionada lentamente e apds separacao das fases, extraiu-se a fase aquosa com
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éter etilico. As fases organicas foram combinadas e lavadas com solugao saturada
de cloreto de sddio e secada sob sulfato de sddio anidro. Apés filtracdo evaporou-se
o solvente em rotaevaporador. O produto foi purificado conforme composto 14
anteriormente descrito obtendo-se (0,91 mmol, 1,16 gramas) com rendimento de

91% do produto puro.

Analise do composto:

FTIR: filme em pastilha de KBr: cm™ 3383; 2956; 1670; 1466; 1367; 1159;
1062; 968.

RMN "H (200MHz — CDCl5): 6 0,91 (d, J = 2,69 Hz, 3 H, H-7); 0,92 (d, J = 2,69
Hz, 3 H, H-7°); 1,27-1,5 (m, 2 H, H-5); 1,70 (d, J = 3,0 Hz, 3 H, H-1); 4,12 (dd, 13,43
e 6,84 Hz, 1 H, H-4); 5,47 (dd, J = 6,84; 15,39 Hz, 1 H, H-3); 5,66 (dq, J = 6,35,
15,39 Hz, 1 H, H-2).

RMN "*C (50MHz — CDCl3): 17,64; 22,50; 22,91; 24,55; 46,43; 71,35; 126,56;
134,68.

Cromatografia gasosa em coluna apolar VA 5: temp. inicial 60 °C, rampa 10
°C/min até 230 °C, tr = 3,11 minutos.

Cromatografia coluna quiral p-ciclodextrina: temp. inicial 50 °C/5min, rampa
1,5 °C/min 170 °C/10min, tr = 35,47 e 35,76 para os enantibmeros.

E.M. m/z (abund. Relativa %): 128 (M*, 0,3); 111(32), 95(30), 86(18), 71(100),
57(15).

Os espectros de infravermelho, RMN 'H, *C e E.M. estdo em anexo.

VI1.2.8 - Preparagao do acetato de (+)-6-metil-2E-hepten-4-ol.

OAc
W

Em um baldo equipado com agitagdo magnética sob atmosfera de argénio,
pesou-se 6-metil-2E-hepten-4-ol (1mmol, 0,128 gramas), em seguida acrescentou-se
piridina (5 mL), resfriou-se a 0°C e adicionou-se lentamente anidrido acético (3

mmol, 0,30 gramas, 0,28mL) deixando-se em agitacao até temperatura ambiente.
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A reacao foi monitorada por cromatografia em camada delgada (CCD) usando
como eluente hexano:acetato de etila 9:1, Rf material de partida igual a 0,26, Rf
produto igual a 0,75 até todo material de partida ser consumido (30 minutos).

Para extrair a reagdo acrescentou-se acetato de etila (30 mL), transferiu-se
para um funil de separagao, lavou-se com sulfato de cobre saturado (3x30 mL), em
seguida lavou-se com solucao saturada de cloreto de sédio (2x10 mL) e secou-se a
fase organica com sulfato de magnésio anidro. Apos filtragdo, evaporou-se o
solvente em evaporador rotatério e purificou-se em coluna cromatografica obtendo-

se (0,72 mmol, 0,122 gramas) com rendimento de (72%) do produto puro acetilado.

Analise do composto:

Cromatografia gasosa coluna apolar (VA 5): temp. inicial 60 °C, rampa 10
°C/min até 230 °C, tr = 4,62 minutos.

Cromatografia gasosa em coluna quiral B-ciclodextrina: temp. inicial 50
°C/5min, gradiente de 1,5 °C/min até 170 °C/10min, tr = 30,27 e 30,66 para os
enantibmeros acetilados.

Este derivado acetilado foi preparado para acompanhar a resolugao
enzimatica via cromatografia gasosa .

Os cromatogramas e analise estdo em resultados e discussao.

VI1.2.9 - Resolugao Enzimatica do (+)-6-metil-(2E)-hepten-4-ol (15) - (rincoforol).

Em um Erlenmeyer de 125 mL de capacidade, pesou-se a mistura racémica
do alcool (+)-6-metil-(2E)-hepten-4-ol (0,5 mmol, 0,064 gramas), acrecentou-se
hexano anidro (10 mL), em seguida, adicionou-se acetato de vinila (2,0 mL) e
posteriormente acrecentou-se a Enzima Cal-B novozyme 435 (0,300 gramas).
Deixou-se em agitacdo em um SHAKER a 30 °C com uma rotacdo de 170 rpm.
Retirou-se aliquotas com o auxilio de seringa descartavel apds 2, 6, 24 e 48 horas
para posterior andlise por cromatografia gasosa usando coluna aquiral e quiral
monitorar se houve formacgao do produto acetilado.

As anadlises de cromatografia em coluna apolar e quiral, estdo apresentadas nos

resultados e discusséao.
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VI1.2.10 - Preparagao do (+)-5-metil-1-hexin-3-ol (16).

OH
)\ﬁs)\%

Em um baldo equipado com agitacdo magnética e sob atmosfera de argbnio,
acrescentou-se tetraidrofurano (THF) (100 mL), resfriou-se a 0 °C, borbulhou-se
acetileno até saturar o solvente e lentamente acrescentou-se n-BulLi (20 mmol, 14,8
mL). Continuou-se a borbulhar acetileno até novamente saturar. Deixou-se em
agitacdo durante 30 minutos para a formacédo do anion acetileto de litio e em
seguida acrescentou-se, de outro baldo, o isovaleraldeido (20 mmol, 1,72 gramas,
2,15 mL), diluido em THF (10 mL). Retirou-se a refrigeracdo e deixou-se em
agitagdo até atingir a temperatura ambiente e por mais 30 minutos. Em seguida
acrescentou-se solugao saturada de cloreto de aménio (30 mL), separou-se as fases
e extraiu-se a fase aquosa com éter etilico (3 x 30 mL). Combinou-se as fases
organicas, lavou-se com solugédo saturada de cloreto de sodio (2 x 10 mL), secou-se
com sulfato de magnésio anidro e evaporou-se o solvente em evaporador rotatorio,
com rendimento bruto acima de 85%. Parte do produto foi purificado em silica flash
230-400 mesh antes de usar em resolugao e caracterizagdo. A caracterizagdo do
composto foi efetuada por RMN (300 MHz) de hidrogénio e carbono, que estéo

representados abaixo.

Analise do composto:

FTIR: Filme em pastilha de KBr: cm™ 3383; 3304; 2974; 1645; 1376; 1046;
882.

RMN 'H: (CDCls, TMS; 300 MHz): 5 0,92 (d, J = 5,28 Hz, 3 H, H-6); 0,96 (d, J
= 5,28 Hz, 3 H, H-6’); 1,52-1,72 (m, 2H H-4); 1,72-1,97 (m, 1 H, H-5); 2,19 (sl, 1 H, -
OH); 2,46 (d, 3,3 Hz, 1 H, H-1); 4,4 (td, J =7,23 e 3,3 Hz, 1 H, H-3).

RMN 'C: (CDCI3, TMS, 75 MHz), & 22,37; 22,47; 24,65; 46,69; 60,79; 72,65;
85,29.

E.M. m/z (abund. relativa %): 113 (M", 6); 96(3); 84(11); 83(100); 69(3);
57(10); 55(74); 43(2).
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Cromatografia gasosa em coluna apolar (VA 5): temp. inicial 40 °C, gradiente
2 °C/min até 230 °C, tr = 3,94 minutos.

Cromatografia gasosa coluna quiral B-ciclodextrina: 40 °C/1minl, 2 °C/min até
170 °C/5min, tr = 23,08 e 23,68 minutos respectivamente para cada um dos
enantibmeros.

Os valores de ap para o alcool de maior tempo de retencao foi de + 7,298° e
para o acetilado enzimaticamente com excesso de 84,60% foi de —13,525° que apds

correcao matematica para 100% passou a ser de -15,99°.

V1.2.11 - Preparagao do acetato de (+)-5-metil-1-hexin-3-ol.

OAc
)\/%\

Em um baldo equipado com agitagdo magnética sob atmosfera de argénio,
pesou-se (+)-5-metil-1-hexin-3-ol (16) (1mmol, 0,112 gramas), em seguida
acrescentou-se piridina (5 mL), resfriou-se a 0°C e adicionou-se lentamente anidrido
acético (3 mmol, 0,30 gramas, 0,28mL) deixando-se em agitacao até temperatura
ambiente.

A reagao foi monitorada por cromatografia em camada delgada CCD usando
como eluente Hexano:Acetato de etila 9:1. Para o material de partida obteve-se um
Rf = 0,23 e para o composto acetilado obteve-se um Rf = 0,69.

A purificagdo nao foi efetuada, pois 0 mesmo serviu somente como padrao

para determinar as condigdes cromatograficas em coluna quiral.

Analise do Composto:
Cromatografia gasosa em coluna polar (VA 5): temp. inicial 40 °C, 2 °C/min
até 230 °C, tr = 9,67 minutos.
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Cromatografia coluna quiral B-ciclodextrina: 40 °C/1min, 2 °C/min até 170
°C/5min, tr = 18,09 e 20,03 minutos respectivamente para cada um dos

enantiomeros acetilados.

VI.2.12.1 - Resolugao Enzimatica do (£)-5-metil-1-hexin-3-ol (16).

Em um Erlenmeyer de 125 mL de capacidade, pesou-se a mistura racémica do
alcool (+)-5-metil-2-hexin-3-ol (0,5 mmol, 0,056 gramas), acrecentou-se hexano (10
mL), em seguida adicionou-se acetato de vinila (2,0 mL) e posteriormente a Enzima
Cal-B novozyme 435 (0,300 gramas). Deixou-se em agitagdo num SHAKER a 30 °C
com uma rotagcdo de 170 rpm. Retirou-se aliquotas com o auxilio de seringa
descartavel apés , 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas para posterior analise por cromatografia
gasosa usando coluna quiral para monitorar se houve formagdo do produto

acetilado.

Analise dos compostos:

A analise da acetilacao, foi monitorada por CG quiral e os tempos de retencao dos
alcoois e seus derivados acetilados foram os seguintes: para o composto acetilado
de menor tempo de retencéo foi de 18,09 minutos; para o composto acetilado de
maior tempo de retencao foi de 20,03 minutos; para o alcool de menor tempo de
retencao foi de 23,08 minutos e para o alcool de maior tempo de retengao foi de
23,68 minutos.

V1.2.12.2 — Separagao dos compostos da resolugcao enzimatica de (16)

Apods o término da reagao de resolugédo enzimatica filtrou-se o meio reacional
e lavou-se a enzima com hexano (2 x 5 mL), combinou-se as fases organicas e
evaporou-se o hexano em evaporador rotatorio. Apds concentrar, separou-se o
alcool do acetilado enzimaticamente por cromatografia de coluna, usando silica flash

230-400 mesh e diclorometano como solvente tendo o alcool com rf = 0,40 e o
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acetilado um rf = 0,60. Em seguida evaporou-se o solvente dos compostos
separados obtendo-se do alcool (0,23 mmol, 0,028 gramas) com rendimento de 46%
e do composto acetilado obteve-se (0,22 mmol, 0,034 gramas) com rendimento de

44% do produto puro.

V1.2.12.3 - Hidrélise do enantiomero de (16) acetilado.

Em um baldo de 50 mL, equipado com condensador de refluxo, acrescentou-
se o éster (1,0 mmol, 0,154 gramas), solugdo hidréxido de soédio:metanol 10%
massa/volume (2 mL) e agua (0,3 mL). Em seguida, refluxou-se durante 60 minutos
até total hidrélise do éster, deixou-se esfriar até temperatura ambiente e extraiu-se
com éter etilico (3 x 20 mL). As fases orgéanicas foram combinadas, lavada com
solucdo saturada de cloreto de sodio (2 x10 mL), secada com sulfato de magnésio
anidro e filtrada. O solvente foi evaporado em evaporador rotatério, obtendo-se (0,89

mmol, 0,100 gramas) com rendimento de 89%.

Analise do composto:

Cromatografia coluna quiral B-ciclodextrina: temp. inicial 40 °C/1min, 2 °C/min
até 170 °C/5min, tr = 21,83 e 22,54 minutos respectivamente para cada um dos
alcoois obtidos da hidrdlise.

V1.2.13 — Preparagao das amostra para Polarimetria.

Em um baldo volumétrico de 10 mL de capacidade, pesou-se 0,1020 gramas de

amostra e acrescentou-se éter etilico até o volume do baldo. Homogenizou-se e em

seguida preencheu-se a cubeta com amostra para leitura no polarimetro.
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ANEXO

ESPECTROS SELECIONADOS



VIl - ESPECTROS SELECIONADOS

Espectro de infravermelho do (+)-1-fenil-2-butin-1-ol (13).
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Vil - ESPECTROS SELECIONADOS

Espectro RMN "H (200 MHz, CDCL3) do 1-fenil-2-butin-1-ol (13).
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Vil - ESPECTROS SELECIONADOS

Espectro RMN "*C (50 MHz, CDCLs3) do 1-fenil-2-butin-1-ol (13).
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Vil - ESPECTROS SELECIONADOS

Espectro de infravermelho do (+)-6-metil-2-heptin-4-ol (14).
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Vil - ESPECTROS SELECIONADOS

Espectro de RMN "H (200MHz, CDCls) do (+)-6-metil-2-heptin-4-ol (14).

68D
@
GET5 1
WED —
T
My %:
BT
G857 —
AT —=
SHT
BT
ad T
wF T
[
_'-"ﬂ
OH -
[
N [
(14) O [
-
Q o
="
[ =
i —_ oescn ]
LTEE iy
RET [
WE
HiEE
ek -
Kal
[
-
_'Q
=1
Ral
=1
[ =
e
oz — —
[
mdamy |

(P )

91



Vil - ESPECTROS SELECIONADOS

Espectro de RMN *C (50MHz, CDCls) do (+)-6-metil-2-heptin-4-ol (14).
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Vil - ESPECTROS SELECIONADOS

Espectro de RMN DEPT135 (60MHz, CDCI3) do (+)-6-metil-2-heptin-4-ol (14).
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Vil - ESPECTROS SELECIONADOS

Espectro de massa do (+)-6-metil-2-heptin-4-ol (14).
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Vil - ESPECTROS SELECIONADOS

Espectro de FTIR do 6-metil-2E-hepten-4-ol (15).
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Vil - ESPECTROS SELECIONADOS 96

Espectro de RMN "H (200 MHz, CDCls) do 6-metil-2-hepten-4-ol — rincoforol(15).
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Vil - ESPECTROS SELECIONADOS 97

Espectro de RMN *C (50 MHz, CDCl3) do 6-metil-2-hepten-4-ol — rincoforol (15).
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Vil - ESPECTROS SELECIONADOS

Espectro de massa do (+)-6-metil-2E-hepten-4-ol — rincoforol (15).
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Vil - ESPECTROS SELECIONADOS

Espectro de infravermelho do (+)-5-metil-1-hexin-3-ol (16).
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Vill - ESPECTROS SELECIONADOS 100

Espectro de RMN "H (300MHz, CDCls) (+)-5-metil-1-hexin-3-ol (16).
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Vil - ESPECTROS SELECIONADOS

Espectro de RMN *C (300MHz, CDCls) (+)-5-metil-1-hexin-3-ol (16).
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Vill - ESPECTROS SELECIONADOS

Espectro de Massa do (+)-5-metil-1-hexin-3-ol (16).
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