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REDUGOES ENANTIOSSELETIVAS DE CETONAS UTILIZANDO-SE FERMENTO DE PAO
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ENANTIOSELECTIVE REDUCTIONS OF KETONES USING BAKER'S YEAST. Baker’s yeast has been
successful employed to reduce carbonyl compounds carrying appropriated substituents at distances under
the electronic influence of the keto group. High yields and enantiomeric excess (ee) were obtained with
1,2-alkanedione, 1,2-alkanedione (2-O-methyloxime) and 1,3-alkanedione. Potential chiral building blocks
were obtained and applied for stereoselective synthesis of valuable compounds. Evidence for a free radical
chain process was obtained with baker’s yeast reduction of a-iodoacetophenone using radical inhibitors.
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INTRODUCAO

As transformagdes microbianas e em particular aguelas medi-
adas por fermento, tem sido largamente empregadas desde os
primérdios da humanidade para a produgéo de péo, de laticinios
e bebidas alcodlicas. Todas as aplicagdes deste inicio usavam
culturas de microorganismos mistos, e dirigidas para operacoes
biotecnol6gicas em &reas da agricultura e nutricdo humana. Foi
L. Pasteur em 1862' quem estabeleceu a base cientifica destas
antigas aplicaces, principalmente a oxidagdo do dcool a acido
acético usando uma cultura pura de Bacterium xylinum?. Alguns
anos mais tarde foram realizadas investigagdes sobre a oxidacéo
de glucose a &cido gluconico® por Acetobacter aceti, e de sorbitol
a sorbose* por Acetobacter sp. A acdo redutora da levedura
Saccharomyces cerevisae foi observada pela primeira vez por
Dumas em 1874°. Ele constatou, que a adicdo de enxofre
finamente pulverizado a uma suspenséo fresca de fermento bio-
I6gico em uma solugéo de aglcar desprendia sulfeto de hidrogé-
nio. A reducdo de furfural a &cool furfurilico em condigdes
anaerébicas de fermentacdo na presenca de fermento vivo®, foi
a primeira “reduco fitoquimica’’ de uma molécula organica.
Uma condensacdo aciloinica envolvendo benzaldeido realizada
na década 1910-1920, teve aplicagdo industrial na sintese da
(-)-efedrina, constituindo-se no primeiro processo industrial com-
binando sintese microbiolégica e quimica®. Estd muito bem
documentado na literatura da Ultima década que biocatalisadores
(microorganismos e enzimas isoladas)® tiveram ampla aplicacéo
como reagentes ‘seletivos’ para a solucéo de problemas sintéti-
cos da quimica organica. Apesar da extraordinéria especificidade
da catélise enzimatica ter sido reconhecida ha muito tempo, ape-
nas recentemente tem sido aplicada na transformagéo seletiva de
substratos ndo naturais, principalmente na produgdo de compos-
tos quirais enantiomericamente puros. Atualmente é amplamen-
te reconhecido que compostos biologicamente ativos usados
como medicamentos ndo devem ser empregados como
racematos'®. Além disso, cada vez com mais intensidade, ha
uma absoluta necessidade de se desenvolver reagentes e proces-
sos ambientalmente compativeis, uma das razGes pelas quais os
biocatalisadores tiveram este notével desenvolvimento nos Ulti-
mos anos™.

O mais popular biocatalisador utilizado pelos quimicos or-
ganicos é o Saccharomyces cerevisae (fermento de péo, de
padaria ou de padeiro). Varios s80 0s motivos para este suces-
so destacando-se a alta enantiossel etividade, rendimentos qui-
micos compativeis, a ampla disponibilidade, custo desprezivel,
ndo requer adi¢édo de dispendiosos cofatores, pois estdo dispo-
niveis nas células, e a facilidade de manuseio que ndo exige

conhecimentos de microbiologia®?, que tanto amedrontam os
quimicos e os afastam na hora da escolha entre um reagente
guimico e um microorganismo. Vérios e abrangentes artigos
de revisdo estdo disponiveis na literatura mostrando a utiliza-
¢do do fermento de p&do como biocatalisador em sintese orga-
nica’®. O uso de enzimas isoladas pode ter muito sucesso quan-
do o catalisador for inexpensivo, facilmente purificado, e ndo
requerer uso de cofatores. Como apenas um Unico catalisador
esta presente, dificuldades com reagdes competitivas sdo evita-
das e as condi¢des de reagdo podem ser facilmente controla-
das. Por outro lado, células inteiras de microorganismos po-
dem produzir enzima(s) de interesse, e s80 mais apropriadas
do que enzimas que exigem adicdo de cofatores, em particular
aquelas que catalisam reacdes redox**. Uma solugo para estes
problemas de existéncia de mais de uma enzima competitiva
foi proposta por Stewart e colaboradores empregando fermen-
to de p&o recombinante!®. A enantiosseletividade na reducéo
de grupos carbonilicos por fermentos é também fortemente in-
fluenciada pela concentracéo do substrato e do produto forma-
do'®. Essa monitoracdo do meio é particularmente importante
nas reacBes mediadas com fermento de p&o, principamente
qguando o problema de rendimentos limitados (quimicos e Oti-
cos) é decorrente da inibicdo pelo produto e substrato. Algu-
mas alternativas para controle da concentracdo do substrato/
produto foram introduzidas recentemente permitindo sensivel
melhora na seletividade®”.

REDUCOES DE COMPOSTOS CARBONILICOS

ReducBes de cetonas aliféticas com fermento de pdo na
auséncia de qualquer outra funcionalidade ocorrem lentamen-
te. Cicloalcanonas fornecem em geral rendimentos abaixo de
50%, apos alguns dias de reagdo. A acetofenona deu apds 3
dias de reacdo com fermento, 15-23% de rendimento quimico
e um rendimento 6tico de 69%'8. Com a finalidade de aumen-
tar o rendimento quimico e 6tico, e preparar haloidrinas quirais
gue sdo importantes intermediarios sintéticos, foi introduzido
um halogénio no carbono a da acetofenona. A a-cloroacetofe-
nona 1 foi reduzida em condi¢des fermentativas na presenca
de sacarose durante 48 h, e forneceu (-)-(R)-2-cloro-1-fenileta-
nol 2 com 37% de rendimento isolado e 90% de rendimento
ético (Tabela 1)*°. Alterando-se as condicBes reacionais, a re-
acdo foi repetida sem adicdo de sacarose (condicbes ndo fer-
mentativas) e a cloridrina 2 foi isolada com 74% de rendimen-
to, mostrando leve decréscimo do rendimento 6tico, 82%. Num
terceiro procedimento, a cetona 1 foi dissolvida em etanol e a
solucdo foi adicionada |entamente num meio fermentativo com
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sacarose, e a cloridrina foi obtida com 84% de rendimento e
grande decréscimo no rendimento ético, 44%. Com a a-fluoro-
acetofenona houve um leve aumento em ambos rendimentos,
guimico e 6tico, enquanto que com o bromo derivado, o rendi-
mento quimico caiu para 10% em contraste com o 6tico que
ficou entre 90-97%, dependendo das condi¢Bes experimentais
utilizadas. Foi concluido que além do efeito indutivo do
halogénio no carbono a da acetofenona, ha também a influéncia
de adicdo de aglicar no meio reacional. Esta Ultima observacdo
ficou bastante evidente nos estudos da redugéo da acetofenona
mediada pelo fermento de péo, onde tanto o rendimento quimi-
€O quanto o Gtico variaram significativamente com a quantidade
de agtcar adicionada ao meio reacional (Figura 1)%°.
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Figura 1. Influéncia da quantidade de sacarose adicionada nos rendi-
mentos quimicos (@) e 6ticos (M) na redugédo da acetofenona media-
da por fermento de péo.

Um comportamento diferenciado ocorreu com o a-iodoace-
tofenona 1d, fornecendo acetofenona 3 com 67% de rendimento
acompanhado de 32% de (-)-(S)-1-feniletanol 4, sendo esta pro-
veniente provavelmente da reducdo do intermedidrio da reagéo,
a acetofenona. Sabe-se que grupos substituintes retiradores de
elétrons localizados em para no anel aronético da acetofenona,
aumenta a velocidade da reacdo de reducdo mediada por fer-
mento de p&o?%. Nakamura e colab. estudaram na década de 80

Tabela 1. Reducdo de a-haloacetofenonas por fermento de péo.

Quim. Nova

a reducdo da 4-iodoacetofenona 5, e isolaram o (S)-1-(4-
iodofenil)-1-etanol 6 com 30% de rendimento e 96% de ee (50%
do material de partida foi recuperado apés 2 dias de reacdo)?.
Conclui-se portanto, que grupos retiradores de elétrons posicio-
nados tanto no anel, quanto na parte aifética das acetofenonas
melhoram levemente o rendimento e provocam um importante
incremento no ee, atingindo valores superiores a 90%.

0

fermento de pdo

Esquema 2

Como aplicag8o sintética das halohidrinas obtidas com alto
ee, utilizou-se a (-)-(R)-2-cloro-1-feniletanol 2 para gerar o
epoxido 7 que foi empregado como intermediério para a ob-
tencdo de (R)-(-)-feniletanolaminas (Esquema 1)%°. Sabe-se que
a amondlise de 7 ocorre com baixos rendimentos®®. A etanola-
mina 8b foi obtida com um rendimento global de 52%
(a partir de 2b) e 90% de ee, cuja estrutura corresponde a (-)-
ubina isolada na forma de cloridrato do cactus mexicano
Doliclothile uberiformis®”.

OH

HNR'R? R!
L D AP
Ph Ph R
7 8a: R'=R’=H 17%: 76% ee
8b: R'=R?=CHs 529; 90% ee
8c: R'=H; R?= ~ %" 38%: 76% ec
Esquema 3

A auséncia de formagdo de 2-iodo-1-feniletanol 2d, indica
uma provavel mudanga de mecanismo na reducdo de fermento
de pdo, quando passou-se de a-fluor-, a-cloro-, a-bromoaceto-
fenona para a-iodoacetofenona 1d. Quando foi adicionado m-
dinitrobenzeno ao meio racional, um reagente frequentemente
usado como inibidor de radicais, na redugdo de 1d, foram iso-
lados a acetofenona 3 e o 1-feniletanol 4 com rendimentos de
9-15% e 16% respectivamente. Além disso, obteve-se também a
()-(R)-2-iodo-1-feniletanol 2d?8. A racionalizagio efetuada, foi
que a formagdo do 2-iodo-1-feniletanol 2d deve ocorrer por um
mecanismo de transferéncia de hidreto controlada pelas enzimas
do fermento, enquanto que a reacdo realizada na presenca de
DNB inibe um processo de radicais livres levando a formag&o

PhCO,CH,X M étodo? Tempo de PhCO(OH)CH»X ee (%)°
reagéo, h Rend. (%) [a]®
F B 24 67 -51,7 972t
F A 48 44 -50.6 9521
F B 24 67 -51,7 g7%t
cl A 48 37 -43,3 90%
cl B 24 74 -39,3 82%2
cl C 4 84 21,1 4422
Br A 96 9 -38,2 93%
Br B 24 9 -39,7 9722
Br C 4 11 -36,9 90%?
I B 24¢ — — —
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de acetofenona 3, que seréd reduzida posteriormente (por transfe-
réncia de hidreto) para 1-feniletanol 4. Os resultados sugerem
gue a reacdo pelo mecanismo radicalar consome a a-iodoaceto-
fenona 1d preferencialmente na auséncia de DNB, ndo deixando
reagente para formar 2d pelo mecanismo de transferéncia de
hidreto. A desalogenacdo de a- e B-halocetonas mediadas por
microorganismos tem sido frequentemente observadas®®.

fermento

o /" depao
)k/'
Ph

1d . fermento

o} OH
)k * /k
Ph Ph
3, 67%

O OH OH
)k + /k + /k/ |
de pdo Ph Ph Ph

DNB 3, 9-15%

4, 32%

4, 16% 2d, 15-17%

Esquema 4

A reducéo dos racematos de a-halo e a-azidopropiofenonas
mediadas por fermento de pdo produzem uma mistura dos
diasterecisdmeros syn e anti de haloidrinas oticamente ativas
como mostrado na Tabela 2%°. E interessante notar que a redu-
¢do da ligagdo C=0 originou um centro quiral de configuragdo
R independentemente da configuragdo do carbono vizinho. A
reducdo microbioldgica das a-halo e a-bromopropiofenonas
também foi estudada utilizando-se vérios microorganismos™.

Acrescentando uma carbonila no esqueleto das acetofenonas,
como por exemplo a 1-fenil-1,2-propanodiona 9, observou-se
um significativo aumento no rendimento da redugdo com fer-
mento de p&o (67-88% dependendo das condic¢des reacionais:
controle de pH, adicdo de aditivos e temperatura) e um ee
superior a 95%%. As condices da reagéo afetam n&o apenas o
rendimento mas também a regiosseletividade, alterando a pro-
por¢do dos produtos 10, 11 e 12. Trocando uma cetona por
grupo éster, como por exemplo o benzoilformiato de etila 13,
foi observado um bom rendimento quimico na redugdo com
fermento de p&o para formar o correspondente a-hidroéster 14
(cerca de 70%) e um excelente ee (100%)%. Esta reducéo efe-
tuada como fermento imobilizado e empacotado em um reator
tipo coluna e operando em processo continuo, proporcionou
um rendimento de 50%, constante durante 30 dias de operagéo
e >90% de ee®. Observa-se portanto, que o0 acréscimo de uma
carbonila ou de grupamento éster como o benzoilformiato na
posicdo a do esqueleto das alquilbenzofenonas, proporciona
um significativo aumento tanto no rendimento, como na pure-
za Gtica dos produtos formados.

Uma alteracdo importante no esqueleto de 9, envolve a pre-
paracé@o da correspondente 2-oxima que foi metilada com uma
modificacdo no método de Buehler®. As alquil fenil cetonas
foram preparadas pelo método de Slater®® para formar (E)-1-
fenil-1,2-alcanodiona 2-oximas. Enquanto que a nitrosagdo de
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alquil fenil cetonas geram (E)-1-fenil-1,2-alcanodiona 2-oxima,
foi obtida uma mistura de isbmeros-E e Z- com a reacdo da
apropriada 1-fenil-1,2-alcanodiona com cloridrato de metoxi-
lamina. A evidéncia Para 0 isdbmero-E foi baseada na compara-
cdo do espectro de *C NMR da mistura de isdmeros-Z e E,
com uma amostra pura do isdmero-E¥’.
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Esquema 6

A func8o cetona da fenilglioxal O-metilalcoxima 16a e (E)-
1-fenil-1,2-alcanodiona 2-(O-metiloxima) 16b-e, foi reduzida
com fermento de p&o formando os correspondentes & coois 17a-
e, oticamente ativos. Na Tabela 3, sdo apresentados os resulta-
dos com o tempo reacional otimizado, medido por cromatogra-
fia gasosa. O tamanho da parte alquilica tem muita influéncia
tanto na reatividade quanto na enantiosseletividade: enquanto
as reatividades de 16a-e diminuem, os ee aumentam conside-
ravelmente com o aumento do tamanho do substituinte R.

Enquanto que O-metiloximas 17c-e sdo estaveis no meio de
bioreducdo, 17a e 17b sofrem reagBes subsequentes. Deste
modo, a O-metiloxima 17b foi convertida apds 120h para (-)-
(R)-1-fenil-1,2-propanodiol, 18 (R = Me)®. E razoavel supor
gue a transformacdo de 15 em 16 deva envolver duas etapas:
uma hidrdlise da fungdo O-metiloxima formando a cetona cor-
respondente, seguido da redugdo estereosseletiva desta cetona for-
mando o diol ¢ticamente ativo. O diol 18 (R = Me) é geramente

Tabela 2. Redugdo de racematos de a-halo e a-azidopropiofenonas por fermento de p&o.

PhCO,CHXCH3; Método? Rend. (%) syn/anti e.e. (%) syn e.e. (%) anti
cl A 19 1
cl B 40 1 63 (1R.2R) 40 (1R,29)
Br B 4 2 66 6
[ B 0
N3 B 8,4 1,2 80 (1R,2R) 72 (1R,29
N C 66-89° 1 91-93 (1R 2R) 85-94 (1R,29
N3 D 32-74° 1 87-96 (1R2R) 81-93 (1R,29

a - Método A: fermento de pdo com sacarose; Método B: fermento de pao sem adi¢do de sacarose; Método C: fermento de p&o
imobilizado em montmorilonita K10; Método D: fermento de p&o imobilizado em crisotila; b- Rendimentos obtidos nos varios

ciclos de reutilizagtes™
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Tabela 3. Reducdo de (E)-1-fenil-1,2-alcanodiona 2-(O-metiloxima) com fermento de p&o
PhC(O)C(NOMe)R Tempo de reacio (h) Rendimento (%) [a]® ee” (%)
(E)-17a (R = H) 6 14 +3,8° 65
(E)-17b (R = Me) 24 75 -115¢ 88-97°¢
(E)-17c (R = EYt) 48 73 -105¢ 92
(E)-17d (R = nPr) 72 52 -137¢ 98
(E)-17e (R = nBu) 72 48 -144¢ >99

a) rendimento quimico isolado; b) CG quiral (B-ciclodextrina); c) ¢ = 4,5 CHCl3; d) ¢ = 1,3 =CHCl3

” OH
P N R fermento de péo /'v R
l — P
OMe “OMe
(E)-16b-e (R)-(B)-17b-e
bR=Me dR=n-Pr
cR=Et eR=n-Bu
Esquema 7

obtido quando 1-fenil-1,2-propanodiona 9 é submetido a redu-
¢do com fermento de pdo sem controle de pH (vide discussdo
anterior). A hidrdlise da funcdo O-metiloxima é uma etapa cri-
tica e parece ser dependente do tamanho do grupo R. N&o hou-
ve sucesso na desoximagdo de 15b usando as metodologias dis-
poniveis para oximas®.

OH R=Me OH
R fermento R /k/
S R

oo e T e

N\OMe N< - OH
OMe R=EtnPr,nBu
(E)-16b-e (R-(E)-17b-e 18
Esquema 8

A reducédo de 1,3-dicetonas proporciona um esqueleto mui-
to favoravel e por isso mesmo muito estudado, e de uma ma-
neira geral acontece com elevado rendimento (>80%) e exce-
lente ee (>99)**. Fauve e Veschambre estudaram a redugdo de
1-fenil-1,3-butanodiona 19 obtendo mistura de cetéis com 90%
de rendimento®™. Apés 72h de reago, obtiveram 20 e 21 numa
proporcdo de 85:15 com ee de 98 e 96%, respectivamente.

e} o) . OH O O OH
M fermento depep K/H\ * /H\/k
—_—
Ph Ph Ph

90%, 72h
19 20-(9), 98% ee 21-(9), 96% ee

85:15
Esquema 9

Reducdes de [3-cetoésteres por fermento estdo muito bem do-
cumentadas na literatura’? e tem sido estabelecido que a configu-
racdo absoluta e a enantiosseletividade depende da natureza e do
tamanho dos substituintes, tanto adjacentes ao grupo carbonila
quanto ao éster’?. Além disso, dependem do meio reaciona®:
pH*, concentragdo do carbohidrato® e do substrato™, solvente®
(auséncia de dgua ou peguena gquantidade de solventes ndo agquo-
s0s), adicdo de aditivos®® e condiges de cultivo do fermento®. O
curso estereoquimico da redugdo de B-cetoésteres por fermento

de pdo pode ser controlado, tratando o sistema reducional com
&cool alilico® através daimobilizaco do biocatalisador®® ou mes-
mo empregando ata pressdo hidrostética®. Através de modela-
gem molecular foi desenvolvido um modelo para prever a confi-
guragdo de substratos ndo naturais em reacOes catalisadas por S.
cerevisiae®l. Vérios autores aplicaram recentemente métodos
quimioenziméaticos envolvendo fermento na sintese de farmacos
(fluoxetina)®?, na sintese assimétrica da (+)-sitofilure que é a for-
ma natural do feromdnio de agregacdo de Stophilus sp.%%, na
sintese do feromonio sexual da praga do fumo Lasioderma
serricorne F.%*, na sintese enantiosseletiva de sesquiterpenos da
familia do hisaboleno®, na sintese de juvabione®, na preparacéo
de derivados da vancomicina®’, na obtencio da cadeia lateral do
paclitaxel®, numa sintese altamente enantiosseletiva para obten-
¢ao de butenolidos empregados na preparacdo de ethisolido,
lactona whisky e (-)-avenaciolido®, e na obtencéo de B-hidroxi-
piperidinocarboxilatos usados na sintese de 3-quinuclidinol°.

CONCLUSAO

O fermento de pao é um excelente biocatalisador que foi
utilizado com sucesso em substratos ndo naturais. O sucesso
da redugcdo de cetonas em relacdo ao rendimento e a
enantiosseletividade, é dependente da eletrofilicidade da
carbonila e da presenca de substituintes ativantes posicionados
em distancias estratégicas do grupo carbonilo. Dois mecanis-
mos competem simultaneamente: um por transferéncia de
hidreto e outro radicalar, dependendo da estrutura do substrato.
O meio reacional (caldo bioldgico) necessita de controle e de
aditivos presentes que além de facilitar um dos mecanismos
incrementardo o rendimento e 0 excesso enantiomeérico.
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