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RESUMO

As hidrolises enantiosseletivas dos o- e f-butiriloxifosfonatos (£)-2a-e mediadas por lipase de
Candida rugosa forneceram rendimentos quimicos superiores a 46,8% e excessos enantioméricos de
96,4 a >99%, demonstrando a importincia da metodologia para a obtengdo de o e [-
hydroxyphosphonatos quirais.
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INTRODUCAO

Os compostos « e f-hidroxifosfonatos sdo de extrema importancia devido ao potencial
de atividade bioldgica, como inibidores de renina, 5-enolpiruvilshikimate-3-fosfato sintase -
EPSP sintase, HIV protease, além de serem intermediarios quirais em sintese de produtos de
quimica fina, farmacéutica e agroquimica (Zou et al. 2015; Sobhani e Tashrifi 2010).

Na literatura estdo descritas biotransformac¢des de compostos organofosforados, as
quais utilizam células integras de Saccharomyces cerevisiae, Cladosporium sp., Geotrichum
candidum e Rodothorula glutinis, bem como o uso de resolugdo enzimatica com lipases de
Candida antartica, Candida rugosa, Mucor michei, entre outras, para a obtencao de «, fe y-
hidroxifosfonatos opticamente ativos (Zymanczyk-Duda et al. 2011; Yamagishi et al. 2004;
Zhang et al. 2003; Yuan et al. 2001). No entanto, a redugdo enantiosseletiva de
cetofosfonatos, bem como a resolucdo de o~ e f-hidroxifosfonatos (Brzezinska-Rodak et al.
2011; Kafarski e Lejczak 2004) por células integras e enzimas apresentam dificuldades de
sintese, pois a seletividade depende da natureza dos grupos substituintes e da posi¢do do
grupo carbonila ou hidroxila, além de certos compostos cetofosfonatos serem degradados em
meio aquoso, diminuindo o rendimento e o excesso enantiomérico (ee).

Neste trabalho relatamos importantes resultados obtidos na sintese de o e f-
hidroxifosfonatos mediadas pela enzima lipase de Candida rugosa, com rendimentos
quimicos, superiores a 78%, quando considerado 30% de conversdo e rendimento maximo de
50% para a obtenc¢do dos « e f-hidroxifosfonatos com ee 96,4 a >99%.

MATERIAIS E METODOS

Os compostos cloroacetona, 2-cloro-1-feniletanona, benzaldeido, 2-clorobenzaldeido,
cinamaldeido, anidrido butirico, dimetilaminopiridina e acido oxalico foram adquiridos da
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Sigma-Aldrich Co e a lipase de Candida rugosa foi cedida pela Amano Enzyme Inc. - Japao.
Os demais solventes e reagentes s3o comerciais.

Os compostos f-hidroxifosfonatos (+)-1a e (+)-1b foram sintetizados a partir de
cloroacetona e 2-cloro-1-feniletanona, respectivamente, em reagao com iodeto de potassio em
acetonitrila e trimetilfosfito, a temperatura ambiente, conforme descrito por Pietruszka e
Wittinstitut (2006), seguido de redug¢do com borihidreto de sédio (NaBH4), fornecendo
rendimentos isolados superiores a 88% apos purificagdo em sistema de cromatografia
Biotage, utilizando acetona como eluente. Os a-hidroxifosfonatos (+)-1¢-e foram sintetizados,
com pequenas mudangas para otimizagdo, segundo a metodologia de Vahdat et al. (2008) a
partir de 2-clorobenzaldeido, benzaldeido e cinamaldeido reagindo com 1,1 equivalente de
trimetilfosfito, na auséncia de solvente e a temperatura de 80 °C, fornecendo os a-
hidroxifosfonatos (£)-1c¢-e com rendimento superior a 94%. Os a-hidroxifosofnatos (£)-1a-e
foram esterificados utilizando anidrido butirico ¢ 0,5 mol% de dimetilaminopiridina - DMAP,
como catalizador, em diclorometano a temperatura ambiente, fornecendo os compostos (+)-
2a-e com rendimento superiores a 85% apds purificacdo em sistema de cromatografia
Biotage, utilizando gradiente acetona/metanol. As estruturas quimicas do compostos
sintetizados foram confirmadas por RMN de 'H, '*C e 3'P e analise de CGEM e estdo de
acordo com a literatura (Sun et al. 2013; Zhang et al. 2003 e 2002; Spilling e Rowe 2001).

As hidrolises enantiosseletivas de a- e fS-butiriloxifosfonatos (+)-2a-e utilizando lipase
de Candida rugosa foram realizadas em sistema bifasico, com éter diisopropilico e tampao
fosfato 0,1 M pH 7 contendo 1,2 M de MgCl,, a temperatura de 40 °C, por 4-24 h, com
excelentes rendimentos quimicos de 78-92%, considerando a conversdo obtida de 30% nas
reagdes de hidrdlise, apos purificagdo em sistema de cromatografia Isolera One da Biotage,
utilizando gradiente de hexano-acetona como fase movel. As configuracdes absolutas foram
determinadas através da comparacdo das medidas de rotagdo optica ([a]p>’) dos compostos
obtidos (R)-1a-e e (S)-2a-e com as descritas na literatura (Sun et al. 2013; Zhang et al. 2003 e
2002; Spilling e Rowe 2001).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A hidrolise enantiosseletiva de o~ e f-butiriloxifosfonatos (+)-2a-e mediada por lipase
de Candida rugosa forneceram os f-hidroxifosfonatos (R)-(+)-1a-b e o-hidroxifosfonatos
(R)-(+)-2c-e e estao representados na Figura 1.
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Figura 1 - Hidr6lise enantiosseletiva de - e S-butiriloxifosfonatos (£)-2a-e.
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Na Tabela 1, estdo reportados os rendimentos quimicos, isolados, € os excessos
enantioméricos dos compostos - f-hidroxifosfonatos (R)-la-e obtidos das reagdes de
hidrolise enantiosseletiva de a- e B-butiriloxifosfonatos (+)-2a-e mediadas por lipase de Candida
rugosa.

Tabela 1 - Hidrélise enantiosseletiva de o- e S-butiriloxifosfonatos (+)-2a-e mediada por lipase
de Candida rugosa.?
Substrato Produto Tempo (h) Rendimento isolado (%) [a]p?® ee (%) E (%)

2a (R)-1a 24 46,8 +14 978 135
2b (R)-1b 12 50,4 +28 98,5  >200
2c (R)-1¢ 24 52,8 +39,1  >99  >200
2d (R)-1d 24 51,2 +28.8 964 81

2e (R)-1e 4 55,2 +383  >99  >200

2 1 mmol de substrato foi dissolvido em 2 mL de éter diisopropilico e adicionados a uma suspensao de 80 mg de
lipase de Candida rugosa em 2 mL de tampao fosfato de potassio 0,1 M, pH 7, e 240 mg de MgCl,, mantendo a
mistura reacional sob agitacdo magnética e a temperatura de 40 °C. As reagdes foram monitoradas por CGMS
até conversio de 30%.° Rendimento isolado (%) calculado em relagdo a 50% de resolugdo enzimatica.

As reacdes de hidrolise enatiosseletivas foram conduzidas em sistema bifasico
utilizando éter diisopropilico e tampao fosfato 0,1 M, pH 7, com adig¢do de 1.2 M de MgCly,
que tem a funcdo de diminuir a agregacdo da enzima no sistema bifésico, proporcionando uma
melhor performance do processo biocatalitico (Zhang et al. 2003; Okamoto 2000; Kvittingen
et al. 1992). Desta maneira, as reacoes de hidrdlise enantiosseletiva forneceram rendimentos
quimicos, isolados, superiores a 46,8%, ee 96,4 a >99% e valores de Enantiosseletividade (E)
superiores a 81%, o que demonstra que o processo ¢ uma excelente metodologia de sintese
para a producdo de a- e S-hidroxifosfonatos opticamente ativos. As configuragdes absolutas
foram determinadas através da comparagdo das medidas de rota¢do optica ([@]p®’) com as
descritas na literatura (Sun et al. 2013; Zhang et al. 2003), e os valores E (%) foram
calculados de acordo com Yuan et al. (2003) e Spilling e Rowe (2001).

Estudos complementares para maior compreensdao do processo biocatalitico serdo
realizados para otimizacao do processo de obten¢do dos a- e f-hidroxifosfonatos opticamente
ativos, bem como aumento do nimero de compostos com diferentes substituintes e serdao
reportados futuramente. E importante ressaltar que estes compostos o~ ¢ S-hidroxifosfonatos
opticamente ativos podem ser utilizados em rotas sintéticas para a producao de intermediarios
para as industrias de quimica fina, agroquimica e farmacéutica.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos das reagdes de hidrolise enantiosseletivas de o e f-
butiriloxifosfonatos (£)-2a-e mediadas por lipase de Candida rugosa demonstraram que a
metodologia empregada para obtencdo de (R)-(+)-la-e e de (5)-(-)-la-e ¢ de extrema
importancia, pois forneceram rendimentos quimicos superiores a 46,8% e ee 96,4 a > 99%.
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