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ENZYMATIC, CHEMOENZYMATIC AND PHOTOENZYMATIC CASCADE REACTIONS: PERSPECTIVES FOR A MORE
SUSTAINABLE ORGANIC SYNTHESIS. Chemicals are rarely the result of a single transformation but rather the consequence of
several individual reaction steps. Classically, these individual steps are carried out in sequence, including isolation and purification of
the intermediate products. However, the reasons for choosing to carry out cascade reactions can be multiple, such as (i) the chance to
prepare unstable and/or toxic intermediates, which are consumed directly in a subsequent step, (ii) the option to shift the equilibrium
of a reaction by removing the co (product), or (iii) simply bypass the tedious work of isolating and purifying intermediates, saving
reagents, solvents, time and money, and still generating less waste. Therefore, it is not surprising that so-called cascade reactions are
gaining considerable interest in academic and industrial research. The purpose of this review is to show recent, promising research
and new trends, the potential and current limitations of cascade reactions in organic synthesis that involves at least one enzymatic
step in the cascade. This review will address cascades involving multi enzymatic, chemoenzymatic, and photoenzymatic cascades,
where all steps are performed in one reaction vessel simultaneously or sequentially and the cascades in the regime of continuous flow.
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INTRODUCAO

A industria quimica € considerada “a industria das inddstrias”
pois estd na base de fornecimento de matérias-primas para todas as
outras e, com a crescente demanda por novos produtos e tecnologias
a industria quimica tornou-se uma das protagonistas no avango
tecnoldgico. Entretanto, grande parte das metodologias sintéticas
em andamento conta com etapas laboratoriais trabalhosas e, por
vezes numerosas como por exemplo, as etapas de isolamento e
purificagdo de intermedidrios, que consomem reagentes, solventes,
tempo e recursos financeiros, além de elevar a geragéo de residuos.!
A juncido destes aspectos faz com que muitas destas metodologias
sejam consideradas problemadticas tanto do ponto de vista econdmico
quanto ambiental.? Diante desse cendrio, a comunidade cientifica tem
se empenhado para o desenvolvimento de metodologias sintéticas
mais sustentdveis, contribuindo para uma quimica mais segura,
ambientalmente amigével e economicamente atrativa.>

Dentre estas, as rea¢es em cascata, cuja principal caracteristica é
evitar o isolamento dos intermedidrios de reacdo resultando em uma
consequente minimizagio das perdas de material, t¢ém se destacado.*’
Além disso, sistemas em cascata podem ser considerados também
uma ferramenta oportuna para sinteses que envolvem a formagao de
intermedidrios téxicos ou instdveis, que demandariam de maiores
cuidados quanto a prevengdo de degradagdo dos reagentes ou mesmo
quanto aos riscos de toxicidade ao operador, pois a sucessividade
das transformagdes quimicas promove o consumo imediato de tais
intermedidrios apds sua formagdo. Em casos envolvendo reagdes
reversiveis, este aspecto € bastante ttil caso a dltima reagao da cascata
seja irreversivel. Isso porque, ao ter o produto da reagdo consumido
pela etapa seguinte de transformacio, este € retirado do meio
promovendo, portanto, o deslocamento do equilibrio favorecendo a
formagdo do produto desejado.® Tratando-se de ter como principio o
sistema reacional unificado, as reacdes em cascata t€ém como maior
desafio a otimizacdo de condigdes reacionais que sejam compativeis
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com todos os componentes envolvidos, indo desde o solvente
utilizado, temperatura, pH até a tolerancia a possiveis reagentes
incompativeis entre si, mas que sejam fundamentais a reagdo.’

Em sistemas bioldgicos, como uma célula, vérias transformagdes
promovidas por diferentes enzimas ocorrem sucessivamente sob um
substrato inicial, podendo dar origem a moléculas polifuncionalizadas
complexas.® Inspiradas nestes sistemas, as reagdes em cascata, devem
proporcionar condi¢des para que as multiplas reagdes ocorram em um
tnico frasco reacional e, se necessario com compartimentalizacdo, a luz
do que acontece em uma célula.’ A compartimentalizagéo tem sido uma
estratégia Util no caso das cascatas enzimaticas ou quimioenzimdticas,
pois reduz a possibilidade de inibi¢do da atividade enzimdtica devido a
presenca de intermedidrios incompativeis com a estrutura da enzima,
ou téxicos quando sdo utilizadas células integras.'

Diversas classes de catalisadores podem ser utilizadas nas
reacdes em cascatas, sejam eles catalisadores organometalicos,
organocatalisadores, catalisadores metdlicos, fotocatalisadores e
biocatalisadores ou mesmo uma combinag@o deles.”!!"'* Neste artigo
serdo abordados diferentes tipos de reagdes em cascata enzimatica.
Para fins de clareza, neste trabalho o termo reagdes em cascata se
refere a qualquer sistema reacional onde duas ou mais transformagdes
sdo realizadas concomitantemente, no mesmo vaso reacional e
empregando pelo menos um biocatalisador.** Existem indmeras
classificagdes de cascatas enzimdticas dependendo do pardmetro
escolhido, como por exemplo, os tipos de catalisadores envolvidos, o
nimero de etapas reacionais, a cronologia da adi¢do dos catalisadores
dentre outros. A seguir serdio apresentados alguns tipos mais comuns
de classifica¢@o de reacdes em cascata baseadas em seu “design”.

CLASSIFICACAO DAS CASCATAS
Cascata linear
Trata-se da mais simples das configuragdes de reacdes em cascata

e se dd através do emprego de um dnico substrato para a promogao
das transformacdes mediadas pelos catalisadores. Esse substrato sofre
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modificacdes dando origem a espécies intermedidrias que serdo o
substrato das etapas seguintes, levando, por fim, a formacio de um
tnico produto final, como estd ilustrado na Figura 1.

S = Substrato

| = Intermediario
P = Produto

Cat. = Catalisador

Figura 1. Representagdo esquemdtica geral para cascata linear. No caso

Cat.1 Cat.2

s — 11 — 1P

de reagbes em cascata domind, quando o catalisador apresenta miiltiplas
atividades ou ainda o substrato possui a mesma funcionalidade repetidas
vezes € necessdrio apenas o catalisador 1

Li e colaboradores desenvolveram uma cascata linear e simultdnea
catalisada por hemoglobina de sangue bovino (HbBv) e lipase de
pancreas suino (PPL) para a producdo de quinoxalinas (Esquema 1).1
Diferentes quinoxalinas foram obtidas a partir de uma reacdo
tricomponente envolvendo compostos 1,3-dicarbonilicos (1), sulfonil
azidas (2) e 1,2-diaminas (3).

Cascata paralela

Diferente da cascata linear, este sistema se dd através da conversdo
de mais de um substrato em seus respectivos produtos por reacdes
distintas, mas acopladas por alguma etapa, como apresentado na
Figura 2. Nesse caso, a obtenc¢do de ambos os produtos € desejavel,
sendo entdo uma das cascatas mais atrativas quanto ao aspecto
financeiro, visto que pode-se alcangar bons rendimentos para mais
de um produto em um tnico procedimento.

Rioz-Martinez e colaboradores desenvolveram uma metodologia
de cascata paralela em que uma oxidagdo catalisada por uma
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Figura 2. Representagdo esquemdtica geral para cascata paralela

enzima do tipo Bayer-Villiger monooxigenase (BVMO) ocorre
paralelamente a uma resolugdo cinética catalisada por uma enzima
dlcool desidrogenase (ADH). Conectadas pela regeneracao do cofator
NADPH/NADP*, as reacdes permitiram a obtenc¢do satisfatéria de
cetonas e dlcoois enantiomericamente enriquecidos (Esquema 2).'¢
Variantes desta cascata puderam levar a formacdo de sulf6xidos
enantiomericamente enriquecidos.!®

Cascata ortogonal

Similarmente a cascata paralela, trata-se de um sistema onde
pelo menos duas transformagdes de compostos distintos ocorrem de
maneira acoplada (Figura 3). Contudo, nesse caso a reagdo lateral
ocorre somente como auxiliadora na promogdo da transformacio
principal. Exemplos cldssicos de cascatas ortogonais sdo dados
através da utilizagdo de enzimas que demandam de co-substratos
(como moléculas doadoras de grupos funcionais) ou dependentes de
cofatores que sdo regenerados por uma segunda enzima.
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Esquema 1. Cascata linear e simultdnea para a formagdo de quinoxalinas a partir de compostos 1,3-dicarbonilicos, sulfonil azidas e 1,2-diaminas
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Esquema 2. Cascata paralela utilizando BVMO e ADH para a obtengdo de cetonas e dlcoois enantiomericamente enriquecidos
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Figura 3. Representagdo esquemdtica geral para cascata ortogonal

Brenna e colaboradores desenvolveram uma metodologia para
a obtencdo dos quatro estereoisdmeros do 4-metil-heptan-3-ol, por
meio de uma cascata sequencial constituida de cascatas ortogonais em
cada etapa (Esquema 3)."” O acesso ao primeiro centro estereogénico
ocorreu através da reducgdo do substrato por uma eneredutase (ER),
cuja reacdo € dependente do NADPH como cofator. Esse, por sua
vez, foi regenerado pela utilizacdo de glicose e da enzima glicose
desidrogenase (GDH), gerando a primeira cascata ortogonal. Para
a obtencdo do centro estereogénico subsequente foi adicionado ao
sistema um segundo catalisador para a reagdo de reducdo, a enzima
dlcool desidrogenase (ADH), cuja atividade também € dependente
da presenga de NADPH. Da mesma forma, a regeneragéo do cofator
foi realizada pela presenca de GDH e glicose.

Cascata ciclica

Refere-se a sistemas em que, a partir de uma mistura de dois
substratos, ocorre a conversdo seletiva de um destes ao seu respectivo
intermedidrio, que entdo € transformado novamente na mistura
dos materiais de partida (Figura 4). Assim, hd um aumento na
concentracdo do produto podendo alcancar conversdes quantitativas.

Desta forma, Sehl e colaboradores desenvolveram um sistema
em cascata ciclica para a obtencdo da (1R-25)-norefedrina e (1R,2R)-
norpseudoefedrina, ambos enantiomericamente puros (Esquema 4).
Na primeira etapa ocorreu a descarboxilagdo do piruvato (15)
catalisada por uma liase (AHAS-I) e o acetaldeido recém gerado
sofreu uma condensacio alddlica com o benzaldeido (14) formando
o intermedidrio (R)-fenilacetilcarbinol (16) que ndo foi isolado e
serviu como material de partida para a enzima o-transaminase (R)
ou (S) seletiva catalisar a reacio de aminagdo redutiva e consequente
formacdo de (18). Neste caso, a escolha perspicaz da alanina (17)
como doador de grupo amino permitiu que o subproduto da aminagao
redutiva fosse o piruvato (15), reciclando assim este reagente utilizado
na primeira etapa da cascata.'®

Outros tipos de classificacoes de cascatas

Um equivoco comum quando se trata de reagdes em cascata,
¢é acreditar que o nimero de etapas € determinado pelo nimero de
catalisadores envolvidos. Um dos aspectos de classificagdo destes
sistemas pode, sim, ser o nimero de catalisadores presentes, mas no
somente ele, visto que existem também cascatas com muiltiplas etapas
em que somente um catalisador € utilizado. Um exemplo claro disso
sdo as reagdes domind, em que a presencga de um unico catalisador
ocasiona a gera¢do de um produto cuja instabilidade (como um
radical, por exemplo) leve ao desencadeamento de transformacdes
espontaneas, gerando por fim um produto estdvel (Figura 5).

Outro exemplo de sistemas que utilizam apenas um catalisador
sdo as cascatas desenvolvidas com o emprego de uma enzima
com promiscuidade catalitica, assim denominada por ser capaz de
promover mais de um tipo de transformag@o e atuando seguidamente
sob grupos funcionais distintos (Figura 6a).!® Por fim, ainda com o
emprego de um unico catalisador, existem também casos em que
uma enzima nao promiscua, isto €, que promove somente um tipo
de transformacao, depara-se com um substrato que contém em sua
estrutura o mesmo grupo funcional repetidas vezes (Figura 6b).
Assim, ela pode atuar diversas vezes em uma mesma molécula,
promovendo reacdes idénticas em cada grupo de maneira sucessiva.
Com excegdo destas categorias, todos os demais tipos de cascatas
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Esquema 3. Cascata ortogonal para a obtengdo dos quatro estereoisomeros do 4-metil-heptan-3-ol a partir de 11 catalisada pelas enzimas ER, ADH e GDH
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Figura 4. Representagdo esquemdtica geral para cascatas ciclicas de xantona (21 e 22) foram obtidos através de uma condensagdo de
Knoevenagel e adi¢do de Michael, ambas catalisadas por lipase de
/—\ Thermomyces lanuinosus imobilizada (TLIM), conforme apresentado
no Esquema 5.
= Quando se emprega mais de um catalisador, outro fator de
S —_— |1 |2 : P classificacdo de reacdes em cascatas € a cronologia em que os
n reagentes sdo adicionados ao meio reacional e, consequentemente
Instavel Instavel as reagOes sdo promovidas. Pode-se dizer que reacdes em cascata
\/ simultdnea (Figura 7a) sdo consideradas mais sofisticadas, visto
que as transformagdes se processam com a adi¢do de todos os
Figura 5. Representagdo esquemdtica geral para uma reagdo domind reagentes ao mesmo tempo. Contudo, nem todas as reacdes podem
se adequar a esse tipo de sistema porque, para isto, 0s componentes
dependem do emprego de mais de um catalisador. reacionais devem ser integralmente compativeis. Um dos obstdculos
Um exemplo de cascata utilizando apenas um biocatalisador pode ¢ a competitividade entre as rea¢des, tornando um catalisador inativo
ser observada no trabalho de Fu e colaboradores, em que derivados frente ao intermedidrio ja transformado anteriormente pelo primeiro
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Esquema 4. Cascata ciclica para a obtengdo de (1R-2S)-norefedrina e (I1R,2R)- norpseudoefedrina a partir de benzaldeido e piruvato utilizando as enzimas
AHAS-I, ADH e TA
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Esquema 5. Sintese de derivados de xantona (21 e 22) em cascata a partir de reagoes (19) e (20) catalisadas por um uinico catalisador, a enzima TLIM

catalisador. Esse efeito pode ser observado especialmente quanto a
utilizacdo de enzimas com especificidade de substratos reduzida,
que acabam por ter sua atividade enzimdtica diminuida ou mesmo
completamente suprimida pela presenca de grupos funcionais
adjacentes proximos a regido de transformacdo do substrato, seja por
efeitos estéricos ou eletrdnicos. Em cascatas quimioenzimadticas, o
efeito de supressdo catalitica pode ser observado também através da
propria presencga do catalisador quimico a0 meio em que a enzima esta
contida, podendo provocar a desnaturag@o da estrutura enzimatica.

Em caso de incompatibilidade, uma alternativa vidvel € a
adequagdo dos pardmetros para utilizagdo de uma reacio em cascata
sequencial em que o catalisador da segunda reacdo (acompanhado,
se necessdrio, de seus respectivos co-reagentes) é adicionado ao
mesmo frasco reacional apds a completude da primeira transformagao
(Figura 7b).

(@) s ) A

-

Figura 7. Representagdo do esquema geral de uma cascata (A) simultdnea
e (B) sequencial

Do ponto de vista da quimica verde, o emprego de biocatalisadores
em suas diferentes formas - enzimas ou células integras, imobilizados
ou ndo, selvagens ou modificados geneticamente - tem fornecido
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resultados promissores em termos de reducio da geragdo de residuos
devido a potencial quimio-, regio- e enantiosseletividade das
enzimas.?'*?> Com isso, além de evitar etapas de derivatizacdo ou a
obtencdo de subprodutos indesejados, o requerimento de condi¢des
reacionais mais brandas e uso de reagentes e solventes menos téxicos
torna a biocatdlise uma ferramenta ttil também para a possivel
redugdo de custos e esfor¢os operacionais em comparacgio a outras
metodologias.” A seguir serdo discutidos exemplos de cascatas
quimioenzimadticas, bi- ou multienzimadticas e ainda fotoenziméticas
para a obtencdo de diferentes compostos de interesse comercial.
Todos esses sistemas possuem a vantagem de aliar os beneficios
da biocatélise e das reagdes em cascata, proporcionando o acesso a
moléculas de maior complexidade em um sistema unificado e com
menor possibilidade de ocorréncia de reagdes laterais.

CASCATA QUIMIOENZIMATICA

Como o préprio nome diz, nestes tipos de cascatas hd a
participacdo tanto de catalisadores quimicos quanto enzimaticos. A
obtencdo de 1,3-didis quirais vem sendo cada vez mais aprimorada
devido a alta demanda como bloco construtor quiral para a sintese
de compostos biologicamente ativos. Contudo, por possuir dois
centros estereogénicos, sua obtenc¢do tem como desafio a limitada
estereosseletividade das metodologias mais tradicionais.* Buscando
contornar este problema, Baer e colaboradores desenvolveram
uma cascata quimioenzimdtica sequencial capaz de permitir
acesso aos quatro estereoisomeros dos 1,3-diois (26) a partir do
p-clorobenzaldeido (23) e a propanona (24) (Esquema 6). Ao
contrdrio das metodologias mais comuns para a obtencdo de dlcoois
opticamente ativos que ocorrem por meio da redug@o enantiosseletiva
de cetonas pré-quirais, nesse método foi realizada uma condensagio
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Esquema 6. Cascata quimioenzimdtica utilizando um organocatalisador (25) e enzimas (ADH) para obtengdo de 1,3-diois quirais
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aldélica assimétrica promovida pelos organocatalisadores peptidicos
(25) seguida do emprego de enzimas dlcool desidrogenases (ADH).>

Como estratégia de desenvolvimento deste trabalho, os autores
investigaram a segunda etapa da reacdo em cascata, a fim de avaliar
a atividade enzimadtica de duas ADH (R) e (S) especificas utilizando
o intermedidrio racémico B-hidroxicetona (26a) como substrato. O
objetivo deste estudo foi investigar a tolerancia de cada enzima as
duas formas enantioméricas bem como a influéncia da presenga de
um centro assimétrico. Como resposta ao emprego da (S)-ADH foi
demonstrada a efetividade desta enzima para a redugdo quantitativa
do grupo cetona de 26a em sua forma racémica, demonstrando
que, além de admitir os dois enantidmeros como substrato, a
atividade enzimdtica ndo foi afetada pela presenca do centro
assimétrico ja que os estereoisdmeros foram obtidos em suas formas
enantiomericamente puras (ee>99%). O mesmo comportamento foi
observado para a (R)-ADH. Com a segunda etapa da reagdo em cascata
bem definida, os pesquisadores se voltaram entdo para a otimizagdo
da primeira etapa responsavel pela formagdo dos produtos aldol
quirais ((R)-26a) e ((S)-26a) enantiomericamente puros, em uma
sintese sem solventes. Utilizando os organocatalisadores (25) com
configuracdo (S,S5) e (R,R), a temperatura ambiente, foi possivel obter
as B-hidroxicetonas ((S)-26a) e ((R)-26a) com conversdes de 90 e 95%
e ee de 83 e 82%, respectivamente. Uma vez constatada a viabilidade
de cada um dos catalisadores para o acesso aos quatro enantidomeros
separadamente, partiu-se para a investigacdo de compatibilidade
entre o organocatalisador (25) e as enzimas ADH, cujos resultados
permitiram a conclusdo de que a atividade das enzimas ndo foi afetada
consideravelmente pela presenga do organocatalisador (Esquema 7).
Assim, o estereoisomero de interesse (1R,35)-27a foi sintetizado por
meio de uma cascata quimioenzimatica com uma conversio global
de 95% e com ee>99%.

CASCATAS BI- OU MULTIENZIMATICAS

Nesses casos, todas as etapas das cascatas utilizam biocatalisadores.
A seguir serdo apresentados trés exemplos, cada um focando na
sintese de produtos com aplicacdes distintas e classes enzimadticas
diferentes, a fim de ilustrar a abrangéncia deste tipo de cascata.

O primeiro exemplo envolve a formagdo de P-haloidrinas. As
transformagdes em grupos funcionais de 3-haloidrinas sdo conhecidas
por permitir a obtengdo de aminoalcoois, hidroxinitrilas e didis,
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que por sua vez sdo substratos tteis para a sintese de compostos de
interesse comercial, como agroquimicos, compostos farmacéuticos
e produtos naturais, dentre outros.?® Diversas metodologias para a
obtengdo de 3-haloidrinas ja foram descritas contando, contudo, com
aspectos desafiadores quanto aos rendimentos.?”*! Cui e colaboradores
desenvolveram uma reagdo em cascata para a obtengdo de
B-halohidrinas (29a) a partir de 3-haloalcanos (28a), utilizando uma
enzima tipo monooxigenases do citocromo P450 e uma enzima do tipo
halohidrinas desidrogenases (HHDH). As enzimas monooxigenases
P450 sdo capazes catalisar a inser¢do de um adtomo de oxigénio em
ligagdes C-H ndo ativadas sob condigdes reacionais mais brandas
enquanto as enzimas haloidrinas desidrogenases sdo responsdveis
por catalisar a desalogenagdo de halohidrinas. A combinagao destas
duas enzimas resultou na formacéo dos correspondentes 3-haloidrina
(29) e epdxido (30) a partir do haloalcano (28) (Esquema 8).3%3%¢
Aqui, a enzima HHDH altamente enantiosseletiva foi fundamental
para melhorar os valores de excessos enantioméricos obtidos na
transformagdo anterior, promovida pelas P450.

A enzima monooxigenase P450 proveniente da cepa Parvibaculum
lavamentivorans DS-1 foi previamente otimizada através de técnicas
de biologia molecular que levaram a expressdo do gene correspondente
as P450s e seus respectivos auxiliares redox (ferrodoxina/ ferrodoxina
redutase — Fdx/Fdr).*** Inicialmente, buscando avaliar a atividade
e estereosseletividade das P450s expressas em E. coli., o substrato
2-cloroetilbenzeno foi utilizado como substrato padrdo, sem a adi¢io
de nenhum cofator exdgeno, sendo os micro-organismos incubados
230 °C por 24 h.

Todas as cepas contendo P450,, , ou P450,, ; analisadas apresentaram
atividades frente a este substrato produzindo o enantidmero R
com rendimentos de 17-49%, além de uma estereosseletividade
consideravel, alcangando até 77%. Uma vez estabelecidas as melhores
condi¢des reacionais, a reatividade enzimadtica foi avaliada para
clorohidrocarbonetos ou bromohidrocarbonetos (28a) orto-, meta-
e para-substituidos com grupos CH;, F, Br ou Cl. As R-haloidrinas
foram obtidas com rendimentos de 16-81% e ee de 80-99%, cujos
resultados mostram a influéncia dos efeitos estereoeletrdnicos
provocados pelo padrao de substitui¢do no anel aromadtico e do tipo
de dtomo de halogénio. As cloroidrinas foram obtidas em maiores
rendimentos que as bromoidrinas.

A segunda etapa desse trabalho consistiu na otimizacdo dos
excessos enantioméricos obtidos pela primeira transformacao,

O
N OH
nH PP Ph
0 1) OH OH
H o+ H3CJ\CH3 1.(S,S)-25 (5 mol %), ta, 20h '
24 2. (S)-ADH, tampao, NADH, IPA
Cl 23a cl (1R,3S5)-27a

95% conv.

d.r. (syn/anti) 1:10
>99% ee

Esquema 7. Cascata quimioenzimdtica utilizando o organocatalisador ((S,S)-25) e a enzimas (S)-ADH para a obtengdo do 1,3-diol (1R,3S)-27a

H OH
X X
@/‘y P450p, -4 @/k/ N
V& I
R 02 R
28a (R)

-29a
X =ClouBr majoritario
R =H, o,m,p-CHs, m-Br, p-F, p-Cl 73-90% ee

(?H y OH « 0
[ HheA10 o [
% /o S
R R R
(S)-29a (R)-29a (S)-30
majoritario
98-99% ee

Esquema 8. Cascata bienzimdtica para a sintese de f-haloidrinas com a utilizacdo das enzimas monooxigenases P450 e HHDH
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promovida pela P450,,,-4, através do consumo do enantidmero
indesejado. Assim, utilizou-se uma HHDH de T'sukamurella sp. 1534
previamente expressa e caracterizada pelos pesquisadores (HheA10),
que frente a B-haloidrinas demonstrou ter enantiosseletividade S.%
Tendo como objetivo evitar uma possivel desalogenagdo excessiva
promovida pela HheA10, desenvolveu-se uma cascata sequencial
bienzimatica utilizando P450,,,-4 ¢ HheA10 para obtencdo de
(R)-29a, com a adi¢@o do extrato livre de células contendo HheA10
apods 8 h do inicio da adi¢@o do primeiro biocatalisador, a enzima
P450,,,-4. A presenca da HheA10 provocou uma ligeira diminuicio
nos valores de rendimentos obtidos pela P450;, ,-4 quando sozinha.
Contudo, como esperado, os valores de ee para os produtos foram
otimizados, garantido excessos enantioméricos de 99% para quase
todos os substratos avaliados.

Outro exemplo de uso de reacdes em cascatas bienzimadticas
¢ na sintese de polimeros que podem ser utilizados em cristais
fotonicos. A obtencdo de polimeros multiblocos e polimeros de
pesos moleculares ultra altos (UHMW) bem definidos tem sido um
desafio devido ao aumento da possibilidade de etapas de terminacoes
diferentes apds tempos de reacdo elevados ou miiltiplas etapas de
inicia¢@o.*-*? Buscando aprimorar os processos de obtengéo destes
materiais, as polimerizagdes radicalares de desativagdo reversivel
(RDRP) alcangaram bons resultados, promovendo uma diminui¢do
na concentragdo de radicais ativos e, consequentemente, mantendo
uma elevada taxa de polimerizag¢do.**# Contudo, apesar dos resultados
promissores, as técnicas RDRPs costumam ser bastante sensiveis a
presenca de oxigénio, o que faz com que este tipo de sintese demande
de condig¢des com rigorosa auséncia de oxigénio.*

Como uma alternativa a tais condic¢des, Liu e colaboradores
desenvolveram uma cascata enzimdtica utilizando desoxigenacao
catalisada pela enzima P20x e a etapa de iniciagdo catalisada por
enzimas peroxidase de rdbano (HRP).* Tal método visou a sintese
de polimeros multiblocos e de pesos moleculares ultra altos por
transferéncia reversivel de cadeia por adicdo-fragmentacdo (RAFT),
em condi¢des moderadas e tolerantes a presenga de oxigénio,
tornando este processo mais sustentdvel em relacdo as metodologias
descritas anteriormente.*’ Essa metodologia se baseia na estratégia de
utiliza¢@o da enzima P20x para a redugdo do oxigénio com D-glicose
produzindo peréxido (H,0,) in situ que € utilizado pela enzima HRP
para a geragdo dos radicais acetilacetona (ACAC), dando inicio a
polimerizacdo RAFT, como ilustrado no Esquema 9.44

Estudos cinéticos indicaram uma linearidade no fluxo de radicais,
sugerindo a efetividade da desoxigenagdo promovida pela enzima
P20x. Confirmando esta hipdtese, ao avaliar os polimeros obtidos
observou-se uma estrutura polimérica simétrica independente do
tempo reacional, sugerindo que a terminagdo precoce por oxigénio era
de fato desprezivel e que a reagdo prosseguiu de maneira controlada.

Posteriormente, os compostos N,N-dimetilacrilamida (DMA),
acrilato metil éter poli(etilenoglicol) (PEGA) e metacrilato de
metil éter poli(etileno glicol) (PEGMA) foram utilizados como
trés diferentes mondmeros para a obtenc¢do de polimeros com
diferentes graus de polimerizacdo. Os resultados obtidos demonstram

D-glicose ACAC

P20x HRP

O, H20,

2-desidro-D-glicose

Quim. Nova

a efetividade da utilizacdo da cascata bienzimdtica P20x-HRP
na obtenc¢do desses homopolimeros. Em seguida, foi proposta a
sintese de polimeros multiblocos através da adi¢do sequencial dos
diferentes mondmeros. Nesse procedimento, para que a capacidade
de desoxigenacdio permanecesse constante, assim como a geragdo
de radicais, foi necessdria a adi¢do dos compostos ACAC e glicose
junto aos mondmeros em cada ciclo. Para isso, foram utilizadas
duas acrilamidas, DMA e 4-acriloilmorfolina (AML), iniciando o
processo pela obtencdo de uma unidade polimérica com DP de cerca
de 100-150, seguida de unidades poliméricas com DP de cerca de 50
para cada bloco subsequente. Através dessa estratégia, foi possivel
obter 4 polimeros multibloco com conversdes acima de 96%, todos
com elevados pesos moleculares e distribui¢des simétricas, apesar
do aumento gradual da dispersidade com o aumento dos multiblocos.

Nesse processo, constatou-se que apesar da notdvel tolerancia
a presenca de oxigénio demonstrada por este sistema enziméatico
é desejavel que a reagdo seja realizada em recipiente fechado
a fim de manter a concentracido de radicais a um baixo nivel e,
consequentemente, obter melhores resultados na sintese de polimeros
de pesos moleculares ultraaltos (UHMW). Apesar disso, mesmo
em recipiente fechado sem desgaseificacdo foi possivel obter uma
conversdo de 93% na obten¢do de um produto com DP alvo de
10.000. Outros polimeros com DP mais elevados (20.000 e 30.000)
foram obtidos de forma semelhante, com conversdes acima de 90%.
Assim, € possivel constatar a efetividade da utilizagio do sistema em
cascata bienzimdtica sequencial P20x-HRP na sintese de polimeros
bem definidos e com elevados pesos moleculares, sejam eles sob
forma de homopolimeros ou copolimeros. Além disso, sua tolerancia
a presenca de oxigénio destaca-se por demandar de menor esfor¢o
operacional, além das condi¢Oes reacionais brandas, tornando essa
metodologia uma estratégia sustentdvel na obtencéo destes produtos.

As cascatas enzimdticas também sdo uma importante estratégia
sintética para o aproveitamento de biomassa como fonte de matéria-
prima. Baseando-se na demanda pela produgdo de aguicares de
dificil obtengdo, protocolos de transformagdo enzimadticos vém se
apresentando como propostas vidveis, devido principalmente ao
potencial regio- e enantiosseletivo das enzimas, neste caso, tendo um
interesse especial em sua atuac@o sob as fungdes dlcoois e aldeidos,
j4 que esses grupos funcionais sdo bastante comuns nas estruturas
de agticares.’*>! A L-ribulose, por exemplo, pode ser destacada como
um produto de interesse particular, ja que pode ser utilizada como
precursora na obtencdo de andlogos de L-nucleosideos que, por sua
vez, sdo precursores para compostos empregados no tratamento de
cincer e infecgdes virais.”

Diferentes metodologias ja foram descritas na literatura para a
obtencdo da L-ribulose, inclusive a partir da utilizagio de enzimas.
Apesar disso, a maioria destas metodologias ainda conta com desafios
como o emprego de muitas etapas laboratoriais ou o alto custo de
alguns reagentes envolvidos no processo.? Assim, Chuaboon e
colaboradores propuseram uma nova metodologia para a obtencio
deste produto através de um processo multienzimdtico em duas etapas:
uma oxidagéo na posicdo C2 da L-arabinose (31) dando origem a

N

CTA+M

Polimeros multiblocos
ACAC - ¥»

Polimerizacéao
RAFT

Polimeros de pesos
moleculares ultraaltos

Esquema 9. Esquema geral do sistema em cascata bienzimdtica utilizando as enzimas P20x e HRP para catalisar reagoes de polimerizagdo radicalares
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Esquema 10. Cascata multienzimdtica desenvolvida para a sintese de L-ribulose a partir de L-arabinose

2-cetoarabinose (32) seguida de uma reducéo em C1 para formar a
L-ribulose (33) (Esquema 10).>*

Para a etapa de oxidac@o, a piranose-2-oxidase (P20) foi adotada
como enzima potencialmente vidvel, visto que dados disponiveis na
literatura sobre um tipo selvagem de P20 relatam transformacdes
eficientes em hexoses como a D-glicose.* Dessa forma, a enzima P20
foi modificada geneticamente visando melhorar sua atividade frente
a L-arabinose, gerando uma gama de P20 mutantes, cujas atividades
foram investigadas, resultando na selecdo da variante P20 (T169G)
como sendo a mais ativa entre as obtidas. Os resultados sugerem
que a oxidacdo promovida pela P20 (T169G) € dada em uma etapa
Unica, com taxa de conversdo da L-arabinose em 2-cetoarabinose
40 vezes superior quando comparada com a reacdo catalisada pela
P20 selvagem, além de uma eficiéncia catalitica 13 vezes maior, em
menor tempo reacional.>

Apds os resultados promissores para a obtengdo da
2-cetoarabinose (32) promovida pela P20 (T169G), a etapa seguinte
envolveu aredugdo em C1 para a formagdo da L-ribulose (33). Para
iss0, selecionou-se como segundo biocatalizador a xilose redutase
de Hypocrea jecorina, cuja atividade € dependente da presenca do
cofator NADPH.* Assim, a fim de garantir a disponibilidade do
cofator em sua forma reduzida para manter a atividade enzimadtica,
a reducdo de 32 foi acoplada a uma terceira enzima, a formato
desidrogenase. Baseando-se ainda na demanda de uma concentragio
constante de oxigénio para a plena atividade da P20 (T169G),
uma quarta enzima, a catalase, também foi acoplada ao sistema
visando a remogdo do subproduto H,0, gerado pela transformacéo
da primeira etapa.

Dessa forma, desenvolveu-se uma cascata multienzimatica
empregando quatro enzimas simultaneamente. Utilizando este

(0]
H SO3Na
O (SAS)

SAS

O, ¥ H0,

NH, NHz
36% conv. 100% conv.
99% ee (R) >99% ee (S)
NH,
95% conv.

>99% ee (S)  89% conv.

>99% ee (S)

35% conv.
>99% ee (S)
72% conv.

99% ee (R)

NH, NH, NH,
o oo o™

sistema foi possivel, em menos de 7h reacionais, obter a L-ribulose
com 100% de conversao e cerca de 80% de rendimento. Diante dos
resultados que apontam um rendimento elevado em comparagio a
outras metodologias, atuagdo em condi¢des reacionais brandas e sem
aformacdo de subprodutos fica constatada a eficiéncia desse sistema
para a obten¢do da L-ribulose.

CASCATAS FOTOENZIMATICAS

No campo da quimica verde, as reacdes fotocatalisadas tem
recebido uma aten¢do particular e a implementacdo da luz para
dirigir reagdes de cascatas enzimdticas e quimioenzimdticas abrem
uma janela de possibilidades para a quimica sustentdvel. Entretanto,
existem alguns obsticulos a serem superados nestas aplicagdes,
principalmente a incompatibilidade entre o biocatalisador e o
fotocatalisador.”” Visando mostrar o potencial de abrangéncia de
reacOes em cascatas catalisadas fotoenzimaticamente, abordaremos
a seguir dois exemplos, uma cascata quimioenzimatica e uma cascata
totalmente enzimadtica.

Gacs e colaboradores desenvolveram uma cascata fotoqui-
mioenzimdtica para a sintese de aminas enantiomericamente pu-
ras (36) a partir de dlcoois racémicos (34), como apresentado no
Esquema 11.% Nessa sintese foram empregadas duas abordagens de
cascata one-pot, uma simultanea e a outra sequencial, combinando
uma reagdo de oxidacdo de dlcoois mediada por luz e uma aminagio
redutiva biocatalitica. Para a etapa de oxidacdo foram triados varios
fotocatalisadores e o organofotocatalisador SAS (do inglés, Sodium
Anthraquinone Sulfate) foi selecionado para a conversdo de rac-1-
feniletanol em acetofenona. Para a reacéio de aminagao redutiva foram
selecionadas duas enzimas do tipo w-transaminase, sendo uma (R)

v Fera

w-trasaminase

100% conv.

CR@ANHg

20% conv. 98% conv.

>99% ee (S)

100% conv.

Esquema 11. Cascata sequencial para a sintese de aminas enantiomericamente puras
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Esquema 12. Cascata fotoenzimdtica utilizando lipase e CvFAP para a obtengdo de alcanos a partir de lipideos

seletiva isolada de Aspergillus terreus (AT®wTA) e a outra (S) seletiva
isolada de Bacillus megaterium (BM®TA).

A reacdo em cascata one-pot simultinea ocorreu de maneira bem-
sucedida, porém apresentou algumas limita¢gdes como: 1) inativacdo
e degradagdo do biocatalisador pelo SAS fotoexcitado; 2) a reacdo de
oxidacdo catalisada por SAS foi muito lenta. A fim de contornar essas
limitagdes, foi estabelecido um procedimento em cascata one-pot
sequencial em que primeiramente foi realizada a reacéo fotoquimica,
seguida da adi¢do do biocatalisador para a reagdo de aminagao redutiva.
Com esta abordagem foram obtidos excelentes resultados utilizando as
duas o-trasaminases obtendo as aminas enantiomericamente puras com
95% de conversdo para a AToTA e 98% de conversdo para a BMwoTA.
De modo a expandir o escopo desta cascata sequencial, substratos
alifaticos, aromadticos, quirais e no quirais foram investigados. Apesar
dos bons rendimentos obtidos com alguns dos substratos aromaticos
(> 80%), foi observada uma diminui¢do do rendimento ao se aumentar
o comprimento da cadeia lateral alifdtica nestes substratos. Embora essa
reacdo em cascata seja vidvel, tal combinagio permanece um desafio
devido aos efeitos de inativagdo do biocatalisador durante a etapa de
foto-oxidagdo. Algumas alternativas para melhorar essa reacdo podem
ser sugeridas como a compartimentalizagio do fotocatalisador e/ou do
biocatalisador, uso dos catalisadores imobilizados ou utiliza¢@o dessa
cascata em fluxo continuo.

Por fim, uma reago em cascata totalmente enzimatica utilizando
uma fotoenzima foi desenvolvida por Huijbers e colaboradores.” Pela
primeira vez a enzima fotodescarboxilase de Chlorella variabilis
(CvFAP) foi utilizada em um sistema em cascata. Nessa reagdo, foram
obtidos dlcoois, alcanos, e alcenos de cadeia longa (39) a partir de
triglicerideos utilizando uma lipase para a hidrélise dos triglicerideos
(37) e a CvFAP para a descarboxilagdo destes dcidos graxos como
apresentado no Esquema 12.

Inicialmente essa cascata foi realizada em um sistema one-pot
sequencial utilizando a lipase de Candida rugosa (CrLIP) e o extrato
de celular de E. coli contendo CvFAP irradiado com luz LED azul
onde foi obtida uma conversao geral de até 83% utilizando como
substrato a triolefna.**

Em uma outra abordagem, foram utilizadas células integras
de E. coli contendo CvFAP sob exposi¢do a luz azul utilizando
como materiais de partida 6leos naturais (residuos) produzindo
concentragdes do produto (alcanos) de até 24 g L' em 48 h.%* Além da
produgdo de alcanos descrita acima, Ma e colaboradores produziram
o dlcool (R, Z)-octadec-9-en-7-ol a partir de dleo de ricino.” Nesse
caso, o 6leo de ricino foi hidrolisado por uma lipase gerando o dcido
ricinoléico que, por sua vez, foi descarboxilado por CvFAP sob
irradiagdo de luz azul resultando em concentragdes de produto de
até 60 mmol L. Devido ao acimulo de dcidos graxos na mistura de
reagdo, os autores sugeriram uma otimizacdo adicional dessa cascata
enzimadtica para compensar a queda de pH e que resultaria em melhor
rendimento geral do produto.®!

CONSIDERACOES FINAIS

A sintese de compostos polifuncionalizados comumente

demanda transformagdes distintas e numerosas, contando com o
isolamento dos intermedidrios a cada etapa realizada. Assim, além
de necessitar de um maior esfor¢o operacional, os rendimentos
também acabam por diminuirem, jd que parte do material ¢
perdida quase que inevitavelmente em processos de isolamento e
purificacdo. Esse aspecto acarreta em maior consumo de recursos
e, consequentemente, uma maior geracdo de residuos. Todos esses
aspectos podem ser contornados com a implementa¢do dessas
reacdes em sistemas em cascata. As reagdes em cascatas bi- ou
multienzimdticas, quimioenzimadticas e fotoenzimadticas aliam as
vantagens do uso de biocatalisadores as vantagens dos sistemas em
cascata, promovendo um efeito sinérgico em relagdes aos aspectos
de sustentabilidade ambiental e econdmico do processo. Entretanto,
ainda sdo necessarios esfor¢os para contornar as limitagdes relativas
a incompatibilidade dos catalisadores utilizados e de algumas
condi¢des reacionais.
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