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RESUMO - As reducdes enantiosseletivas dos cetofosfonatos la-¢ por
Lactobacillus brevis CCT 3745 forneceram (S)-(-)-((4-clorofenil)(hidroxi)metil)
fosfonato de dimetila (S)-(-)-2a, (S)-(-)-((4-metoxifenil)(hidroxi)metil)fosfonato
de dimetila (S)-(-)-2b, (S5)-(-)-((3,4-dimetoxifenil)(hidroxi)metil)fosfonato de
dimetila (8)-(-)-2¢ e com o uso de Candida albicans CCT 5847 forneceram (R)-
(+)-((4-clorofenil)(hidroxi)metil)fosfonato de dimetila (R)-(+)-2a, (R)-(+)-((4-
metoxifenil) (hidroxi)metil) fosfonato de dimetila (R)-(+)-2b e (R)-(+)-((3.4-
dimetoxifenil) (hidroxi)metil)fosfonato de dimetila (R)-(+)-2¢ com rendimentos
entre 78-90%. Os (5)-(-)- e (R)-(+)-a-hidroxifosfonatos 2a-¢ sdo importantes
intermediarios para sintese de produtos de quimica fina, agroquimicos e fAirmacos.

1. INTRODUCAO

Os compostos a-hidroxifosfonatos opticamente ativos (quirais) sdo compostos
importantes dentro da classe de organofosforados devido as suas propriedades bioldgicas
(DEMMER et al., 2011) e também por serem intermedidrios em quimica fina, farmacéutica e
agricola, principalmente como inibidores enzimaticos (GREMBECKA et al.,, 2003),
antibioticos (DAKE et al., 2011), agentes antivirais (MOORE e DREYER, 1993),
antitumorais (KRAICHEVA et al., 2009), pesticidas (KAFARSKI e LEJCZAK, 2004), entre
outros.

Os compostos organofosforados possuem ligagao direta fosforo-carbono (P-C),
formando moléculas com centros quirais, cuja configuragdo espacial especifica influencia
diretamente na atividade da molécula, pois estes compostos organofosforados sao andlogos
aos aminoacidos.

Na literatura estdo descritas varias metodologias para a obtencdo de compostos a-
hidroxifosfonatos, como o uso de catalisadores organometalicos (LIN et al., 2013), de
indutores quirais (OLSZEWSKI, 2015; ALEGRE-REQUENA et al., 2014), uso de enzimas
isoladas, mas necessitam de coenzimas, cofatores, que normalmente possuem custos elevados.
O processo também necessita de um sistema para reciclagem destes cofatores, para manté-lo
eficiente ¢ economicamente vidvel (KROUTIL et al., 2004). No entanto a redugdo
enantiosseletiva de cetofosfonatos, bem como a resolugdo de a-hidroxifosfonatos
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(MAJEWSKA et al., 2005) por células integras e enzimas tem recebido atengdo nos ultimos
anos, pois estdo dentre os métodos de quimica verde para a obtengdo de compostos
opticamente ativos (BRZEZINSKA-RODAK et al., 2011).

A biocatalise ¢ um dos principais métodos utilizados em sintese enantiosseletiva
devido ao uso de enzimas e células integras, e estas possuem alta quimio-, regio- e
estereosseletividade (CAZETTA et al., 2014; FARDELONE et al., 2011; RODRIGUES et
al., 2004). Normalmente as condigdes de reagdes sdo brandas, pois utilizam baixas
temperaturas ou ambiente e pressao atmosférica, € compostos “ndao naturais” podem ser
aceitos como substratos. Assim, a biocatalise possui vantagens como estratégia de sintese,
pois consome menos energia, normalmente ndo hd subprodutos de reacdo, gera residuos
biodegradaveis e ¢ economicamente viavel devido ao menor custo em relagdo aos complexos
metalicos (catalisadores).

Neste trabalho, a preparagdo de derivados organofosforados com bons rendimentos
quimicos (78-90%) e a biotransformagdo destes organofosforados mediada por Lactobacillus
brevis CCT 3745 e Candida albicans CCT 5847 fornecendo enantiosseletividade na obtengao
de a-hidroxifosfonatos opticamente ativos foram reportados.

2. MATERIAIS E METODO

Os compostos 4-clorobenzaldeido, 4-metoxibenzaldeido, 3,4-dimetoxibenzaldeido e
acido oxalico foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. e os compostos racémicos (£)-((4-
clorofenil)(hidroxi)metil)fosfonato de dimetila (£)-2a, (£)-((4-metoxifenil)(hidroxi)metil)
fosfonato de dimetila (£)-2b e (+)-((3,4-dimetoxifenil)(hidroxi)metil)fosfonato de dimetila
(£)-2c¢ foram sintetizados de acordo com o método descrito por VAHDAT et al. (2008). Ja os
compostos (4-clorobenzoil)fosfonato de dimetila 1a, (4-metoxibenzoil)fosfonato de dimetila
1b e (3,4-dimetoxibenzoil)fosfonato de dimetila 1¢ foram sintetizados de acordo com
metodologia descrita por MOORE e FINNEY (2002). Os demais solventes e reagentes sao
comerciais e possuem grau analitico.

2.1. Condicoes de cultura dos microrganismos

A bactéria Lactobacillus brevis CCT 3745 e a levedura Candida albicans CCT 5847
foram adquiridas da Fundagdo André Tosello, Campinas-SP, e foram cultivadas utilizando
meio de cultura contendo 3% m/v de extrato de levedura e 3% m/v de peptona de soja,
componentes estes utilizados em producdo industrial, e com certificacdo de isencdo de
componentes animais, em 100 mL de 4gua, suplementado com 0,2% m/v de glicose. Os
microrganismos foram mantidos por 16 horas de incubacdo a temperatura de 30°C em
incubadora refrigerada, 0,54 g, antes do uso. Todos os materiais utilizados foram esterilizados
em autoclave a temperatura de 121 °C, por 30 minutos, € os microrganismos foram
manipulados em cabine de fluxo laminar. Apds o crescimento do microrganismo este foi
centrifugado, 1844 g por 30 minutos, resuspenso em 200 mL de agua e centrifugado, 1844 g
por 30 minutos, e resuspenso em 100 mL de 4gua para o uso nos processos de biorredugao.
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2.2. Processo para a obtencao dos a-hidroxifosfonatos racémicos (+)-2a-c

Os (£)-a-hidroxifosfonatos 2a-¢ foram sintetizados por adi¢cdo equimolar do aldeido
correspondente em trietilfosfito, seguido da adi¢do de 0,10 mol% de acido oxdlico, e na
auséncia de solvente. A mistura reacional foi mantida sob agitagdo magnética e a temperatura
de 80 °C por 2 horas. O produto bruto foi extraido com acetato de etila e lavado com
bicarbonato de sodio, e em seguida rotaevaporado e purificado através de sistema de
cromatografia Isolera One da Biotage utilizando gradiente de solvente hexano/acetona.

2.3. Processo para a obtencao dos cetofosfonatos 1a-c

Os cetofosfonatos la-c foram sintetizados por adicdo de 6 mmol de IBX em uma
solucao de 2 mmol de a-hidroxifosfonatos 2a-c¢ correspondente em 30 mL de acetonitrila
anidra. A mistura reacional foi mantida sob agitagdo magnética e a temperatura de 80 °C por 1
hora. O produto bruto foi filtrado e transferido para um funil de separagdo para extragdo com
acetato de etila, seco com sulfato de sédio anidro, rotaevaporado e purificado através de
sistema de cromatografia Isolera One da Biotage utilizando gradiente de solvente
hexano/acetona.

2.4. Processo de biorreducao dos cetofosfonatos 1a-c

Os cetofosfonatos 1a-¢ (0,61 mmol), dissolvidos em 0,5 mL de etanol foram
adicionados a uma suspensao de 4 g de células integras em 100 mL de dgua. As suspensodes
microbianas foram mantidas sob agitagdo, 0,54 g, e a temperatura de 30 °C em incubadora
refrigerada por 18 horas. Os produtos brutos foram extraidos com acetato de etila e
purificados através de sistema de cromatografia Isolera One da Biotage utilizando gradiente
de solvente hexano/acetona.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os organofosforados 1a-¢ foram sintetizados segundo a metodologia de VAHDAT et
al. (2008) a partir de 4-clorobenzaldeido, 4-metoxibenzaldeido e 3,4-dimetoxibenzaldeido
reagindo com 1,1 equivalente de trimetilfosfito, na auséncia de solvente e a temperatura de 60
°C fornecendo os a-hidroxifosfonatos 1a-¢ racémicos, os quais foram oxidados com &cido 2-
iodoxibenzoico (IBX) em acetonitrila anidra a temperatura de 80 °C (MOORE e FINNEY,
2002).

A obten¢do dos hidroxifosfonatos (S)-(-)-2a-¢ e (R)-(+)-2a-c foi realizada através da
reacdo de biorredugdo dos cetofosfonatos 1a-¢ mediada por células integras de Lactobacillus
brevis CCT 3745 e Candida albicans CCT 5847 respectivamente, ¢ estdo representados, de
forma esquematica na Figura 1.
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Figura 1 — Biorredugdo de cetofosfonatos 1a-c¢ por Lactobacillus brevis CCT 3745 e Candida

albicans CCT 5847.
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Na Tabela 1, estdo reportados os rendimentos quimicos, isolados, ¢ a configuracao
absoluta dos a-hidroxifosfonatos 2a-c¢ obtidos através da biorreducao dos cetofosfonatos 1a-c¢
por Lactobacillus brevis CCT 3745 e Candida albicans CCT 5847.

Tabela 1 — Biorreducao de cetofosfonatos 1a-c por Lactobacillus brevis CCT 3745 e Candida

albicans CCT 5847.

Substrato Produto Microrganismo Rendimento isolado (%)  [¢],?5
la (8)-2a  Lactobacillus brevis CCT 3745 80 -52
1b (8)-2b  Lactobacillus brevis CCT 3745 81 -43
1c (8)-2¢  Lactobacillus brevis CCT 3745 78 -13
la (R)-2a Candida albicans CCT 5847 82 + 37
1b (R)-2b Candida albicans CCT 5847 90 + 41
1c (R)-2c¢ Candida albicans CCT 5847 84 +15

Nota: rotacao oOptica especifica ([a]p) refere-se ao angulo do desvio do plano da luz
polarizada (BARRON, 2009)

Os rendimentos quimicos obtidos foram superiores a 78% para todos os substratos
submetidos a biorredug¢do, o que demonstrou que o processo ¢ uma boa metodologia de
sintese para a producdo de a-hidroxifosfonatos opticamente ativos. As configuracdes
absolutas foram determinadas através da compara¢do das medidas de rotagdo Optica ([a]p?)
com as descritas na literatura (LIN et al., 2013).

O mecanismo das reagdes de biorreducdes foi efetuado através da transferéncia de
hidreto pela coenzima NADH ou NADPH mediada pela enzima desidrogenase (ALEIXO et
al., 1993). E interessante notar que as biorreducdes dos substratos 1a-c¢ sdo realizadas com
bons a excelentes rendimentos dos produtos isolados 2a-¢ mesmo tendo grupos substituintes
doadores de elétron por ressonancia como 4-Cl-, 4-CH;0- e 3,4-diCH;0- ligados ao anel
aromatico. A diminuicdo da reatividade causada por esses grupos substituintes deve ser
contrabalanceada pelo grupo fosfonato ligado diretamente a ligacao C=0.
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Uma das vantagens de se utilizar os microrganismos Lactobacillus brevis CCT 3745 e
Candida albicans CCT 5847 ¢é a enantiocomplementariedade na obtengdo dos o-
hidroxifosfonatos 2a-¢, podendo ser utilizados de acordo com a necessidade de obten¢do da
configuragdo desejada, o que demonstra que a metodologia aplicada nas biotransformagdes €
de fundamental importancia para serem aplicadas em sintese de compostos opticamente
ativos.

E importante ressaltar que estes compostos a-hidroxifosfonatos opticamente ativos
podem ser utilizados em rotas sintéticas para a produ¢do de intermediarios para as industrias
de quimica fina, agroquimica e farmacéutica.

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos das redugdes enantiosseletivas com o0s microrganismos
Lactobacillus brevis CCT 3745 e Candida albicans CCT 5847 forneceram bons rendimentos
isolados (78-90%) e os dalcoois (S)-(-)- e (R)-(+)-ca-hidroxifosfonatos 2a-c¢ podem ser
utilizados como intermediarios de sintese para produtos de quimica fina, agroquimicos e
farmacos.
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