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processo enzimidiico pera a preparaco de  B-hide

Oz processos snzimdticos apresantam algumas  vantagens

i

obvias relativaments aos processos guinicos. For suemplo, =s3n
realizados em mistomasn aguesos sob condigBes  suaves,  sendo
frequentemente sstersosslectivos. A snzima utilizada no processo
do invento & conhecida, de um modo gaeral, como uma sldolase.  Umpa

Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol. 1982, 53, 87 & Schirch, L.y
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—aminodcidos ftais como ir 2 aglo-treaoming para

win aldgdido 2 glicina.

por exemplo,. rebentos de milho, rebentos de feiile "mung®, =

figado de cosihn. O processo deste lnvento compresnde a u

o £ as 1% I af ot -, 2o g g 3o o=, g v oo pue gor gonymr o o e Tl J— - . " % .
Gan s HMTES pars preparar,  sob condigBes  suaves, precursores
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¥i = rificado tal como dstarss £, -C,
alguilicos do grupo carboxip cianoy hddroxii  hidroxi acilado
tal como formiloxi, acetoul, propionocei, oo Buatiloxig halogénic

roy haloalguilo tal como triflucromstilo ou

1crumat‘i
ex. RUCHD pode ser um cotoaldeido
piruvaldeido g oubros andlooos, 0 aldei
heterociclico pode igualmen
ou heterociclicos oo en qualgusr suas porcd
Sdo exemplos de  alguil-, aiguenil- & aloguinilalde

podem ser usados no processo acetald

|
HIC-CH=CH-R ', H-C-CHp-CH,~-CH=CH-R',

i)

em que R'2 hidrogénio ou 2,70y alguilo tal como acrolsin

crotonaldeido 2 d-pentenal.
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analogos,



Ko processo do invento, B da férmula 1 & de prefer@ncia

Ca—T, alguenilo, T-C alguinilo, ou £,-0, alguilo substituido
o B

stenilo, propenilo, butenilo, pentenilo & hexs ilo;s oL,
aioguinil rEfars—-ss A Cunos . etinilo oroninilo butinilo
ALGUINLIO rETErg-ss & QFUDGS 8Tinila, DIrGRanilio, HITIML IO,
pentinilo & hexinilogue podem ter estrutura ramificadas E1~E

e ]
alguilo substituido com carboxi ssterificade refere-ss a Ogrupos

g =
alguilo de cadeia linear ou ramificads substituidos com um SruDn
=

carboxi ssterificado em gue o grups éster £ O, -0

il "‘i ;‘_’L

¥ alouilo,
fenilo, benzilo, benzileo substituido tal pemgtoxibenzilao,
o +

1
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metilbenzilo, nitrobenzilo, difeniimetils, oo outros G SR

protectores tais

grupos sioxic
sioarbor li.ﬁfu%iiﬁg Jeibenzilovicarbonil dbutil
zilowicarbonilihexilo, & grupos alguilo ard log:
grupos carboxi putLrificadman O termg O, -0

Com Ci- Cp alooxi refere-se s metoximetilo, E-mtoxistiln,  4-t-bhu-

t i i
tilo, J-isopropoxipentilo, Z-stoxihexilo = oubros arupes anilogos
%
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HC-CH, -CH, ~CH=CH-R

N, alguiio substituido com u

guE s

Mo BrooEss invento.

atrias fol definido.
grups carboxil ssterificado ou

tem lugar
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gram idEnticas 4= da mistura de incubag8o, & excopclo da ausfncia

da enzima.

£ g Jon pue oo g
Subhsty

_CH3 +
-CH, CH, CHj +
-CH,CH; ND
-CH,CH,C0,CH; +
-CH,CH,CO, (CH3 )5 +
-C0,H -
~CH, CH, CH, CO, CHg ' +
-C(0)CH42 +
~CH, CH, CH, OCHO +
CeHs +
~CH,OCH, CgHs ND
2-furilo ' +
2-(2-furilo)etilo +

i o — e e e - - e -, & 2 s soe 23! 2
iy : Converssoy -~ = oonversSs ndo o

determinads.
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=/ Lom Tigado de coelho sstava te HMTS VO, & com millno

estava presente tetrahidrofolats de
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idrowi-a-aminodcido mediants remogiEn deg parites aliguotas  da

fi-h
mistura de incubsae

L B S - ] " - F - g gun D gt nen 2mn

g8 TEmpds 8 empns 2 andalise das  amnstras

e meic oe  sEparac¥o por CLER = deteccio de fluorescincia do
Iy o 3
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amings o ~im&

Bimons, Jr., 8. 8. st al., J. Am. Chem. Soc. 1974, 98, 7ov3. &

an&dlise por CLEF tanto da mistura de incubagEo coms da  incubsclo
Yem branco' permitiv s determinacfo de qual ou guais picoi(s) no

cromatograma podiam ser atribuidos a produtos snzimdticos,

i
actor 2 depols misturands uma soluc¥o  tamponada da snzima
Alternativaments, a sniucHs tamponada de glicina contendo FLP & &
i i

ugEn de enzima 580 misturadas 2 o aldeido & dennis adici

mente dissolvido para s dar & =ua CONVENSED  no Drocesso. f
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aldeidos que sHo apenas parcialimentes soldveis no meio de reaccHo

aguosn também ssrvem de substrato RERFAa a snzima.

D processo do invento  om gue o aldeido, RCOHD, 2 um

aldeido alifdtico {i.e. o carbono ligado a0 grupo carbonile
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eSmEra L-sritro do G-hidros
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davia, guando o substrato aldeid

ot

1
gado ao carbonilo da fungdo  aldeido fazr parts de um sistem
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romdticn) o produto & obhtido em ambas as formas treo e sritro em
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guantidades aproximadaments igusis. Fo exémglmg o penzaldsido
Torma tanioc o isdmers treo coms o sritro de B-fenilsering.

SEo swemplos  de  f-hidrowi-ge-aminoédcidos  obtidos N
proceEssn oo invento Bfenilserina, B-{Z—furilliserinsz, Acido
- f-hddroxi-g-aminpadipicn, &cido B-hidrosi—a-am nohsxandico, adcido
~ ﬂ“Flﬂ?&dl”ﬁ“&mlﬁﬂ"ﬁ"fardiianlh&h&ﬁai”Dx doido B-hidrowi-a—amino-T
—oxovalérico,  4cido f-hidrovi-—g-amino-T-fenilbutirico, aoidn

£
—~pentandico, & aminodcidos andlogos.,

Muma forma de realizacHso preferida  do DFOC8SE0,  un
gster de ssmialdeido succinico tal como um gster D0, alpouilico

1
glicina & HMTE em tamp3o fosfato na presengas de FLP 2 fYim de  dar

rigem ag semidster de 4c a forma

do isdmero L-eritro. Muma outra forma de realizag¥o preferids do
processn, um @éstesr de semialdeidn gilutdarico, por ex. 0 dster
mEtilico, & incubado com HMTS & fim de proporoionsr o semidstse

de &cido B-hidrovi-g-aminooimslico.

i"' o

fiz duas formas s atras referidas
2850 ilustradas pelo ssguema
- i
R10C-(CHp ) (CHO + H,NCH,cO0H SHT
f) OH NH,
[ ]
- Rloc—(CHz)n-CH-CH-COOH
o s difenilmetilo,

BHogus R & Ly-Cyp  aloguilo, fen nilo, benzilo,
i

4
&
d-matodibenzilo ou d4-nitrober
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Este acido

representados pela faérmula R GEC“SH§~E”¢~£H{BH§EHiﬁHﬁ}CDBRZ’5 =m

gus R, & tal como Tol atrds definido e R.° & Midrogénios ou Ei’

Este aminoidcideo & obtido no processg na forma L-eribtro. O asis
sk

discido ou monodster podem formar—-se oor metodos Cortvens io-

comy 0 o2al de oAl

coms aquelss gue  se formas oom benzilamina, dibenzilamina
i

Ciclohexilami

aninoidcido.
promidricno
ooy Aacido
toluenessulfénicn, Acido naftalenossul fénico, scido metanossul fa-

nico g dcido n-butanossulfénico.

sm ogque R

RaPa 05 esquemas de reacclo.  S5Ho sxemplos desses esteres ez ssus
o e v+ e s W . . RN . . .

Estaras monomstilico, monoetilico, dimetilica, distilico, t~buti-
lico, & di~t-butilico, benzilico, 4-metoxibenzilico = dibenzilico
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para formar  conposios B

&
masira no ssguena de reaccHo seouints

O OH
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convertidos

Miller, M.d.,

oo

adicionalmente o processo do n¥c devendo de mode algum
s&r entendidos como constituindo ums lim itaecdo.
de  Berina 2

partir ds

fodos os procedinentos s ssguir descritos foram  reali-
zados a 4%, Rebentos de milho com 57 dias  lavados  foram
nomogensizados num misturador Haring em monchidrogenoiosfato  de
potassio 168 mM contends stilenodiaminatetrascetats dissddico
(EDTAY & mM, ditiotreitol 1 oM & 5 —~fosfato de piridoxal 125 pM.
A mistura continha aproximadamante 958 g de rehentos por litro
0 homogenado foi filtrado através de pans guelisl g o Tiltrado
fol submetido a um  processo de pracipitacio com sulfato de
amanio. & proteina que precipitou  com 35-56Y%  de saturasioc e
sulfato de  aménio apds centrifugacdo ¥ g durants 4454
minutos fol dissolvida em tampdc fosfato 16 M, oM 7.8, contendo
' ~fosfato de piridoxal 1928 B o= EDTS 1 @R, & s=olugHo  foi
submetids a didlise = concentrada para 515 mg de proteinasml  na
mesna solugHo tampdo sem a presenca de EDTA. 0 tesis de pressenca
de attividade de aldolsss da profeina consistiv num sistema
acoplado entre o retroaldsl catalisads por aldolase de L-alo-treo
nina com & reducHo MADH (forma  redurida de dinucledtido ds
fnicotinamida = adeninal-dependents do acetaldsidg resultants  por
desidrogenase de Slcool de levedurs (ADY. & actividade ennEci-
fica tinha o valor mad de 78 miliunidadesimg de proteing. Lima
unidade de actividade snzimatica & definida coms 8 quantidade de
enzima necessdria para provocar a varlagHs do valor da  densidade
optica em uma unidade {3 346  nm) por minutos & femperatura
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0 cromatograma  revelou o maior pico pare o isdmero

L-sritro ao valor de tempo de retencio de 21,9 minuitos 2 um  pico
f1

]
T
i
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samero trec. A identidade dos aminodcidos nernoies i—

dos fol confirmada por co-injecc¥o com  isdmercs  de Lreonina
aut¥nticos disponiveisz no mercado.
Avido a-amino-f-hidroxicapréico
Uma solucHo de substratoc  foi greparada diszolvendo
5,0 my, 9,348 monl? e n-butanal {(35.7% mg. 2.3%1 omoll

de 24 oM ¢ 35 oM dos ded

Uma solucHo de HMTS  (@,1 mgd em 188 ul  de solugdEo

ol R pay . % =
fopliens de 8,5 ml.

ofram calocasdos nouteo
frasco, & adicionarsm-se a cada  frasco 1o ul da solugHo de

* g 50 =

substrato.
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grande acs 25,7 minulos & um pequeno aos 24,3 minutos. 08 picos
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samialdeido succinico (20 mg

[ k1 oy e T T e " on T me ey e g oo

Spi ml ode soluglo tamp¥o pars proporoionar conoesntracsEss o = Ta kol
. XTI o TS 2 - [T NN S, 3

e 30wl 2 34 omM,  respectivamente. 0 aldeido uszado nests sEHpE—
G By g oo VAR N o onf yu LS 12 s T 2o e 3 H 4 2 3

Fasnclia estava lsento de DHMED, embora incubacBes prévia com  sste

-y, o e o : @i e gon vo . g
aldeido contivessen aindz a impurezrs {residun res

e f g o o o e - 1o - = —d £~ Pt TS .
maniEse  por  opzonolliss  de  CHo=CH-OH ~CH-CDO-CH.  ssouids e

£ < e ud =7 =
processamanto com dimetilsulfawidos.
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0 pico de produto maior (L-gritrg) foi observado a  um
valor de tﬁ de 22,0 minutos atingindo o seu maxime 45 duss horas.

CLEF um pequeno pico novo com um tempo de retenclo de aprosimada-
mente B minutos. Durante um pericdo de 24 horas  este  pice
o respondentss A

A3 MHIVO gico

b i-hidroxiadipi-
co (R = CH~CH_ ~CO_ M} por uma sintsszs indspendente = co-injscoio

do produto autintico com aquels gus foi produzido snsimaticaments

Ba Toy HMiller, M. J. Tetrshedroo Lett., 1999, 31, 827}, seguida
de desprofecgdo o hidrdliss para dar origem a0 composto descrifo.

A formacio deste aminodcido de arigsm durante a sintese
enzimitica déd-se por hidrélise do dster monomedilico do aminoioi-

do inipialmente produzide.  Uma ves qus o produto possuil oum grupo
¥

i

docido carboxilicn ionizadn adicion
g

e 5 i ol

arumsia - Enguanto produts aminoédcido  acido dicarbonilico,
de ser purificado & partir da mistura de resccio por mein de
cromatogratiz de permuts idnica  (Bresnstsin, J. F.p Winitz, #®.,
"Chemistiry 0f the Aming Acids® {(Guimica o fminpicidos) Yol. 2,

Fip 140214468, Hiley, Nova Iorgus, N.Y. 19513,
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fa 2 sldeido ns misty

FEsoel atd um miximo no szEpago de 2-4 horas

I ester metilico de senialdeidos olutdricre usads nesia
continha DMSD

um  produto

ds i—metos
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A soluclo de snzima consistia om .1 mg des HHMTS dissnl
k1 o g 2 . yos,
Hi. & solugi3o de
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recolhidas partes

assadas §,5 horas

surgiv na CLEF um  pico  produzido pela snzima & 23,7 minutos

respondente ac produto desejado e ointergrando um rendimento de

cerca de 284, Um ssgudo pice mais peEquano induzido pels  snzima
i1

aparecaud com um tempn  de retonoSo de 2203 0n

Avido s—amino-B-hidrovi-Torovaldrico

Blicina (23,5 mg, #,.934% mmol) = plruvaldeidn (61,1 mp
de uma zoluclHo = 487 em pEso, ©,.327 mmol de piruvaldeidoy  foram
dissolvidos em 19 al de soluco tampdo o pH 7.2, para proporcio—
&P COnoE e ZE,7 mM (piruvaldeido) na
srlucEn vanadate de s&dio (1,5 mg de
oompostho Fassados minuitns  tinha-ss

FRM~SS 1 v solucEo o« seirato
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Toam removidas an fim dos periodos de incubacZo: £,9,

1.8, 2,8, 3,4, 2% g TE horas.
£ andidosm po irndcidns yee e e T B qyei s
Boanaclss de aminoacidos por omeio de CLEP indicow  um
’t-‘ oy o ;,_ ~ o zms pon gos T s :;- LW o d s bpmie g e [ PR S 1 Eij" £0t e g om,
2D 42 retengiEo odes B BINUTEE O3ra o novo amincdcido. sara
contirmar gus =&  fratava do  aminoscido deseiadn, preparou-ss

Exemplo 7

di-hidropiranc seguida por processamento com DMBO. A 18,0 ml  d
solucdo tampfo adicionaram—-se 4-hidroxibutanal de O-formilo (39,5
Mo, cerca de #,20 mmcl, tendo em conta o DMEM e glicina (23,5
my, 9,348 moll.

f solugHo de substrate (45 #1} fol adicionadas & snlucEo
de snzima (8,1 mg de HHMTS =g 40 Hi} 2 &4 solucHo "sm branco’. A=
concentrac8es dos dois subbrates na mistura de incubaglo eram  de

i t
17 mM {glicinal & 18 mF {aidsidm 5 o7 oo o e
ina: s BomiY LA LO8LE0] Farnss
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foram recolhidas  ao fim dos  ssouintes pEricdos de  incubac3o:

£ 1o 25 T - = -
Waay laRy Ey8, 3,89y 7.8 & F4 horas.,

As tr¥s horas, o pico aos 22,5

cercs de 18Y do pleo de glicina e depois decre:

e

BNjUanto o0 plco acs 15,4 minubtos aumsntouw ligeiramente de  inten-
B

sidade. 0 aminocdcido gue se elui aocs I°
&

hidrélise lenta do éster formato no meio de reacgdc. A sstrutura
corresponde ao dcido e-amino-B-hidrosi-4-hidrogihexandico,

Exemnlog 8

f-Fenilssrins

tHo de 148

mEnte antes

farenda hor
I
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minuios, engquanto

correspondia a0 oubtro isdémsro (treod & binha um Lenpo de rete
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de 1928 minutos.
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Exgmplo 19
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com oum tempo de retencEo de 21,3 minutos, indica
em cerca de 3 de glicina no prodoto aldel.

Evemplio 11

Obitdm-as

oz procedimsntos de

com aldedido propargilico.
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18, -~ Proossso para a de um B-hidroxi-a-ami~-
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zsubstituido com  carboxi gsterificado, ©O,-0,-alcoxi, Tiuoro,

romt, ciano, hidroxi, O,-C,-alcanoiloxi, fenilo, Furilo,
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