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RESUMO

Neste trabalho realizou-se o primeiro estudo b@itaio envolvendo reacbes de
reducdo de cetonas com fungos de origem marinheanfFatilizadas 7 cetonas
comerciais como substratos e 8 fungos derivadosnhta como biocatalisadores. Os
fungos foram isolados das esponjas marirbexlia corticostylifera (Trichoderma sp
Gcl, Penicillium miczynskii Ge5, Aspergillus sydowii Gel12) eChelonaplysylla erecta
(Bionectria sp Ceb, Aspergillus sydowii Cel5, Penicillium raistrickii Cel6 e
Aspergillus sydowii Cel9). A reducaax-cloroacetofenona foi estudada sob varias
condi¢cbes de reagdo (mudancas de pH, adicdo ouncausde glicose) e o melhor
resultado foi com fung®. miczynskii G5, pois se obteve um rendimento isolado de 60
% e excesso enantiomérico de 50 % paig-&H)-2-cloro-1-feniletanol . O interessante
nestes estudos foi que todos os fungos utilizadadsiagem com a-cloroacetofenona
apresentaram seletividadati-Prelog. Na literatura € comum obter reducdo enaiaa
com seletividade Prelog. A-bromoacetofenona foi biotransformada pelo fugo
sydowii Cel9 nos correspondentes compost®s2{bromo-1-feniletanol,§)-2-cloro-1-
feniletanol, enquanto que @ hidroxiacetofenonag-clorocetofenona e o epdxido-
estireno foram obtidos por reacées ndo enzimatfkc@sbromo-a-bromoacetofenona e
a p-nitro-a-bromoacetofenona foram totalmente biodegradadks fpego A. sydowii
Cel9. A reducéo biocatalitica dato-iodoacetofenona meta-iodoacetofenona com o
fungo Trichoderma sp Gcl forneceu @rto-iodo-1-feniletanol e ometa-iodo-1-
feniletanol com excelentes excessos enantioméfees > 99 %). Ficou comprovado
também que os fungos derivados marinhos para premas/ reacfes de reducdo por

biocatalise precisam ser cultivados em agua doantificial.



ABSTRACT
This work carried out the first biocatalytic studwolving reactions of reduction of
ketones with marine-derived fungi. In this studyrevatilized 7 commercial ketones as
substrates and 8 marine-derived fungi as biocdtalyhe fungi were isolated from the
marine sponges&eodia corticostylifera (Trichoderma sp Gcl,Penicillium miczynskii
Gc5, Aspergillus sydowii Gcl2) and Chelonaplysylla erecta (Bionectria sp Ceb5,
Aspergillus sydowii Cel5,Penicillium raistrickii Cel16 andAspergillus sydowii Cel9).
The reduction of 2-chloro-1-phenylethanone waslistliunder several conditions of
reaction (changes of pH, addition or absence ofage) and the best result was with
fungus P. miczynskii Gc5, therefore it was isolated in modest yield 666 and
enantiomeric excess of 50% for tf®-(+)-2-chloro-1-phenylethanol. The interesting in
these studies was that all the fungi utilized ie #creening with the 2-chloro-1-
phenylethanone presented selectiatyi-Prelog. In the literature is common to obtain
enzymatic reduction with Prelog selectivity. Thebrdmo-1-phenylethanone was
biotransformated by the fungus sydowii Cel9 in the $-2-bromo-1-phenylethanol,
(9-2-cloro-1-phenylethanol, whereas th@&-hydroxy-acetophenone, 2-chloro-1-
phenylethanone and the 2-phenyloxirane were oddaly no enzymatic reactions.
The 2-bromo-1-(4-bromophenyl)ethanone and the Bbra-(4-nitrophenyl)ethanone
were biodegraded by the funghs sydowii Cel9. The biocatalytic reduction of 1-(2-
iodophenyl)ethanol and 1-(3-iodophenyl)ethawith the fungusTrichoderma sp Gcl
afforded the 1-(2-iodophenyl)ethanol and the le@sphenyl)ethanoin excellent
enantiomeric excesses (e.e. >99 %). It was eedrifnat the marine-derived fungi must

grow in artificial sea water to catalyze the reduttreactions.
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1. Introducao

1.1. Estado da arte

Neste trabalho realizaram-se reacdes de biocatéhigelvendo fungos de origem
marinha. Na introducdo serdo abordados assuntadvendo o tema central do trabalho
como o estado da arte (biocatalise) e as reacoesidedo.

O grande potencial de aplicacdo das enzimas nendelvimento de processos de
sintese é hoje uma realidade irrefutavel. As isfiarmacdes tém sido investigadas desde os
tempos de Pasteur e foram impulsionadas por grapdescos e bioquimicos do século XIX.
Pode se observar que, nessa época, era comum unoroesitista pesquisar temas inerentes
a quimica e a bioquimica sem nenhuma distincdo.ekemplo dessa afirmacéo € a lista de
processos cataliticos feita por Berzelius em 18BBERTSet al, 1995). Essas duas areas
da ciéncia percorreram juntas um longo caminho ealgmm momento no inicio do século
XX elas se tornaram independentes. Hoje, apds quaseeéculo, 0s cientistas tomaram
consciéncia de que existe na interface destasiagngem mundo a ser ainda descoberto
(MARSAIOLI et al, 2002). O progresso no uso de enzimas e cétotass na Quimica
Organica Sintética foi relativamente lento até 8sa50, quando o0 uso de microrganismos
para modificar nucleos esteroidais foi estudaddadaratorios de industriais e academias -
Universidades e Institutos (HOLLAND, 1992). Convess, tal como a transformacéo de 17-
a-acetoxi-11-deoxicortisol em hidrocortisol (Esqueilausando o fung&urvularia lunata
para introduzir diretamente o grupo -hidroxi, ajudou a despertar novamente o interaase
aplicacdo desses catalisadores bioldgicos paraisoar problemas da Quimica Organica

Sintética (HOLLAND, 1992).
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17-w-acetdxi-11-deoxicortisol hidrocortisol

Esquema 1:Hidroxilacdo enzimatica do deoxicortisol em hidndism|

No entanto, foi apenas na década de 80 que at&liseasofreu o seu maior impulso,
através da quebra do dogma de que as enzimas sdgmduncionar em meios aquosos. A
utilizacdo de enzimas em meios nao convencionais gelventes organicos) permitiu aplicar
estes biocatalisadores em reacgfes de sintese gquiicpotencial desta utilizagdo foi
incrementado pelo fato de que em meios ndo agwassenzimas exibem seletividade, ndo s6
ao nivel da quimiosseletividade, mas especialmaoteivel da enantiosseletividade. O fato
das enzimas poderem resolver misturas racémicae fencontro as necessidades da industria
farmacéutica por compostos enantiomericamente p(F&8ER, 2004). No entanto, a
aplicacdo imediata desta tecnologia ficou condmifanpelos elevados custos associados.
Deste modo, a biocatalise nos ultimos 20 anos telm direcionada para areas como a
biologia molecular e as ciéncias dos materiais, oamtuito de desenvolver biocatalisadores
mais ativos, estaveis e seletivos, passiveis @ensetilizados pela industria a um custo mais
acessivelO emprego de células totais de microrganismos mosepsos de biotransformacoes é
bem conhecido. Apresentam uma diversidade de eaziay@azes de catalisar um grande numero
de reagbes quimicas (BARBIERIt al, 2001). O futuro da industria de sintese quimica,
essencialmente devido as crescentes exigénciadvab da qualidade e meio ambiente,

passard em muitos casos pela utilizacao de procbgsmataliticos.
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Os termos biocatalise ou biotransformacéo refesen&os processos em que um
catalisador biologico € utilizado para a converddaum substrato (composto organico) por
um numero limitado de etapas enzimaticas, sendaatalisador a enzima, o principal
agente dessas reacdoes (DEMIRJIAN, 1999). A bidsat& hoje um dos campos mais
promissores dentro das novas tecnologias parasideecompostos de alto valor agregado. A
exploracdo da biodiversidade na busca de novosiseatares por técnicas de selecdo de
microrganismos, de plantas ou células animais septam o0s métodos tradicionais de
descoberta de novas enzimas para o desenvolvintentoiocatalise em escala industrial
(DEMIRJIAN, 1999). Os microrganismos, neste casm, de particular interesse, devido ao
curto periodo de geracdo, a grande diversidade rdeegsos metabdlicos e enzimas
envolvidas e, hd um numero ilimitado de microrgamnis na natureza que podem ser
avaliados, os quais sao bastante diferentes entMigorganismos isolados em territorio
brasileiro tém demonstrado excelente potencial avaditico frente a diferentes substratos
organicos de interesse, como por exemplo na hégrdle 6leos marinhos para sintese de
ésteres de acidos graxos poliinsaturados e deegstesmaticos (CARVALH@t al, 2005).
Ainda, para ter acesso ao potencial enzimaticocéssario que 0s organismos apresentem
algumas vantagens, neste caso destacam-se 0S gaiGepnosS, pois esses sdo robustos,
apresentam crescimento rapido fornecendo elevadastiqades de massas celulares e
produzem todas as enzimas necessarias para catdisaais diversas reagdes quimicas
(DEMIRJIAN, 2000). Deve-se destacar que emboraaslaivangos sejam realizados na area
de biocatalise, ha ainda desafios em desenvolvereagdes enzimaticas utilizando-se
compostos xenobidticos, como por exemplo, reateagdes em escala de g/L.

A industria de quimica fina vem utilizando os kitatisadores h& algum tempo gracas
a extraordinaria capacidade de reconhecimentolgstareosseletivo das enzimas (ISHIGE

E SHIMIZU, 2005). Atualmente sabe-se que subst&nmi@logicamente ativas usadas como
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farmacos ndo devem ser empregadas na forma deatmsrja que as diferencas existentes
entre as formas espaciais de cada enantiomerdisagnidiferencas entre suas propriedades
quimicas, fisicas e principalmente bioldgicas, ueficiando diretamente na atividade do
farmaco (PILLI, 2001). Em uma pesquisa recente 1@8ssinteses realizadas por trés grandes
industrias farmacéuticas, 69 consistiram na prgdarade compostos quirais. Para um
farmaco quiral ser aprovado por uma agéncia regdaté preciso que haja um excesso
enantiomérico (e.e.) de no minimo 99,5%. Essa s#i@tividade pode facilmente ser
alcancada atraves de processos biocataliticosig3aranaturalmente ha a necessidade de que
sejam realizados estudos a fim de selecionar ot@admoldgico (a enzima) e as condi¢cdes
adequadas para que a transformacdo de um deteomsudidtrato forneca a seletividade
desejada. A obtencdo destes compostos em suassf@maatiomericamente puras €, sem
davida, uma das principais aplicacbes da biocatatia industria de quimica fina e
farmacéutica (FABER, 2000). A industria de uma fargeral vem utilizando os processos de
biotransformacao destacando-se o ramo farmacé(BTRAATHOLF et al, 2002), como

demonstrado na Figufa

W FARMACEUTICO58%
HOUTROS 10%

= AGROINDUSTRIAL 7%
mNUTRICIONAL 1%
mALIMENTICIO 15%

m COSNMETICOS 7%

POLINVEROS 2%

Figura 1. Setores da induUstria que mais utilizam procesaaBnaticos

As enzimas sdo, em geral, proteinas de grande emidatle estrutural que atuam

como catalisadores na maioria das reacdes quimicasetabolismo celular. Sdo constituidas
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por residuos de aminoacidos, unidos através dedkgapeptidicas e possuem massa molar
que pode variar de milhares a milhdes de Daltofradly. Estas macromoléculas altamente

especializadas exercem funcdes vitais nos orgasisMivos e dependendo de sua atividade
biolégica e do organismo que as sintetizou, aptasertaracteristicas bastante peculiares
(SILVERMAM, 2000).

As enzimas aproximam 0s substratos com orienteg@acial favoravel dentro de uma
cavidade, denominada sitio ativo, formando um cerplenzima substrato (En-S). O sitio
ativo é uma cavidade com forma definida, abertasuygerficie da molécula globular da
enzima, constituidas por grupos R de aminoacidasta Eorma do sitio ativo confere
especificidade a catélise enzimatica: para semtemmda como substrato uma molécula deve
ter a forma adequada para acomodar-se no sitio aties grupos quimicos capazes de
estabelecer ligagbes com os grupos R presenteammosacidos (Esqueni) (NELSON E

COX, 2000).

En + S — [En-S] — P + En
Enzima  Substrato Complexo Btod Enzima
enzima-substrato

Esquema?2. Representacdo da catélise enzimatica

Existem algumas propostas mecanisticas a respasiespecificidades das reacfes
promovidas pelas enzimas, conhecidas como modeloma-substrato. Emil Fisher propds,
em 1894, que as enzimas se ajustavam perfeitangente uma chave-fechadura o qual

denominou “modelo chave e fechadura” Neste modalobstrato e o sitio ativo catalitico da
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enzima eram estruturalmente complementares em temdorma e natureza quimica,

portanto um sistema altamente rigido e definidguia2)

»1 4

Figura 2. Modelo da chave-fechadura

Um sitio catalitico da enzima estruturalmente dempntar ao seu substrato seria
pouco eficiente, pois a aproximacao e a ligacasuthstrato ao sitio ativo da enzima alteram o
balanco de forcas responséveis pela manutencacstd#tuea tridimensional da enzima,
alterando sua forma e a do substrato, fazendoimaraquirir uma nova conformacgéao, a que
se torna ideal para a catélise. Este mecanismardpiosto por Koshland em 1958 conhecido
como “modelo do encaixe induzido”. A conformacas dabstratos também é tencionada e
distorcida, aproximando-se do estado de transi8do.esses 0s conjuntos mecanisticos que
tornam a catalise enzimatica tao eficiente perahitigue uma enzima catalise uma variedade

de substratos n&do naturais (FigBydVERLI E BARREIRO, 2005).
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A enzima altera ligeiramente a sua Produtos
Substrato  forma a medida que o substrato se liga ‘

{ Centro activo

Substrato entrando no Gomplexo Complexo Produtos deixando o
centro activo da enzima  enzima/substrato enzima/produto centro activo da enzima

Figura 3. Mecanismo ilustrado do encaixe induzido

A utilizacdo de microrganismos (enzimas) como lmlsadores € muito vantajosa,
pois sdo aceitaveis ambientalmente (biodegradaveispalnam em condi¢cdes brandas,
possuem alta toleréncia aos substratos e catatigarentes tipos de rea¢bes (FABER, 1997),
ainda:

* ndao alteram o estado de equilibrio da reacao
« aceleram a velocidade de reacdo em pelo mefloe16s
* diminuem a energia de ativacao

» variagdo de energia livre ndo é afetada pela eni@a

A

Energia de ativacdo seamzima

Energia

_Energia de ativagédo coemzima

S = substrato
P = produto

Caminho da Reacéo

Figura 4. Grafico da energia livre para uma reagao

Uma das metodologias mais comumente empregadadbieratalise € realizada
através da utilizacdo das células totais dos ngarasmos cultivados em meios de cultura
apropriados, onde toda a maquinaria enzimatica disfgonivel, para catalisar inUmeras
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reacdes enzimaticas podendo inclusive gerar umanmaide produtos por biotransformacdes.
O uso de células totais aplica-se principalmente macbes em que as enzimas para
catalisarem as rea¢fes quimicas requerem cofatdeeauséncia de cofatores determinadas
classes de enzima (e.g. oxidorredutases) ndo pemas reacdes quimicas (CANOAS E
IBORRA, 2005). O sistema de biotransformacdo aesepregado dependera do tipo de
reacdo, do uso de cofatores, bem como da escalquenocorrera a reacdo, entre outros
parametros relevantes ao processo (FABER, 1997)titélo de exemplo torna-se
economicamente vantajoso 0 uso de células totarechegcdo de carbonilas de cetonas, pois
fornece alta seletividade e elimina a necessidadéorhecer quantidades equimolares de
coenzimas, como NADH/NADou NADPH/NADP, ao sistema reacional.

A reducéo assimétrica de cetonas € uma das reagssmportantes e fundamentais
para producdo de alcoois quirais, que podem sarsfalanmadas em varias outras
funcionalidades com aplicacbes para a sintese gaiimdustrial, tais como, farmacéutica,
agroquimica e alimenticia (NAKAMURAet al, 2003). No (Esquem3) tem-se um exemplo
de reducao de cetona catalisada pelo uso de cébtides do fungdstreptomyces nodos&C
13149 cujo produto quiral foi utilizado na sinteke indinavir um inibidor de protease do

virus HIV (PATEL, 2003).
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Streptomyces nodos6€ 13149

BocH cl BocH cl
0,
o) OH e.e.- > 99%
. . ) Rendimento 80%
(9-[3-cloro-2-0x0-1-(fenilmetil)propil]

acido carbamico, 1,1-dimetil-etil éster (1S.29)-[3-cloro-2-hidroxi-1-fenilmetil)propil]
acido carbamico 1,1-dimetil-etil éster

@

o

PN
ﬁ\ )(L' |/\/\|)k/k

OH

Ol

H H

Indinavir - inibidor protease

Esquema 3 Reducgdo assimétrica daclorocetona con$. nodosus

Como mencionado anteriormente, o uso de célulamstaem sido muito bem
empregado na reducdo seletiva de cetonas proquifEdVIANN et al, 2004). Sendo
particularmente vantajoso para executar a reduedejabla e ainda possuem a capacidade de
produzir todos os cofatores e 0os caminhos metalohecessarios para sua regeneracao.
Adicionalmente, todas as enzimas e cofatores sév etegidos dentro de seu ambiente
celular natural (MANDALet al, 2004). No (Esquemd) tem-se sistemas com diferentes
possibilidades de reciclagem de cofatores envadvedo uma reacao de redugcéo com o uso de

enzima, células totais e ou substrato auxiliar.
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Q OH

oH
)k Desidrogenase H elou /'\
R; R» Rl/\ R, Ry Ry
NADH NAD*

K Sistema de reciclagem )
- uso de enzima

- uso de células totais
- uso de substrato auxiliar

Esquemad4. Sistemas de reciclagem dos cofatores NADH/NAD

Dentre os microrganismos que possuem a capacidadesdiclar seus cofatores
encontra-se a levedur@accharomyces cerevisigéermento do padeiro ou fermento do
cervejeiro) que € o microrganismo mais largamersi@do para a reducdo assimétrica de

compostos carbonilicos, pois é prontamente dispinéle baixo custo e possui uma alta

capacidade como biocatalisador redox em uma valeedie reducdes estereosseletivas

(LACERDA et al, 2006).

No (Esquem®) tem-se um exemplo de biorredugéo de um grup® awmstato com a

utilizagéo do fung®. cerevisiaeomo um biocatalisador.

COOEt COOEt

O S. cerevisiae S TOH
—>

e.e. 95%

Esquema 5 Reducéo catalisada p®r cerevisiae

Outros microrganismos também apresentam enzimesvsesl na reducdo de cetonas,

levando a producdo de alcoois enantiomericamentespuais comoRhizopus arrhizus,
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(SALVI E CHATTOPADHYAY, 2006), Merulius tremellosus,(HAGE et al, 2001),
Geotrichum candidunfMATSUDA et al, 2000),Rhodococcus rubbeiSTAMPFERet al,
2002), Trichotheciumsp.,, (MANDAL et al, 2004),Rhizopus oryza¢COMASSETOet al,
2003), etc.

As enzimas desidrogenases e redutases sao respisngéla reducdo de grupos
carbonilicos de aldeidos e cetonas. Quando o gragmnilico de cetonas € reduzido, pode
levar a formacgéo de centros estereogénicos deacord a estrutura do substréfANG et
al., 1999). As acetofenonas e seus derivados sadratalssde grande interesse sintético e
inUmeros estudos biocataliticos vém sendo realgzadando a obtencdo de alcoois quirais
oticamente puros (BRZEZINSKA-RODALt al., 2006).

No (Esquemd®) estdo apresentados alguns exemplos de conversideamtio-se o
fungo Rhodotorulasp As 2.2241 (YANG et al, 2006) na reducdo dea-halocetonas

produzindo as correspondentes haloidrinas quirais.

O

H
Cl Cl
Rhodotorulasp AS2.2241 R
> e.e.>99%
rendimento isolado 52%

OH
R
e

Br Br
Rhodotorulasp AS2.2241
> &.>99%
rendimento isolado 69%

O

H
Br Br
Rhodotorulasp AS2.2241 R
- e.e. 97%
ON rendimento isolado 51%

2

3%

Esquema6. Redugdo de-acetofenonas pdrhodotorulasp. AS2.2241

O uso de células totais da leved@andida pseudotropicalism meio agquoso na

reducdo assimétrica aacloroacetofenona formou &)¢1-(2-clorofenil)etanol (Esquema.
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Apesar da alta toxicidade do substrato para asasela levedura foi capaz de tolerar até 36

g/L da cetona, e o alcoob)1-(2-clorofenil)etanol foi obtido com alta enadseletividade

e.e. > 99% (XIEet al, 2006).

e}
iilife)
T

C. pseudotropicalis

-

meio aquoso
Cl Cl

o-cloroacetofenona (9-1-(2-clorofenil) etanp

Esquema?. Reducéo esterosseltetivaadeloroacetofenona

Utilizando-se o fungoAspergillus terreusem meio aquoso, Comasseto cel.
obtiveram a partir da reducdo de acetofenonas-sitibgtituidas conversdes de 98% aos
alcoois quirais com e.e. > 98%. Os autores tambémficaram estereoinversdo dos alcoois
racémicos, na presenca das células totais do féngterreus,variando o pH do meio
reacional onde condi¢cBes acidas favoreceram o gsocde desracemizacgdo, e o alcool

(9-(-)-1-(m-nitrofenil)etanol foi obtido com alta enantiossefelade (e.e. > 98%) Esqueria

(COMASSETOget al,, 2004).
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OH 0 OH
X Rrs NaB X A. terreus X S
| | — |
A / F orto / Z orto
O,N O,N meta O,N meta
para
A. terreus para
OH
‘ RousS
o N/ 7 meta
2 para

Esquema8. Reducgéo das acetofenonas nitro-substituiolas, (meta e parpe desracemizacgao dos alco®Sf¢
1-(nitrofenil)etanol mediadas péspergillus terreus

Um exemplo de aplicacdo industrial encontra-sa paftuoxetina, um farmaco usado
como antidepressivo, cujo unico centro estereogéoicobtido através da reducédo catalisada
pela levedur&. cerevisiadEsquema®). O produto quiral obtido pela reducéao foi utitiva

na sintese da fluoxetina apos algumas etapas. (IRARE9S97).

0 0 OH 0
e.e. 87-93%
OEt S. cerevisiae OEt

benzoilacetato de etila (39-3-hidréxi-3-fenilpropanoato de etila

CF3
algumas etapas

] e.e. 87%

NHMe.HCI

Hidrocloreto de fluoxetina

Esquema 9.Reducao quimiosseletiva da benzoilacetato depmtil&. cerevisiae
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A L-carnitina, um farmaco usada na prevencao de anfdeot miocardio, pode ser
obtido através de duas etapas de reacdo, senda guieneira trata-se de uma reducédo
catalisada pelas células 8e cerevisiagconforme mostrado no (Esquer@. A producéo
seletiva do isbmeroL” (R) é essencial, pois a forma isomérica “[P) € tdxica para o

organismo humano (PEREIRA, 1997).

o o OH ]
S. cerevisiae B
—> <
cl OGCgH;7 Cl OCgHy7
4-cloro acetoacetato de octila R)34-cloro-beta-hidroxibutirato de octila
e.e. 90%
HCI|(CHg)N
H [}

o

?

"N(CH3)3 OCH,

L-carnitina

Esquema 10Reducéo seletiva da 4-cloroacetoacetato de odil&® pcerevisiae

Além dos microrganismos, 0s vegetais sdo exceleiotietes de biocatalisadores e
ainda sdo muito Uteis para promoverem reacdes casrjppéndice).

O Brasil tem uma grande variedade de vegetais pmakem constituir em fontes
inesgotaveis de enzimas para serem aplicados dsgliversos tipos de reagfes enziméaticas.

Atualmente, vem despertando entre varios pesquisado interesse pela reducdo
assimétrica de cetonas utilizando-se catalisadoegetais que podem também ser
empregadas para produzir compostos com alta paereggiomérica (SCARRt al, 2005).

Dentre os catalisadores vegetais destaca-sPaacus carota (cenoura), para
determinados substratos, despontando-se atualrnente o mais promissor biocatalisador
vegetal para reducdo assimétrica de cetonas paigjuiY ADAV et al., 2002).

Um exemplo do uso dPaucus caroteé a reducado seletiva da nitrocetona proquiral

(SCARPIet al, 2005), mostrado no (Esqueid.
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Daucus carota

NO, NO, e.e. 58%

Esquema 11 Reducédo de cetomaesoporD. carota

Dentre essas fontes, a enzima &lcool desidrogeresponsavel pela reducdo de
aldeidos e cetonas é encontrada em diversos v&geise tornam fontes alternativas destas
enzimas que podem ser empregadas no desenvolvimento datdliese e/ou métodos
enzimaticos como as sementes de algdaassypium hirsutum cv. Siok(®ILLAR et al,
1994); de girassolHelianthus annus(TORRES, 1974); sojaGlycine max(TANG E
CHANG, 1990); pimentacCapsicum annuurfSMITH E COBB, 1991); amendoimdrachis
hypogaea(CHUNG et al 1996); tabacolNicotiana sylvestrifZARSKY et al,1994); tecidos
de morangofragaria xananassa DucfMITCHELL E JELENKOVIC, 1995); olivaOlea
europaeg SALAS E SANCHEZ, 1998) e beterrali2eta vulgarigKONOVALOQOV, 1994).

Essas alternativas de emprego desses materitdgibas sdo de extrema importancia
para as industrias sucro-alcooleiras, uma vez gqum@mtoramento dos teores de etanol nos
processos fermentativos pode levar a maior prodatie dessa substancia tdo importante
para a economia nacional. Estas enzimas naturamembilizadas nas células destes
materiais biolégicos em seu habitat natural séc reataveis e geralmente possuem 0 seu

cofator disponivel (FILHO E VIEIRA, 2002).

* Grupos de biocatélise no Brasil
No Brasil existem varios grupos de pesquisas tusrana area de biocatalise. Como
pode ser visto na (Tabelf, a maior parte desses grupos esta no Estado dé&do,
principalmente nucleados na Universidade de SadoP@ISP) e na Universidade de
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Campinas (UNICAMP), segundo relatério gerado asale Plataforma Lattes (BEATREE

al., 2005).

Tabela 1. Distribui¢cdo dos grupos de pesquisas em Biosataliotransformacéo no Brasil

Numero de grupos de Pesquisa em

Estado/Regido biotransformacao /Biocatélise

Séo Paulo/Sudeste 08
Rio de Janeiro/Sudeste 02
Minas Gerais/Sudeste 01
Parana/Sul 04
Santa Catarina/Sul 02
Rio Grande do Sul/Sul 01
Goias/Centro-Oeste 01
Mato Grosso do Sul /Centro-Oeste 01
Roraima/Norte 01
Para/Norte 01
Bahia/Nordeste 01
Cearé/Nordeste 01

» Reacdes de biocatalise com microrganismos

As reacdes biocataliticas com microrganismos,eggemplo, as reducdes podem ser
realizadas por duas metodologias.
a) Com a adicdo do composto organico a ser biotramsémio (e.g substrato) durante o
crescimento ou inéculo do microrganisnieste caso, denomina-se reacao biocatalisada com
células em crescimento, uma vez que as reacoesa@adas na presenca de meio de cultura
e, portanto os microrganismos podem estar reprodoze continuamente.
b) Reacbes com as células totais em repodsste procedimento, faz-se o crescimento dos
microrganismos, posteriormente remove-se 0 meiculeira e ressuspende-se as células
totais em agua ou em solucdes tamponadas e porou#diciona-se 0 composto organico
(substrato) para ser biocatalisado.

Ambas as metodologias sado interessantes e serapeendser utilizadas quando se

inicia uma triagem com novos biocatalisadores, psisespostas dos resultados podem ser
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distintas influenciando diretamente nos resultadb8dos. Destaca-se que a selecdo de
biocatalisadores € uma das etapas mais tediosasstaras em estudos de biocatalise, mas
sao fundamentais para selecionar os melhores hliszatores. Existem hoje triagens de alto
desempenhddigh Throughput ScreeningHTS), contudo também apresentam limitacdes,
principalmente quanto as andlises das esteredgglldes, bem como se limita ao

biocatalisador a ser utilizado. Por exemplo, fun@i@mentosos sédo dificeis de serem

utilizados para triagem com HTS devido a miniatagé&o dos ensaios.

1.2 Seletividade dos biocatalisadores

Os biocatalisadores apresentam o0s principais tiges seletividades desejadas
(FABER, 1997) tais como quimiosseletividade, peage preferencialmente com um tipo de
grupo funcional presente no substrato; regiosseletie, considerando que as enzimas sao
capazes de distinguir entre grupos funcionais ppgdos em diferentes regibes do mesmo
substrato; e enantiosseletividade, pois as enzopodsm formar enantiomeros com elevadas
purezas o6ticas (SILVERMAM, 2000). As enzimas maisressantes para serem utilizadas na
quimica assimétrica sdo aquelas capazes de catabg@es seletivas. A seletividade pode ser
facilmente alcangada em reacdes biocataliticas, g®ienzimas sdo macromoléculas quirais
com propriedades cataliticas (FABER, 2004).

Uma vez atingida a seletividade esperada na reddeaoetonas proquirais podera
levar a producdo de produtos enantiomericament®@spudma das ferramentas mais
importantes para determinacdo da estereoquimicaatopostos biocatalisados via reducgéo é
a regra de Prelog. Nas reac6es de reducdo o papehdimas sé se torna relevante se houver
a presenca do cofator. As redutases do tipo alodessdrogenases sao dependentes dos

cofatores NADH ou NADPH, que sao os responsavds fpansferéncia de ion hidreto ao

17



INTRODUCAO

grupo carbonilico. Foi postulado por Prelog queaderdo com o volume (tamanho) dos
grupos substituintes ligados ao carbono carboniéicpossivel inferir pela qual face da
carbonila ocorre a transferéncia do ion hidretgyfa 5). Se a transferéncia do ion hidreto
ocorrer pela facee da carbonila obtém-s&)talcoois e se ocorrer pela fasieobtém-se R)-

alcoois considerando-se que 0s grupos oxigénim (@upo volumoso (G) e 0 grupo pequeno
(P) seguem a mesma prioridade segundo Cahn-IngeldegP para designacdo da

configuracdo absoluta dos centros estereogéniggectivamente (MUSAL al., 2007.

G B
—_—

G = grupo grande

P = grupo pequeno

ADH = alcool desidrogenase

AD = dinucleotiteo de nicotinamida-adenina
(NADH ou NADPH)

facesi

facere

Figura 5. Regra de Prelog para predizer o curso estereocpiithei alcoois obtidos a partir da redugéo
assimétrica de cetonas proquirais com ADH (&lcesldtogenase)

1.3 Sinteses assimétricas de alcoois (via quimica)

Alcodis podem ser obtidos a partir da reducdoarepostos carbonilicos. O carbono
carbonilico se encontra na forrgf e possui geometria trigonal plana. A adicdo defem
hidreto ao carbono carbonilico leva a formacaordelecool, onde o carbono passa entdo a ter
hibridizacaosp® e a geometria do carbono torna-se tetraédricav@rscos na sintese organica
vém possibilitando a preparacdo de varios compagigais enantiomericamente puros ou

enriguecidos. Na reducdo de compostos carbonéi@msnum a utilizacao de hidretos de boro
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e de aluminio, complexos de rodio, ruténio e outredais associados a ligantes quirais
utilizados para sinteses de alcoois quirais (ALCRATE BARROSO, 2002).

O NaBH, € um agente redutor aquiral, portanto a transfeaéte hidreto ocorre dos
dois lados do plano da carbonila, gerando um poochdémico. O uso de reagentes quirais
leva a selecdo de um dos lados da geometria tligolama da carbonila durante a
transferéncia do hidreto, e assim, pode-se obteriniwo estereocentro. Contudo, essas
metodologias de reducdo de compostos carbonili@sny custos elevados, utilizam
compostos que podem ser toxicos e necessitam dé&des reacionais especificas (atmosfera
de argonio, nitrogénio) bem como a sintese do$isadares.

Portanto, o uso de enzimas como biocatalisadoreschegdo de cetonas surge como
uma Otima estratégia para obtencdo de alcoois iensricamente puros, uma vez que 0S

microrganismos (enzimas) podem atuar seletivanregesubstratos.

1.4 Métodos analiticos para determinacao da seleiilade

Enantibmeros sdo compostos quimicos diferentess dojagens especulares nao sao
superponiveis, e exibem propriedades fisicas, gasné bioldgicas diferentes. Entretanto, a
maioria das propriedades (ponto de ebulicdo, dadablie, indice de refragdo séo idénticas) a
excecdo de duas, uma fisica e outra quimica. Agirdntem a ver com o efeito que cada
enantibmero provoca no desvio da luz polarizadgplaoo: um dos compostos gira a luz
polarizada no plano no sentido dos ponteiros dagrel segundo um dado valor angular,
chamado de dextrogira) enquanto que o outro enantibmero roda o planlodaolarizada
segundo o mesmo valor angular absoluto, mas nadeeobntrario ao dos ponteiros do

relégio, chamado de levégir.(
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O método classico de determinacédo da pureza enaica de uma amostra € medir
sua pureza Otica usando um polarimetro. Deterrgnassim o angulo de rotacdo Otica
experimental da amostra e este é convertido partagéo 6tica especifica][p, grandeza e a
caracteristica de cada substancia oticamente (MIX&PLES, 1981).

Equacaa

[ G]T _ a
DT
1)
onde:
[o] b = rotacdo dtica especifica
o = rotacdo oOtica observada
| = comprimento da cela polarimétrica (dm)
¢ = concentracao da solucdo em gicia solvente
T = temperatura em °C
D = comprimento de onda de emissao da linha D dimg& 589 nm)

A medida da rotacdo otica de uma amostra deveeakrada sob condi¢des definidas
de temperatura, solvente, concentracdo e em umatadprimento de onda de incidéncia da
luz polarizada no plano. Estes valores podem sewpamados com rotacdes conhecidas de
amostras enantiomericamente puras de alguns coospesedidos sob condicfes idénticas.
Se a medida for realizada sob condic¢des rigorostenvemtroladas e calibragdes apropriadas,

o valor pode ser igualado com o de pureza enantiommé@VARPLES, 1981). O excesso

enantiomérico pode ser calculado a partir das dewdticas:

Rotacéo especifica observada
% do excesso— X 100
enantiomeérico

Rotacéo especifica do enantibmero puro

(@)
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Ou ainda pelas areas obtidas por cromatografissgg§&G):

P-Q
e.e. (%) =——— X 100
P+Q

3)
Onde P e Q séo as areas correspondentes aos pgeaahtiomeros. Sendo P corresponde a
area maior e Q a area menor (FABER, 2004).

A separacdo dos enantibmeros nos compostos qud@ie ser realizada por
cromatografia gasosa com o uso de colunas quiaigas fases quirais foram desenvolvidas
para a separacdo de enantibmeros por (CG), tai®,cas baseadas em derivados de
aminoacidos, na complexacdo com metais, além das fguirais derivadas de ciclodextrinas
(BONATO, 2006).As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicosteaado 6, 7 ou 8
unidades de glicose, sendo denominadas-g€— e y—ciclodextrinas, respectivamente. As
unidades de glicose, unidas por ligaca€s4), estdo espacialmente arranjadas na forma de
um cone cortado. A cavidade da ciclodextrina étivelmente apolar e a superficie polar,
devido aos grupos hidroxilas, os quais podem soéa¢des quimicas, formando derivados
para a preparacdo de diferentes tipos de colunasigguO mecanismo de separacdo esta
baseado na formacdo de um complexo diastereoismmdd inclusdo entre amostra e a
ciclodextrina, devido a inclusdo da parte hidrofébida molécula quiral na cavidade
hidrofébica da ciclodextrina e interacdo dos grulpidsofilicos com as hidroxilas ou com os
grupos resultantes da derivagcdao (MACHIRAal, 1998 ETHUR, 2004). A cromatografia
gasosa é uma das técnicas analiticas mais utiiizadém de possuir um alto poder de
resolucdo, é muito atrativa devido & possibilidaeeleteccdo em escala de nand’YEpico
(10-'%) gramas de amostras. O gés utilizado como faseld@ve ter alta pureza e ser inerte

em relacdo a fase estacionéria. Hidrogénio e Bélioos mais usados.
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2. Procedimentos experimentais

2.1. Método para obtencéo de alcoois e haloidrinas

. Sintese dos alcoois e haloidrinas racémicas

Os &lcoois e haloidrinas racémicos foram sintetigad partir da reducdo das
correspondentes cetonds®) com boroidreto de sddio ((Tabéla Esquema?).

As sinteses dos alcoois e haloidrinas foram reddizeem baldes de 100 mL sob
agitacdo magnética. Foram adicionados 10 mL denoket&a50 mg das cetonas-1) e um
pequeno excesso de boroidreto de sodio (NaBHs reacdes foram monitoradas por

cromatografia em camada delgada utilizando-se pldeailica gel.

0] OH
)J\ NaBH, )\
'
Ry R, MeOH, ta Ry R,
1-7

Esquema 12 Sintese de alcoois e haloidrinas quirais

. ExtracOes das reacdes

Apbés as reacbes terem sido completadas, adiciamonas mistura reacional
aproximadamente 10 mL de agua destilada. As redgfss extraidas com acetato de etila 3
x 30 mL. A fase organica foi adicionado sulfatordagnésio e em seguida realizou-se uma

filtracdo e posteriormente o solvente foi evaporsalo pressao reduzida no rota evaporador.
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. Purificacao
Os residuos (produtos) obtidos foram purificados ggomatografia em coluna onde
utilizou-se silica flech e apds obtencéo dos prsipurificados determinou-se o rendimento

(Tebela2). As caracterizacfes foram realizadas por RMIN IV e quando necessarias em

CG-EM.

Tabela z. Relacdo entre numero de mols e massas utilizaatasas reacdes de reducédo
Substratos NaBH| NaBH, | (cetona) | (cetona) | Rendimento
mmol mg mg mmol alcoois

0 1,28 49 50 0.32 1a
Cl
90%
0 1.0 38 50 0.25 2a
Br
Q)‘\/ 2.0 76 100 0,50 20%
0 0.72 28 50 0.18 3a
Br
/@JI\/ 30%
Br
e 0.8 30 50 0.20 a
Br
/@JI\/ 85%
O,N

Q 0,8 30 50 0,20 5a 95%

6a 90%

‘ X 7a 80%
|/ F 5 -orto
5-7 6 - meta
7 -para
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2.2. Cultivo dos microrganismos de origem marinha

. Composicéo dos meios de cultura

Composi¢do do meio de cultura liquido e sélido pemescimento dos fungos de
origem marinha (1L).

Meio liquido (Mg): extrato de malte (30 g), peptona de farinhaajie @ g).

Meio sélido (MAg): extrato de malte (30 g), peptona de farinhaajle @ g), agar (15
9)-

Meio liquido batata (B)batata (20 g).

Meio sélido batata (BA): batata (20 g) e agar (RO g

OBS: Para as reacfes de reducdo no cultivo dosodungilizou-se agua do mar
artificial preparada no laboratério. Os fungos foraultivados em meio de cultura sélidos
(em placas de Petri e em tubos de ensaio). Esliasasuforam mantidas sob refrigeracao (4

°C) para posteriores repiques em meio de culturadidg.

. Procedimento para preparar o meio (M)
Preparo do meio de cultura liquidoMEm um recipiente de (2 L) foram adicionados
(1 L) de agua do mar artificial, (30 g) de extram malte e (3 g) de peptona de soja. A

solucgéo foi agitada e ajustado o pH = 8,0 com s@u{OH 2M.

. Procedimento para preparar o meio (MA)
Preparo do meio de cultura soélido (MAEm um recipiente de (2 L) foram
adicionados 1 L de 4gua do mar artificial, 30, gxigato de malte, 3,0 g de peptona de soja e

15, g de agar. A solucéo foi agitada e ajustade |@0 com solucdo KOH 2M.
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. Procedimento para preparar o meio (B)

Preparo do meio de cultura liquido (B): Em um riexite de (2 L) foram adicionados
(1 L) de agua do mar artificial, 20, g batata ca#itacerada. A solucao foi agitada e ajustado
0 pH = 8,0 com solugédo KOH 2M.
. Procedimento para preparar o meio BA

Preparo do meio de cultura sélido (BA). Em um riecife de (2 L) foram adicionados
(1 L) de agua do mar artificial, 20, g batata cazimacerada e 20, g de agar. A solucao foi
agitada e ajustado o pH = 8,0 com solu¢cdo KOH 2M.

ApoOs o ajuste de pH todos os meios de cultura faatoclavados por 20 minutos
(121°C, 1,5 Kpa). Os meios sdlidos foram vertidospéacas de Petri ou em tubos de ensaio
inclinados. Esses meios foram utilizados para pragéo das culturas puras. Todos 0s meios

de cultura utilizados foram da marca (Acumédia

2.2.1. Repique das culturas puras e crescimento deélulas totais

Os in6culos dos microrganismos em meio liquidorforaalizados em erlenmeyer de
(2 L) contendo 1000 mL de meio de culturagMu (B). O crescimento foi realizado em
agitadores rotativos (32°C e 150 rpm) de acordo eamescimento mais adequado para cada
microrganismo. Ap6s 5 a 8 dias de crescimento dmsonganismos em agitador orbital
rotativo as células totais foram filtradas a vaeoofunil de Buchner para posteriores reagdes
de biorreducdo. As células totais e o caldo restdtda filtracdo foram utilizados nas reagfes

de biorredugéo.
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2.2.2. Agua do mar artificial

A composicdo da agua do mar artificial para 1 aC&2H,0 (1,36 g), MgGl.6H,O
(9,68 g), KCI (0,61 g), NaCl (30,0 g), B4PO;, (0,014 mg), Nz5O; (3,47 g), NaHC®(0,17

g), KBr (0,1 g), SrGl.6H,0 (0,040 g), HBO3 (0,030).

2.2.3. Solucao tampéo de Sorensen (NdPO, - KH,POy)

Foram utilizadas solucdes tampéao fosfato de sogiot&ssio. Composicao da solucdo
tampéo fosfato de sodio (1 L): Dissolveu-se 11,8t NaHPO,. Composicdo da solucao
tampao fosfato de potassio (1 L): Dissolveu-se®@@de KHPO,.

O pH desejado foi preparado de acordo com uma raisjoropriada de cada uma das

solucbes de tampéo Sorensen (MORITA & ASSUMPCACE).99

2.2.4. Cultivo do fungoPenicillium scleroirum

O fungo foi cultivado e preservado da mesma foroeap microrganismos de origem
marinha apenas a agua do mar foi substituida poe apstilada, uma vez que este

microrganismo néo necessita do meio salino paradéuo.

2.2.5. Cultivo do fungoCaldariomyces fumago

O fungo foi cultivado e preservado em meio de calgodlido (BA) em placas de Petri
e em tubos de ensaio. Estas culturas foram margatasefrigeracdo (4C) para posteriores

repiques em meio de cultura liquido.
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Composicdo do meio de cultura liquido e solido parascimento do fungo
Caldariomyces fumag@. L).

Meio liquido: frutose (40 g), uréia (10 g), Nah@ g), KCI (2 g), KHPO, (2 g),
MgSOs.7H:0 (1 g), FeS@7H,0 (0,02 g).

Meio solido batata B4A batata (20 g) e agar (20 g).

(Observacao para o crescimento em meio liquidatibtado agua destilada).

2.2.6. Procedimento para preparar o meio de cultivpara o fungoCaldariomyces fumago

Preparo do meio de cultura liquido: Em um recigede (2 L) foram adicionados (1
L) de agua destilada e todos os sais descritose@id2.2.5). A solucédo foi agitada e

ajustado o pH = 2,75 com solucédo de HCI 10 %.

2.2.7. Repique das culturas puras

O indculo do fungdC. fumagoem meio liquido foi realizado em erlenmeyer de5(12
mL) contendo 50 mL de meio de cultura. O cresctoéoi realizado em agitador rotativo
(27 °C e 130 rpm) por 6 dias. ApGs o pré-crescimentontetdo do erlenmeyer foi vertido
para outro erlenmeyer de (1 L) previamente autaclavcontendo 500 mL de meio de cultura
liquido. E novamente levado ao agitador rotativdeopermaneceu por mais 10 dias (27 °C e
150 rpm). ApGs o crescimento do microrganismo,éaslas totais foram filtradas a vacuo em
funil de Buchner e em seguida ressuspensas emadsslugmponadas para posteriores

reacoes.
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2.3. Reacdes de biocatalise

2.3.1. Sintese das haloidrinas e alcoois por biodhse
Apoés o crescimento dos microrganismos em meiodgjuas células totais foram
filtradas e pesadas. As células e caldo resultataditracdo foram utilizadas para realizar as

reacoes.

2.3.2. Reac0es de reducao das cetonas com as cgltdtais

As reacdes foram realizadas em erlenmeyer de 250onde adicionou-se 5 g de
células totais Umidas de fungos suspensas em 100deilsolucdo tampdo fosfato
(NaeHPOWKH.PQy) pH = 7. Em seguida, com o auxilio de uma micrefaipe ou espatula,
adicionou-se asi-halocetonasi( - 4) previamente dissolvidaom 200uL de DMSO e as
cetonas § -7), essas foram dissolvidas com 600 de DMSO. Em todas reacdes foram
utilizadas 50 mg ou 5L das cetonasl(?).

(Observacao apenas uma reacaa-tmomoacetofenon&) foi realizada com 100 mg).

2.3.3. Reacdo de reducdo das halocetonas com o oakhzimatico (meio de cultura

filtrado)

As reacdes foram realizadas em erlenmeyer de 256nue adicionaram-se 100 mL
do filtrado (caldo enzimatico) e ashalocetonasl(- 4) previamente dissolvidasom 200uL
de DMSO. Como o caldo enzimético ndo levou a renldegd cetonas ndo foram utilizadas as
iodoacetofenona${7).

(Observacao utilizou-se quando necesséaria maiottigiaagle de DMSO).
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2.3.4. Biotransformacfes no agitador rotativo

Apoés o preparo de todas as reacdes, com as cé&utasn o caldo, levaram-se o0s
erlenmeyers ao agitador rotativo (150 rpm e 32 ®¥tiraram-se aliquotas em tempos
determinados de acordo com cada reacao. As algjfaem extraidas com acetato de etila e

posteriormente foram realizadas as analises paratagrafia gasosa (CG) e/ou em CG-EM.

2.3.5. Extracdo das reacoes

Os produtos obtidos das reacdes biocatalisadamfertraidos com acetato de etila (3
X, 50 mL) em funil de separacdo. A fase organidaafticionado sulfato de magnésio, em
seguida realizado uma nova filtracdo e o solveemeorido a vacuo no rotaevaporador. Os
produtos foram purificados por cromatografia enmugal (CC), utilizando-se como eluente

misturas de éter de petroleo: acetato de etila®5;, 9:1;8:2 e 1:1.

2.3.6. Separacgdo enantiomérica das haloidring$-4) e alcooig(5-7) por colunas quirais

As anadlises cromatograficas das haloidrinda-49 e dos alcooig5a-7g9 foram
obtidos por cromatografia gasosa (CG) detector Ykiflizando as colunas quirais @
ciclodextrinas pela injecdo de 2 pu L de amostracéwsdicbes de analise encontram-se na

(Tabela4, pagina 37).
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2.4. Identificacao dos fungos de origem marinha

Os fungos utilizados nas biorreducdes foram rejpsaem duplicata em tubos
inclinados contendo meio de cultura W& encaminhados para a identificacdo. O tempo de

crescimento foi de 5 a 8 dias produzindo céluléisisates para a identificacao.

2.4.1. Identificacdo taxonémica

Identificacdo taxonémica dos fungos derivados deiamte marinho foi realizada pelo
grupo da Dra. Lara Durdes do Centro de Pesquisdmi€as, Biologicas e Agrarias
(CPQBA/Unicamp). A identificacdo baseou-se na zdgfo de métodos de taxonomia
convencional e taxonomia moleculé&r.morfologia dos isolados de fungos filamentosds fo
examinada por meio da observacdo da colbnia emicsstgpio (Leica MZ6, Wetzlar,
Germany) e por meio da analise de microscopia dasdaminas coradas com lactofenol azul
de algodado (Leica DM LS, Wetzlar, Germany). Os asfpram identificados baseado nas
observacdes macro e microscopicas e seguindo azdosetlescritos em literatura (PITT,
1979; SAMSONEet al).

Visando a confirmacéo e identificacdo taxonémicasmaurada os fungos derivados
de ambiente marinho foram submetidos a analisegaulalres. A extracdo de DNA foi
realizada de acordo com a metodologia descritdateratura (RAEDER E BRODA, 1985)
com as seguintes modificacdes: o micélio foi pnexdate congelado a 80 °C em 50 uL de TE
(10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8.0) e gentilmente mamw contra a parede do microtubo
utilizando um pequeno bastdo de plastico. Pararmg@&o de RNA foi utilizado 1 puL da
enzima Rnase (10 mg r).seguido de incubacéo a 37 °C por 60 min. O DNAe$tocado a
—20 °C. As regides D1/D2 do DNAr 28S foram ampéitias e sequenciadas de acordo com o
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protocolo descrito por (SETTEt al 2006). O par de primers utilizados para a amplifica
do DNAr 28S foram NL-1 (5- GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAL-3) e NL-4m (5'-
GGTCCGTGTTTCAAGACG-3’) e para o0 sequenciamento rforgtilizados os primers NL-1
(5- GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3), NL-2m (5-
CTTGTGCGCTATCGGTCTC-3), NL-3m (5-GAGACCGATAGCGCARAG-3’) and NL-
4m (5-GGTCCGTGTTTCAAGACG-3’) (O'DONNELL, 1993). Assequéncias foram
comparadas com sequiéncias da regido D1/D2 do DEAInbdagens disponiveis na base de

dados do GenBank (http://www.ncbi.nem.nih.gov)izaihdo a rotina BLAST N (TabeB).
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Tabela 3 Espécies mais proximas aos fungos derivados deeate marinho baseado nas

analises do BLAST e dados de identificacdo morickg

Cédig Numero Fonte Espécies relativas % Identificacé@o
o* de acesso similarida macro e
CBMAI de microscépica
Gch 930 Geodia Penicillium miczynskii 99 Penicillium
corticostylifera Penicillium rivolii 99 miczynskii

Penicillium waksmanii 99

Cel6 931 Chelonaplysylla Penicillium raistrickii 100 Penicillium

erecta Penicillium sclerotigenum 99 raistrickii

Penicillium freii 99

Gcel 932 G. corticostylifera ~ Trichoderma sp. 100 Trichoderma
Trichoderma inhamatum 99 sp.
Trichoderma viride 98

Gcl2 933 G. corticostylifera  Aspergillus sydowii 100 Aspergillus
Aspergillus caesiellus 100 sydowii
Aspergillus versicolor 99

Cel9 934 C. erecta Aspergillus sydowii 100 Aspergillus
Aspergillus caesiellus 100 sydowii
Aspergillus versicolor 99

Cel5 935 C. erecta Aspergillus sydowii 100 Aspergillus
Aspergillus caesiellus 99 sydowii
Aspergillus versicolor 99

Ceb5 936 C. erecta Bionectria sp. 100 Bionectria sp.
Nectria ochroleuca 99

(=Bionectria ochroleuca)

Bionectria ochroleuca 98

*Fungos derivados de ambiente marinho
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2.5. Materiais

2.5.1. Reagentes e solventes

Os reagentes substratos (cetonas) e solventesit(adet etila, metanol, cloroférmio,
éter de petroleo, hexano, dicloroetano, etc) atilis foram obtidos de fontes comerciais
(Aldrich e Fluka) e utilizados sem prévia purifiéga¢ Os sais utilizados também foram

obtidos de fontes comerciais (Synth, Merck e Vértec

2.5.2. Cromatografia em coluna

As cromatografias em coluna (CC) foram realizaddzando-se silica gel 60 230-
400 flesh da Across e cromatofolhas de silica gel 69, Ba Sorbent Technologies para
cromatografia em camada delgada (CCD). As cromi@i@a$oforam observadas em uma
camara com luz UV (254 nm) e reveladas: com solugi@nisaldeido (100 mL de acido
acético, 1 mL de-anisaldeido e 1 mL de acido sulfdrico) ou solugimolica de vanilina
(135 mL HO destilada, 30 mL deJ30,, 35 mL MeOH e 3,0 g vanilina). Como fase movel,

utilizou-se misturas de solventes, sendo o maigustlo para cada situacao.

2.5.3. Espectroscopia de infravermelho (1V)

Os espectros de absorcdo na regidao do infraverm@koforam obtidos em um

espectrofotdbmetro de infravermelho com transformafga Fourier Bomem/MB-102 e

calibracdo interna. As amostras foram preparaddsrimea de filme em pastilha de silicio da
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Nicodom Ltda (optical grade silicon, window undxdl 13 x 2 mm) e as frequéncias de

absorcao foram expressas eni'cm

2.5.4. Espectroscopia de ressonancia magnética read (RMN)

Os espectros de RMN di foram obtidos no aparelho Bruker /AC200 operacoim
frequéncias 200 MHz e 400 MHz. O solvente utilizéoiocloroférmio deuterado, (CDg)le
os deslocamentos quimicod) stdo expressos em parte por milhdo (ppm) engaelao
padrdo interno tetrametilsilano (TMS). A multiptiede dos sinais observados esté indicada
pelas seguintes abreviaturas: s = singleto, d fetyp = tipleto, m = multipleto, dd = duplo,
dt = duplo tripleto nimero de hidrogénios deduzidasintegral relativa e a constante de

acoplamento (J) expressa em Hertz (Hz).

2.5.5. Espectrometria de massas (EM)

Os espectros de massa foram obtidos em um apa@ihmadzu modelo 2010,
equipado com auto injetor modelo AOC-29i e deteddermassas. Esse equipamento se
encontra instalado no laboratério da Profa. DratidM@limpia de Oliveira Rezende (IQSC-

USP).
As andlises de IV, RMN diH foram realizadas junto a Central Analitica ddito®

de Quimica de Séo Carlos (CAQUI) e no Departamdat@Quimica da Universidade Federal

de S&o Carlos (DQ-UFSCar).
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2.5.6. Polarimetro

As medidas de rotacdo Otica foram realizadas DQE#HS em um Polarimetro
Perkin-Elmer modelo 241 (Waltham MA, USA) equipadon lampada de Na (589 nm).
As amostras foram diluidas em 1 mL Chi@rau espectroscopico e 0s experimentos
realizados a 25°C. As analises foram realizadaslmaratorio do Prof. Dr. Alcindo A. dos

Santos.

2.5.7. Cromatografia a gas

Os cromatogramas foram obtidos em um cromatégefgas (CG) Heweltt

Packard/5890. A coluna quiral utilizada de fasaasharia foi CP-Chirasil-Dex-CB — Varian

Capillary Column with EZ-GRIP", (25 m x 0,25 mm x 0, 39 mm). O gas de arraste foi

hidrogénio. As condi¢des de analise para cada cstmgmcontram-se na (Tabdla

2.5.8. Evaporadores rotativos

Para remocao dos solventes das soluc¢des orgafuicas, utilizados: Rota evaporador

Fisaton e Tecnal T - 210 ambos equipados com bafeb@icuo TE - 058 e refrigeracéo

Tecnal Modelo TE — 2005.
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2.5.9. Centrifuga

As aliquotas retiradas da reacdes de biorredugamfoentrifugadas com 6000 rpm e

duracdo de 6 min em uma centrifuga modelo Hermle.

2.5.10. Agitador orbital rotativo termostatizado

O crescimento dos fungos e as reacfes de biorredigcéetonas foram realizadas em

agitador rotativo modelo Tecnal TE-421 ou Superohn.

2.5.11. Outros equipamentos utilizados

Balanca analitica modelo AY 220 - Suimadzu, capeldluxo laminar marca Veco,

autoclaves vertical modelo Phoenix, medidor de pideto 8010 da marca Qualxtron.
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Tabela 4. Programas utilizados no cromatografo a gas utitipase coluna quiral de
ciclodextrinas’

Composto T (°C) ti (min) T¢(°C) tr (min) r (°C/min) t, (min)

1 120 2 165 8 2 7,9
(9-12,7 e
la 120 2 165 8 2
(R)-13,3
1 150 2 165 8 2 5,0
2 120 2 165 8 2 10,4
(R)-15,0 e
2a 120 2 165 8 2
(9-15,6
2 150 2 165 8 2 6,0
(R-8,8 e
2a 150 2 165 8 2
(9-9.1
3 120 2 165 8 2 25,38
3a 120 2 165 8 2 9,9e 10,2
4 130 2 200 2 2 29,9
da 130 2 200 2 2 15,3 e 15,7
5 120 2 165 2 2 12,1
(R)-20,4 e
5a 120 2 165 2 2
(9-23,3
6 120 2 165 2 2 12,51
6a 120 2 165 2 2 20,4e 21,2
7 120 2 165 2 2 15,5
(R-21,5€
7a 120 2 165 2 2
(9-22,4

37



RESULTADOSEUSSAO

3. Resultados e Discussao

Objetivos

O principal objetivo deste trabalho foi realizar aitniagem com fungos de origem
marinha para investigar a reducdo de cetonas pabéeacao de alcoois quirais. Outra parte
do trabalho envolveu um ensaio colorimétrico paraeterminacdo de peroxidases em

vegetais e em microrganismos (Apéndice).

3.1 Fungos de origem marinha

Os fungos de origem marinha utilizados para tragks reacdes de biocatalise
foram isolados das esponj@godia corticostylifergdGc) e Chelonaplysilla erectdCe). As
esponjasG. corticostyliferae C. erectaforam coletadas no Litoral Norte do Estado de Sé&o
Paulo, na cidade de S&o Sebastido pelo grupo doRrdRoberto G. de S. Berlinck (IQSC-
USP). O isolamento dos fungos foi realizado pelgpgrda Profa. Dra. Mirna H. R. Seleghim
do Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiv&8Car).

A identificacdo taxondémica dos fungos derivadosaddiente marinho foi realizada
pelo grupo da Dra. Lara Durdes Sette do Centrecedqutsas Quimicas, Bioldgicas e Agrarias
(CPQBA/UNICAMP). A identificacdo baseou-se na amtlfdo de métodos de taxonomia
convencional e taxonomia molecular (Se2adbhl). Os fungos forandepositados na Colecao
Brasileira de Cultura de Microrganismos de Ambientadustria (CBMAI, Brasil) do Centro
de Pesquisas Quimicas, Biologicas e Agricolas.

Nas (Figurab) A-F estao fotos de alguns fungos derivados deientds marinhos e
dos fungosC. fumagoe P. sclerotiorumque foram utilizados como fontes de biocatalisaglore

neste trabalho. Deve-se destacar que esses esaatiagados sédo inéditos com os fungos de
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origem marinha, pois foram utilizados pela primewez para promover reacdes em
compostos organicos.

Antes de iniciar as reacdes de biocatalise no &boo de quimica organica foi
realizado um estagio no laboratério de microbi@dqgor um periodo de 2 meses totalizando
de 100 horas, sob a supervisdo da Profa. Dra. M.&eRghim. O treinamento foi orientado
pela técnica Darci da Consolacdo Diniz Javarotie Estagio teve como objetivo treinar o
manuseio basico das técnicas de microbiologia, carttivos, repiques, preparos de meios de
cultura e solucdes, descartes, assepsias, estgbiz de materiais, etc. O treinamento foi
essencial para o aprendizado de técnicas paraligarutom os fungos no laboratério, de
forma que estes pudessem ser considerados congggerabutros reagentes ordinariamente
empregados em quimica organica, mas com os dewiddados requeridos aos organismos
Vivos.

A manipulacdo de microrganismos em um laboratdééim é@ uma tarefa facil, por isso
€ necessario um treinamento do aluno em um lab@radé microbiologia. Conhecendo as
técnicas fundamentais, principalmente quanto amadas que envolvem a manutencdo das
culturas vivas (repiques), bem como a pureza dpasce® essencial para obter-se um bom
desempenho nas reacdes biocatélise. Dentre ossatvéungos isolados do invertebrado
Chelonaplysylla erectqCe), trés microrganismos foram escolhidos paraadizacdo das
reacOes de biocatalise. Esses fungos foram isofamlodlercules Vicente Ferreira e Lenilson

Coutinho da Rocha.
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E) Penicillium miynskiGcS F) Aspergillus syowiGch

Figura 6: Fotos de alguns fungos utilizados nas biorredag@s cetonas. Os fungos @nicillium
sclerotiorume (C)Caldariomyces fumagedo fazem parte dos fungos marinhos, sdo fungeesters. O fungo
P. sclerotiorunfoi utilizado na triagem da reducéo a@aloroacetofenonal] e o fungoC. fumagdoi utilizado

em ensaios de peroxidasae (Apéndice).
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3.2. Biorreducao de cetonas com fungos de origem nreha

3.2.1. Cetonas comerciais utilizadas na triagem

Para avaliar a reducdo com fungos de origem marisél@cionou-se aa-
cloroacetofenonalf, a-bromoacetofenon&), p-bromo-a-bromoacetofenona) e ap-nitro-
a-bromoacetofenonad). Também se utilizaram arto-iodo-acetofenona5f, metaiodo-
acetofenonaf) e paraiodo-acetofenonarj nas reacdes de reducdo. As reducdes de grupos
halocetonicos dé-4 formam as respectivas haloidrinas, enquanto asmaghb-7 formam os
correspondentes alcoois secundarios.

As reacdes de redugdo enzimatica forneceram rdesltaastante distintos de acordo

com as cetonas e o biocatalisador utilizados.

3.2.2. Sintese das haloidrinas 1a-3a racémicas izildas como padrdes

Inicialmente, prepararam-se os padroes racémiasshdloidrinasla-3a por reducao
das a-halocetonasl-3 utilizando-se boroidreto de sodio em metanol (Estu 13). O
rendimento da reducao para a cloroiddadoi de 90%. Enquanto que as bromoidridas3a
foram obtidas em baixo rendimento devido a formalgoama mistura 1:1 dos alco@ia-3a
com o0s epoxidob-3b. Esta proporcdo foi determinada por cromatogrgi@osa. A
formacéo dos epdxidddh-3b ocorreu espontaneamente durante as sintesesouagidhinas
quando se utilizou as-bromocetona2-3. Nos espectros de RMRH (Anexos) pdde-se
observar as misturas das bromoidrizas3a com os epoxidofb-3b, cujos sinais foram
comparados com os dados da literatura (CARVAL&4@l, 1991; WElet al, 1998). Quando

se realizou a purificacdo das bromoidri@as3apor cromatografia em coluna com silica gel,
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obteve-se um rendimento muito baixo para as brommaisi2a (20 %) e3a (30%). Mas,
posteriormente analises por CG levaram a uma raisteiprodutos entre as cloroidrinas e os
epoxidos. Na literatura ha métodos quimicos querdesm as sinteses de bromoidrinas sem
a formacdo de epoxidos (RODRIGUES$ al 2004). Entretanto, varias tentativas foram
realizadas em relacdo a reducdo quimica, mas sehumesucesso, pois nao foi possivel
obter as bromoidrinaa-3a puras. Sempre foi observada a presenca dos conesmpes

epoxidos2b-3b em misturas com as bromoidrinas apés varias teasatie purificacéo.

Q OH
0
X X
NaBH, +
—>
MeOH
R R R
1R=H, X=CI laR=H, X =Cl (90 %) 2bR=H
2R=H,X=Br 2aR =H, X =Br 3bR =Br
3R =Br, X=Br 3aR =Br, X=Br

Esquema 13Reducéo de-halocetonag-3 com NaBH

3.2.3. Reducéao da-cloroacetofenona (1) com fungos de origem marinha

Devido a instabilidade das bromoidrinaza-3g quando foram sintetizadas
quimicamente para fornecer os padrdes racémict®usse conveniente iniciar a triagem
biocatalitica com os fungos derivados marinhoszatido-se ax-cloroacetofenonalj. Os
fungos utilizados na triagem foram isolados da®m®sis marinhasseodia corticostyliferae
Chelonaplysyllaerecta e identificados comoTirichoderma spGcl, Penicillium miczynskii
Gc5, Aspergillus sydowiiGel12, Bionectria sp Ceb, Aspergillussydowii Cel5, Penicillium
raistrickii Cel6 eAspergillus sydowiiCel9. Na (Tabelé) encontram-se descritos 0s

resultados obtidos na biorreducacodeloroacetofenonaly.
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Primeiramente, os fungos foram cultivados em &uanar artificial Artificial Sea
Water - AS\Wcuja solugcédo aquosa contém uma elevada conca&atdegions cloretos (0,63

mols L.

Tabela 5. Triagem dax-cloroacetofenon& com fungos de origem marinfia.

(o}

anlllo
T

cl A cl
fungos marinhos
ASW

- 0,
1 48-72h T <23 50
# Reacdo com células totais doReacdo com o caldo

fungos enzimatico
Fungos t c c e.e. ca c c e.e. | ca
1 la 1 1 1 la 1 1
P. miczynskiGc5 48 5 93 50 S 100 - - -
Trichodermasp Gcl 48 70 30 66 S 100 - - -
A. sydowiiGc12 48 77 23 20 S 100 - - -
A. sydowiiCel9 72 22 78 20 S 100 - - -
Bionectriasp Ce5 72 12 88 35 S 100 - - -
A. sydowiiCel5 72 1 99 22 S 100 - - -
P. raistrickii Ce16 72 1 99 17 S 100 - - -
P. sclerotiorunt 72 54 46 90 S - - - -

%Condicdes de reacdo: 5 g de células totais de fsgomg dex-cloroacetofenonal]; 200 puL de DMSO; 150
rpm; 32°C; 100 mL de tampé&o fosfato em pH 2f&ndimento isolado 60%; ¢ (%) = concentracdo deterta
por CG; e.e. (%) = excesso enantiomérico; ca =igorgcao absoluta t = tempo (Penicilium sclerotiorurh é
um fungo terrestre (cultivado no meio sem ASW). digies de analises no CG=t120 °C; r = 2C/min; t =
165 °C; 8 min; r = 2 °C/min

A composicao de ions cloretos presentes no megultigo foram semelhantes a agua
do mar no meio natural (0,50 mols’)L Em outros experimentos cultivaram-se os fungos
derivados marinhos na auséncia da agua do maciattititiizando-se apenas agua destilada.

Foi observado que os cultivos de fungos derivadasnhos em agua do mar artificial
apresentaram crescimentos de micélios semelhamquetea que foram cultivados apenas em
agua destilada. Contudo, as reacdes biocataltjosesentaram resultados bastante distintos

em funcado do cultivo dos fungos serem realizadgsresenca de altas concentracdes de ions

cloreto ou em sua auséncia.
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Assim, a reducdo dacloroacetofenonal] ocorreu tdo somente quando se utilizou os
micélios dos fungos derivados marinhos quandovadts emASW Esses estudos foram
realizados para todos 0s microrganismos descradabelsb. Interessantemente, foi que em
todas as reacgOes realizadas observou-se uma dapendés enzimas redutases no meio de
crescimento semelhante aquele em que foram isotedpscrorganismos de origem marinha,
ou seja, a concentracdo de ions cloretos foi detante nas reacfes de reducdooda
cloroacetofenonaly.

Certamente, existem muitas variaveis que inflisnco curso de uma reacao
enzimatica e neste caso ficou evidente que a ahaentracdo de ions cloreto no meio de
crescimento dos fungos foi fundamental para a @ae&o de reducdo ocorresse sob essas
condicfes investigadas.

N&o foi observada a reducéo daloroacetofenonalf quando se utilizou o filtrado
do meio de cultura, os quais contém elevadas ctragées de ions cloreto.

Assim, foi observado que a reducéo adaloroacetofenonalf em solugéo tampao
fosfato com as células totais dos fun@ogniczynskiiGe5s, Trichodermasp Gel, A. sydowii
Gcl2,A. sydowiiCel9,Bionectriasp Ce5A. sydowiiCel5,P. raistrickii Cel6 cultivados em
ASW apresentaram resultados distintos. Mas, todosumgos foram capazes de reduzir a
clorocetonal na cloroidrinala (Tabela5). Na (Figura7) tém-se os cromatogramas das
reacOes analisadas por cromatografia a gas emaa@uimal com cada um dos fungos

utilizados na triagem.
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(S1a) 48 h 72h
A ‘ B
‘ | (R-13)
_.I P. MiczynskiiGe5 A. Sydowii Ce19
C—— T \
72h 72 h
D
P. sclerotiorum A. sydowiiCel5

48 h 72h

Trichodermasp Gcl Bionectriasp Ceb5

‘ A. SydowiiGc12 P. raistrichii Ce16

L |

s Al AW ke N

Figura 7. Cromatogramas obtidos por CG em coluna quirgk-diglodextrina para as rea¢cdes com 100 mL de
tampéao fosfato em pH = 7,0; 50 mgaeloroacetofenona?j; 200uL DMSO; 150 rpm; 32 °C; 5 g de células
totais dos fungos. (AP. miczynskiizc5; (B)A. sydowiiCel9; (C)P. sclerotiorum* - fungo terrestréD) A.
sydowiiCel5; (E)Trichodermasp Gcl; (F)Bionectriasp Ce5; (G)A. sydowiiGel12; (H)P. raistrichii Cel6.
Condig6es de analises no CG= 1120 °C; r = 2C/min; % =165 °C; 8 min; r = 2 °C/min
Como pode ser observado na tabela 5 o melhortadsutoi alcangcado quando se
realizou a reagdo com as células umidas do flregocillium miczynskiGce5, pois a reacao
ocorreu rapidamente (48 h) levando a reducao-daroacetofenonal] na cloroidrinala. O
fungo reduziu an-cloroacetofenonalj ao §)-2-cloro-1-feniletanol 1a) com alta taxa de
conversao (c 95 %), porém com modesta pureza enadttica, e.e. 50 % (TabdbaFiguras7

e 8). O rendimento isolado da cloridrin8){2-cloro-1-feniletanol 1a) apos purificagdo por
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cromatografia em coluna foi de 60 %. Para obtemalimento isolado da reacéo utilizaram-
se quatro frascos erlenmeyers de 250 mL onde s®adu em cada frasco reacional 50 mg
da a-cloroacetofenonal] sob as mesmas condicfes reacionais utilizadas tduaattiagem
(Secad.2.3).

Um levantamento na literatura constatou-se quesadtados obtidos para a reducéo
da a-cloroacetofenonal] ndo é facil obter purezas 6éticas elevadas, d%. @CARVALHO
et al, 1991), e.e. 85% (BARBIERSt al, 2001), e.e. 56% (NASCIMENT®@t al, 2002;).
Exceto, para oM. subtilissimusque forneceu 99 % de conversdo e 96 % de excesso
enantiomérico para &)-cloroidrinala (BARBIERI et al, 2001). Recentemente, o grupo da
Profa. Dra. Maria da Graca Nascimento, da UnivadedFederal de Santa Catarina (UFSC)
utilizou a montmorilonita K 10 como suporte na inliab¢cdo do fermento de péo
(Saccharomyces cerevisjaem reacfes de reducdo enantiosseletiva-deroacetofenona
(1). Neste trabalho a reducéo dacloroacetofenonalf forneceu o R)-2-cloro-1-feniletanol
(1a) com 79 % de pureza otica apos 72 h de ree8BBUQUERQUE, 2007).

A biorreducdo daa-cloroacetofenona 1j também foi investigada com o
Trichoderma sp Gcl e Aspergillus sydowii Gcl2. Esses fungos reduziram @&
cloroacetofenonalf na §)-2-cloro-1-feniletanol 1a) com baixa converséo, onde o fungo
Trichodermasp Gcl apresentou o melhor valor de excesso en@nimp nesta triagem
(Tabelab). Enquanto os fungoBionectria sp Ce5, Aspergillus sydowiiCel5, Penicillium
raistrickii Cel6 eAspergillus sydowiCel9 catalisaram a reducéo ataloroacetofenonalf
sob as mesmas condi¢des, contudo forneceram melles@tados quanto as conversées (78-
99 %), mas também nestes casos observou-se umatmgigeza enantiomérica d9-@-
cloro-1-feniletanol 1a), e.e. 17-35 % (TabeB).

Pbdde-se constatar que através destes resultadassggnzimas redutases presentes

em todos os fungos derivados marinhos avaliadossaptaram preferéncanti-Prelog na
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reducdo daa-cloroacetofenona 1l de acordo com o postulado proposto por Prelog
(REZENDE, 2007). Na (Figur8) encontra-se o cromatograma da reagdo com o fingo
miczynskiiGc5.

As reacdes com o caldo enzimatico dos fungos ados marinhos ndo levaram a
nenhum produto de biotransformacgaoodaloroacetofenonalf, onde foi obtido somente o
material de partida (Tabe&. Possivelmente no caldo enzimatico (filtrado) caatinha as

enzimas e seus cofatores responsaveis pela redag&iond.

t=7.96 min

[¢]
Cl
A
1
t=12.71 min
13.29 min
"~ M
C
c=5% (9-1a

c=95%
e.e.=50%

Figura 8. Cromatogramas obtidos por CG: (A) Padraoddoroacetofenonalf; (B) Padrdo doRS-2-cloro-1-
feniletanol (a); (C) Reagdo com B. miczynskiiGe5(5 g células, 48 h). CondigBes de analises no GG120
°C; r = 2°C/min; t = 165 °C; 8 min; r = 2 °C/min

Nesta triagem com fungos de origem marinha, elost@s experimentos realizados,
a pureza enantiomérica d§)-2-cloro-1-feniletanol 1a) foi determinada por analises em CG
utilizando-se coluna quiral de ciclodextrina (Fig8). Apds a purificacdo e caracterizacdo da
a-cloroacetofenonalf por RMN'H, IV e CG-EM foi determinada a pureza ética dodpito
formado como sendo ®f2-cloro-1-feniletanol 1a). A configuracdo absoluta d&{la foi
atribuida por comparacao do sinal da rotacdo @speecifica descrita na literatura. Rotagcéo

6tica experimental:d]p®> = + 17,08° ¢ 3,2 CHC}) e rotacdo 6tica da literaturan]p?® = -
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39,3 (c 1,7 Ciclohexano) (CARVALHGCet al, 1991). Todos os fungos testados na triagem
mostraram-se potenciais para reduzir seletivarmreenterocetond a cloroidrinala

De posse dos melhores resultados obtidos na triggeen a reducédo da cetofia
selecionou-se o fung@enicillium miczynskiGce5 para realizar novos estudos em busca de se
obter melhores resultados em relacdo a pureza déiceloridrinala, pois em uma reacao
biocatalisada é sempre desejavel que um enantibseg@mbtido com excesso enantiomérico

superior a 99 %.

3.2.4.Estudo do efeito do pH na reducéo da-cloroacetofenona (1) com células totais do

fungo Penicillium miczynskiiGe5 na auséncia de glicose

O objetivo deste estudo foi realizar novas coreig@&acionais na reducéo da cetbna
com o intuito de melhorar a pureza enantioméricaalaidrinala. Assim, realizaram-se 0s
experimentos avaliando-se a influéncia da variaghpH na reducao da-cloroacetofenona
(1). E na auséncia de glicose, € conhecido que asglitavorece a reciclagem de cofatores
podendo melhorar o desempenho das reacfes enaimétitalisadas por microrganismos. O
uso de glicose € comumente empregado nas redugiiesétulas totais e em geral as reacdes
sao favorecidas quando séo adicionadas glicosesamreacional (GROGERt al, 2006).

Nestes estudos utilizaram-se as células totaismgolP. miczynskiiGe5 cultivado sob
as mesmas condi¢cdes em que foram realizadas @esedescritas anteriormente. Contudo, a
suspensao das células totais foram realizadas leigbes tamponadas com diferentes valores
de pH (4, 5, 6, 7 e 8). Os resultados obtidos coariacdo de pH na auséncia de glicose na
reducao da-cloroacetofenonalf encontram-se sumarizadas na (TabedaFigura9).

Em todos os casos o uso das células do femgaiczynski(Gc5 na auséncia de glicose
levou a reducéo da-cloroacetofenonalj a cloridrinala. Pode-se observar também que a
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variacdo de pH influenciou na conversaoodaloroacetofenonalf, bem como na pureza
Otica da cloroidrindla. Em valores de pH acidos (pH 4, 5 e 6) as biogéds ndo foram
favorecidas, pois as conversfes e purezas Oticam fimuito modestas. Em pH basico (pH =
8,0) a conversao foi também relativamente baixay bemo a pureza 6tica da cloridriba
O melhor resultado alcancado foi obtido em condig@eutras (pH = 7,0) como j& havia sido
obtido nos estudos da triagem, pois se obteveraidiona la com uma alta conversao (¢ 95
%) e pureza Otica (e.e. 50 %, Tabgla6). Assim, verificou-se que nas condi¢Bes utilizadas
de pH acidos ou basico e na auséncia de glicos@ns@imoveu nenhum acréscimo desejavel
na pureza o6tica do produto, que seria acima de 98P4rtanto, a partir destes estudos o
melhor resultado alcancado foi quando se realizaeacédo em pH = 7.

Na (Figura9) tem-se graficamente os dados obtidos da redugdmetbnal com o

fungoP. miczynskiiGc5 sob diferentes valores de pH e na auséngaaise.
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Tabela 6.Reducéo da-cloroacetofenonal] com ofungoPenicillium miczynskiGe5 na auséncia de
glicose e em diferentes valores dehH.

(0] QH
al : al
P. miczynskiGc5
la
pH=4
tempo C c e.e.
cetonal haloidrinala haloidrinala
24 55 45 33
48 53 47 35
72 59 41 34
96 58 42 34
120 57 43 32
pH=5
tempo C c e.e.
cetonal haloidrinala haloidrinala
24 63 27 26
48 61 29 26
72 62 28 26
96 61 29 26
120 61 29 26
pH=6
tempo C c e.e.
cetonal haloidrinala haloidrinala
24 57 44 35
48 58 42 33
72 56 44 30
96 55 45 31
120 59 41 31
pH=7
tempo c c e.e.
cetonal haloidrinala haloidrinala
24 4 96 50
48 5 95 51
72 5 95 53
96 5 95 52
120 5 95 53
pH=28
tempo C c e.e.
cetonal haloidrinala haloidrinala
24 37 63 35
48 37 63 36
72 36 64 37
96 38 62 35
120 37 63 36

%Condicdes de reagéo: 5 g de massa celular Umitiande; 50 mg de-cloroacetofenonalf; 200 pL de

DMSO; 150 rpm; 32C; 50 mL de tampé&o (pH 4, 5, 6, 7 e 8); ¢ (%) =cemtracdo determinada por CG; e.e.
(%) = excesso enantiomérico; tempo (h)

50



RESULTADOSEUSSAO

Reacdo deP. miczynskiicom alfacloroacetofenona
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Figura 9. Gréaficodas reacdes dacloroacetofenonalf com o fungdPenicillium miczynskiGe5 com
diferentes valores de pH e na auséncia de glicose

3.2.5Estudo do efeito do pH na redugéo da-cloroacetofenona (1) com células totais do

fungo Penicillium miczynskiiGe5 na presenca de glicose

Nestes estudos utilizou-se as células totais dgdo&. miczynskiiGe5 cultivado nas
mesmas condi¢cdes em que foram realizadas as rededa#tas anteriormente. Realizou-se a
suspensao das células totais em solucdes tamporadadiferentes faixas de pH (4, 5,6, 7 e
8) e adicionou-se em cada frasco 250 mg de glicG@seresultados obtidos com a variacdo de
pH e adicdo de glicose na reducdoodeloroacetofenonalf encontram-se sumarizadas na
(Tabela7 e na Figurd.0).

Em todos os casos o uso das células do fllhgmiczynskiiGe5 na presenca de
glicose levou a um decréscimo na reducdocaedoroacetofenonalj a cloridrinala em
comparacdo com a reacado de reducdo na auséncikae ?6de-se observar claramente
que além do pH, a adicdo de glicose influenciodasdlesavelmente tanto a conversao quanto

a pureza oOtica da cloroidrinba. Nos valores de pH extremos investigados (pH 4 as8
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reducdes praticamente foram despreziveis. Modgstezas Oticas ocorreram nas demais
condicOes estudadas e praticamente sem sucessejaglonge do valor desejavel, pois ndo
ocorreu um aumento na pureza Otica. Ainda deswcgee a reacdo em pH = 7 foi
desfavorecida pela adicdo glicose ao meio reaciuéé houve um decréscimo acentuado
tanto da converséo (c 25 %) quanto do excessoiemaaico (e.e. 25 %) em comparacao aos
estudos realizados com a auséncia de glicose @sabed 7). Portanto, concluiu-se que a
presenca de glicose causou uma inibicdo das enzmegmonsaveis pela reducdo da
clorocetonal a cloroidrinala. Estes resultados podem ser melhores visualizaadBigura

9).
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Tabela 7.Reducéo da-cloroacetofenonal] com ofungoPenicillium miczynskiGc5 na presenca de
glicose e em diferentes valores dehH.

o] OH
cl H cl
P. miczynskii GeS
e —
1 1a
pH=4
tempo C c e.e.
cetonal haloidrinala haloidrinala
24 100 0 -
48 99 1 -
72 99 1 -
96 99 1 -
120 99 1 -
pH=5
tempo C c e.e.
cetonal haloidrinala haloidrinala
24 89 11 39
48 84 16 39
72 83 17 38
96 82 18 38
120 82 18 38
pH=6
tempo C c e.e.
cetonal haloidrinala haloidrinala
24 85 15 57
48 85 15 56
72 84 16 55
96 84 16 55
120 84 16 55
pH=7
tempo c c e.e.
cetonal haloidrinala haloidrinala
24 78 22 42
48 75 25 39
72 75 25 40
96 73 27 35
120 73 27 38
pH=28
tempo c c e.e.
cetonal haloidrinala haloidrinala
24 95 5 a7
48 95 5 49
72 95 5 49
96 95 5 48
120 93 7 48

dcondicdes de reacgdo: 5 g de massa celular imitismde; 50 mg det-cloroacetofenonaly; 200 pL de DMSO;
250 mg de glicose; 150 rpm; 3€; 50 mL de tampé&o (pH 4, 5, 6, 7 e 8); ¢ (%) =cemtracdo determinada por
CG; e.e. (%) = excesso enantiomérico; tempo (h)
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Reacao deP. miczynskiicom alfacloroacetofenona
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Figura 9. Gréaficodas reacdes dacloroacetofenonalf com o fungdPenicillium miczynskiGes5 com
diferentes valores de pH e na presenca de glicose

3.2.6. Reducédo dan-bromocetofenona (2) com fungo de origem marinha&spergillus

sydowiiCel9

De acordo com a triagem realizada cona-aloroacetofenonal] procedeu-se os
experimentos com a-bromoacetofenon&) utilizando-se os micélios e o caldo do fungo de
origem marinhaAspergillus sydowiiCel9. Os resultados obtidos estdo sumarizados na
(Tabela8).

As reacdes com as células totais umidas dos fumgstraram uma boa reducdoaa
bromoacetofenona2] no correspondente 2-bromo-1-feniletan®&)( pois ocorreu em um
tempo curto, ou seja, a partir de 2 h foi obsenaftarmacdo da bromoidrira. Entretanto,
quando a reacao foi prolongada para maiores temga@sonais, verificou-se um decréscimo

na pureza otica da bromoidri@a (Tabela8 e FiguralQ).
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Tabela 8.Reducao de-bromo-cetofenona3f com o fungo de origem marinidapergillus sydowii
Cel19?

o} gH o
Br : Br Cl
A. sydowiiCel9 s
%
ASW +
2 2a 1
# Reac&o com as células Reacdo com o calfio

t c c e.e. ca c c e.e. ca c

2 2a 2a 2 2a 2a 1
2 - 100 55 S - - - 100
4 - 100 53 S - - - - 100
6 - 100 55 S - - - - 100
10 - 100 54 S - - - - 100
24 - 100 32 S - - - - 100
72 - 100 27 S - - - - 100
120 - 100 16 S - - - - 100

%Condicdes de reacdo: 5 g de massa celular tmiflando; 100 mg dei-bromo-acetofenona); 200 pL de
DMSO; 150 rpm; 32C; meio de cultura malte 3 $¥50 mL de tampao fosfato (pH = 7)50 mL de agua do
mar artificial (ASW); ¢ (%) = concentracdo deterada por CG; e.e.(%) = excesso enantiomérice; ca
configuracao absoluta; t = tempo (h); DetectadoQBfEM = 2-hidroxi-1-feniletanon&¢)

t=8,8 min
| t=6,0 min o) on 9,1 min
| | |
Br r 1
A B al
|
[1 2 2a-R9
t=250 min ° on

c a D ©/v 24h
k 1 2a - ﬁk

c - 120h
X - w J‘t,k

Figura 10. Cromatogramas obtidos em coluna quiraBdgclodextrina: (A) padrda-bromoacetofenona};
(B) Padréo daR9-2-bromo-1-feniletanolda); (C) Reagédo com o caldo enzimatisosydowiiCel9 com 24 h;
(D) Reagédo com células totais do fugasydowiiCel9 com 24 h; (E) Reacao com o caldo enzimatcinigo
A. sydowiiCel19 com 120 h; (F) Reacao com células totaisidgdA. sydowiiCel9 com 120 h. As reacdes
foram realizadas com 100 mL de caldo enziméticoarm 5 g células de totais; 100 mgad&romoacetofenona
(2); 200uL DMSO; 150 rpm; 32 °C; 100 mL tampao fosfato pM,6. Condi¢des de analises no GG: 150
°C;2 min; t=165°C; 8 min; r = 2 °C/min
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Quando se realizou a extracao e posteriormenteificpgdo, observou-se a perda da
bromoidrina2a. Como comentado anteriormente durante a sintesgaddio racémico, a
bromoidrina2a foi transformada espontaneamente no epoRiddPossivelmente durante as
etapas de extracdo e purificacdo a bromoid2zanpoderia estar sendo convertida no epoxido
2b. Portanto, nao foi possivel determinar o rendimelat reacdo de reducdo da bromocetona
2. Estes experimentos foram realizados por maiséseviezes e infelizmente ndo conseguiu
obter a bromoidrina pura e a cada purificacdo aamma perda significativa do composto.
Assim, tornou-se inviavel insistir nestes experitognaté porque a pureza enantiomérica do
bromoidrina2a foi muito baixa.

Mas, para determinar a configuracdo absoluta dendidbina 2a realizou-se uma
resolucdo enzimatica do alcool racémid®9¢2-bromo-1-feniletanol Za8) com a enzima
lipase deCandida antarctica Embora a enzima tenha esterificodo preferenciatien&m
alcool da mistura racémica, o rendimento da re&g@dmuito baixo (20 %), mas o produto
formado foi o suficiente para a andlise da rotagma. Assim, a configuragdo absoluta da
bromoidrina2a foi estabelecida por comparacdo da rotacédo oteauevalor foi comparado
com a literatura (CARVALHO, 1991).

Quando as reacdes de reducaooedlaromoacetofenona?) foram realizadas com o
caldo enzimaético (filtrado) sob as mesmas condigiiézadas com os micélios/células totais
levaram a formacédo exclusiva decloroacetofenonal] discusséo (sec@?2.7). A formacéo
da a-cloroacetofenonalj foi comprovada realizando-se um branco com a &amar
artificial, onde se detectou a formacaoodeloroacetofenonalj. Assim, obteve-se a partir da
a-bromoacetofenona2] a a-cloroacetofenonalj com rendimento isolado de 95 % e
conversao de 100 %. Portanto, concluiu-se que eatae bromo por cloro ocorreu
espontaneamente no meio reacional em funcdo d@ @ildimatico apresentar uma alta

concentracao de ions cloreto.
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Quando se realizou a reacdo coro-bromoacetofenona2), apés extracéo final da
reacdo com acetato de etila e analises por cronadingasosa e espectrometria de massas
detectou-se a formacédo de varios produtos no reeicional (Figurd.le 12). A maioria dos
compostos foi obtida por reacdes enzimaticas; exxatioroacetofenonal] que foi obtida
espontaneamente pela substituicio do bromo poo clor préprio meio reacional, como
mencionado anteriormente. Todos 0s sinais ideatiic nos cromatogramas provenientes da
reacado dan-bromoacetofenona2) foram confirmados por injecdo dos respectivosr sl
exceto para a-hidroxi-acetofenona2g) que foi identificada somente pelos dados dos
espectros de massa. Na (Figurh) tem as analises por CG-EM que confirmaram os

resultados obtidos.

A i 120 h
oae i lons

B m 120 h

I — S LMW

Figura 11. Cromatogramas obtidos em CG-EM. (A) Reacao conooahzimatico do funga. sydowiiCel9
coma-bromoacetofenon&); (B) Reacao das células totais do fudgsydowiiCel9 cormu-bromoacetofenona
(2). CondigGes de reacao: 5 g de células totais dgofuBD mg dex-bromoacetofenon); 100 pL de DMSO;
150 rpm; 32C; extrato de malte 3 %, 50 mL de tamp&o fosfate=pH
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Desta forma pode-se observar que um dos motivios s quais a purificacdo da
haloidrina2a néao foi possivel, devido a obtenc&o de varios cstgs oriundos do material
de partida. Assim, concluiu-se qu@&-dromoacetofenon&) nédo foi um bom substrato para
realizar triagem com células totais de microrgansnuevido a labilidade do composto em

sofrer varias reagdes enzimaticas e ndo enzimaticas

t=2,2min t=7,5min t=12,7 min
t=2,3 min t=8,0 min t=13,2 min

Figura 12. Cromatogramas obtidos em coluna quirafBegclodextrina. (A) Cromatograma da
bromoacetofenon&); (B) Cromatograma da bromoidrina racémié&9{2a; (C) Reacao da-
bromoacetofenon&) com o fungaA. sydowiiCel9. Condi¢gbes de reacéo: 5 g de massa celuldaldrifungo;
50 mg dea-bromoacetofenon&); 100 uL de DMSO; 150 rpm; 3Z; extrato de malte 3 %, 50 mL de tampao
fosfato pH = 7. Condic¢des de analises no G&:120 °C; 2 min; ¢t= 165 °C; 8 min; r = 2 °C/min

Todos os compostos detectados por CG e CG-EM fadamtificados por padrbes
auténticos com excecao dehidroxiacetofenona2g). No CG foram identificados epoxido
estireno 2b), a-hidroxiacetofenona2(), a-cloroacetofenonalf, cloroidrinala, bromoidrina
2a. As analises por CG- EM (caldo enziméatico) foradentificados acetofenonay-

hidroxiacetofenona 2¢), a-cloroacetofenona 1j. Analises por CG-EM (células totais)
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detectou-se a-bromoacetofenona 2, 1-feniletano-1,2-diol, a-cloroacetofenona 1,

acetofenona e fenil etanol.

3.2.7. Reacdo dax-bromoacetofenona (2) com caldo enzimético do fungaspergillus
sydowii Cel9 e reacdo dax-bromoacetofenona (2) somente com agua do mar ardfal

(branco)

A reacdo com o caldo enzimatico do fungosydowiiCel9 forneceu um sinal no
cromatograma com o tempo de retencdo em 5,0 min{fmgira 13). Este sinal foi
reprodutivo mesmo quando a reacéo foi realizadatrgaticata. Este sinal foi distinto do
tempo de retencdo do padrao da bromoid2egue foi de 8,8 e 9,1 min em coluna quiral de
[-ciclodextrina (Figural0). Em paralelo, realizou-se outro experimento w@ilido somente
agua do mar artificial e a bromocetdhaa auséncia do caldo enzimatico do fuAgsydowii
Cel9. A andlise por cromatografia em camada delgadaomatografia gasosa destes
experimentos (branco) levou ao mesmo produto olutitho a reacdo com o caldo enzimatico.
Em seguida realizou-se uma analise por cromat@ggafsosa acoplada por espectrometria de
massas e constatou-se que o produto obtido daSemedgnto com o caldo enzimético do
fungoA. sydowiiCel9 quanto com a agua do mar artificial fornenesa mesmos compostos

(Esquemd 3, Figuraslle13).

t=5,0 min t=5,0 min

Cl

S 1

Figura 13. Cromatogramas obtido por CG: (A) paddialoroacetofenonalf; (B) reacao da-
bromoacetofenon@) com caldo do fungé.. sydoviiCel9; Condi¢cdes de analises no G&:150 °C; 2 miny;t=
165 °C; 8 min; r = 2 °C/min
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Em ambos os casos, o0 caldo e a agua do mar aftificontém uma elevada
concentracdo de ions cloreto. Assim, quando seauilaa-bromoacetofenona2) ocorreu
uma substituicdo do bromo por cloro, formando espwamente a-cloroacetofenonal.
Neste caso a reacdo com o caldo enzimatico ndoopema reducao da-cloroacetofenona
(1). Foi observado também nestas reacdes, emboraesrar mroporgdo, a formacdo do 2-

hidroxi-1-feniletanonaZc) como mostrado no (Esquerh3d).

OH
A = células do fungo B
A. sydowiiCe19 : Br
A
— e.e. 16-55 %
(0]
2a
o]
Br
cl OH
+
2
B (CIH,0)
2c

B = caldo enzimatico (com agua
do mar artifical) ou somente agua do
mar artificial

Esquema 13(A) Reducédo da-bromoacetofenon&) com o fungoA. sydowiiCel9; (B) Reacédo d&
bromoacetofenon@) com o caldo enzimatico do fungo sydowiiCel9 e com a agua do mar artificiaBWy

A biotransformacéo da-bromo-acetofenona2] com as células do fungh. sydowii
Cel9 apresentou um comportamento distinto em @lagé-cloroacetofenonalf sob as
mesmas condi¢cdes reacionais. Portanto, o tipo beérdo ligado na posicaa-carbonila
influenciou diretamente o caminho reacional enzikpabu nao enzimatico. Os possiveis

compostos formados podem ser observados no (EsdiBenaas Figuratlel?).
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3.2.8. Influéncia da producédo enzimatica do fungdéspergillus sydowiiCel9 no meio de
cultura com extrato de malte 3 % com ou sem a agudo mar artificial na reacédo de

reducao

O fungo Aspergillus sydowiiCel9, por ser isolado de um organismo marinho, a
esponjaChelonaplysylla erectautilizou-se as condi¢des de cultivo com extraahlte 3 %
na presenca de uma mistura de sais de tal formaajassemelhasse a agua do mar, sendo
majoritariamente constituido por ions cloreto.

Entretanto, pelos motivos discutidos na segd.T) quando se utilizou a agua do
mar artificial ao realizar a reacéo conm-dromoacetofenona) observou-se a substituicao
espontanea do bromo pelo ion cloreto. Assim, fecigp substituir a composi¢édo da agua do
mar artificial pela 4gua destilada, ou seja, seigdadde ions cloreto durante o crescimento do
fungoA. sydowiiCel9.

Entdo se realizou o cultivo do fungo em extratontidte 3 % na auséncia de ions
cloreto e em seguida realizaram-se as reacdes €agldas e o caldo enzimético. As reacdes
com ocaldo enzimaticmao levou a reducao dabromoacetofenon&) como ja era esperado
e neste caso, também ndo promoveu a formac@ncditzroacetofenonalf. Concluiu-se que
na auséncia de ions cloreto ndo ocorreu a sulgdtit@ispontanea do bromo pelo ion cloreto.

Posteriormente realizaram-se as reac¢des corelatas totaisdo fungoA. sydowii
Cel9 cultivadas na auséncia da agua do mar atjfisurpreendentemente a reacdo de
reducdo tanto da-cloroacetofenonal] quanto daa-bromoacetofenona2) deixaram de
ocorrer. O cultivo do fungé.. sydowiiCel9 na auséncia de ions cloreto as respectiag8as
foram realizadas por trés vezes e em todos os c@sotevou a reducédo das cetohas?2.

Portanto, constatou-se que a composi¢do da agusadartificial, rica em ions cloreto, foi
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fundamental para a producdo das enzimas resposs@eda reducdo das cetonas

halocarbonilados.

3.2.9. Biotransformagdo da p-bromo-a-bromoacetofenona (3) e da p-nitro-a-

bromoacetofenona (3) com fungo de origem marinhAspergillus sydowiCel19

As reacdes dp-bromo-a-bromoacetofenona) foram realizadas com as células totais
Aspergillus sydowiiCel9 cultivadas emASW nas mesmas condi¢cdes realizadas com as
cetonasl e 2. As reacgBes com p-bromo<@-bromoacetofenona3), também levaram a
formacdo de varios picos, como podem ser observadssanalises por CG (Figuda).
Entretanto, quando analisou as reacfes por CG-EM foa identificado compostos
provenientes dg-bromo-@i-bromoacetofenona3), exceto um sinal correspondentepa
bromocetofenona. A presenca deste composto foirotada através da injecdo com padrao.
Entretanto, a maioria dos picos analisados eraepiexate de metabdlitos do fungo,
principalmente a presenca de &cidos graxos. Assiamcluiu-se que ocorreu uma
biodegradacao total dp-bromo-@-bromoacetofenona2) em poucas horas de reacdo. A
formacéo da-bromocetofenona possivelmente ocorreu via reagzionética.

A reacdo com @-nitro-a-bromoacetofenonal) ocorreu de forma similar gtbromo-
a-bromoacetofenona3), ou seja, houve uma degradacéo total da cetbrtmmo pode ser
observado nos cromatogramas da (Fidila Anéalises por CG-EM permitiram identificar a
p-nitroacetofenona obtida possivelmente via biofi@nsacdo enzimatica. As reacdes com a
p-bromo-a-bromoacetofenona3) e p-nitro-a-bromoacetofenonad) foram realizadas trés
vezes e em todos 0s casos obteve-se uma mistyradigtos que ndo eram provenientes do

material de partida.
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Figura 14. Cromatogramas obtidos em coluna quiraBegclodextrina. (A) Cromatograma gebromo--
bromoacetofenonay; (B) Cromatograma do alcodR§-3a; (C, D, E) Reacbes dabromo--
bromoacetofenona) com o fungaA. sydowiiCel9; Condi¢des da reacdo: 5 g de massa celulda@®a fungo;
50 mg dep-bromo-a-bromo-acetofenona); 100 uL de DMSO; 150 rpm; 3Z; extrato de malte 3 %, 50 mL
de tampéo fosfato em pH = 7; Condicdes de analisd3G: = 120 °C; 2 min;;t= 165 °C; 8 min; r = 2 °C/min
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Figura 15 Cromatogramas obtidos em coluna quirafesclodextrina. (A) Cromatograma genitro-a-
bromoacetofenonal); (B) Cromatograma do alcodR§-4a; (C, D, E) Reagdes ganitro-a-bromoacetofenona
(4) com o fungaA. sydowiiCel19; Condi¢des da reagdo: 5 g de massa celulda@®a fungo; 50 mg denitro-
a-bromoacetofenon&); 100 uL de DMSO; 150 rpm; 3Z; extrato de malte 3 %, 50 mL de tampéao fosfato em

pH = 7. Condi¢des de analises no GG: 130 °C; 2 min;t= 200 °C; 8 min; r = 2 °C/min

24 h

t =18,50 min
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3.2.10. Reducéo derto-, meta e para-iodoacetofenonas 5-7 com os fungos de origem

marinha Trichodermasp Gcl eP. miczynskiiGe5

Uma vez realizada a triagem biocatalitica comuogds de origem marinha conua
cloroacetofenonalf selecionou-se os fungdsichodermasp Gcl eP. miczynskiiGe5 para
realizar as reacfes de reducdo com as iodoacetafehd. As reacdes foram realizadas com
as células do fungdrichodermasp Gcl e levaram a reducdo das cetonas aos reggecti
alcoois secundarios com diferentes seletividadesorversdes. Os resultados estédo
sumarizados na (Tabeb

As reac0Oes de reducao das cetdn@ocorreram em 48 h e até em 168 h ndo sofreram
variacdes significativas nas conversdes e nos sasesantioméricos. O fungoichoderma
sp Gcl reduziu as iodoacetofenobaseletivamente, produzindo os alcosss6acom altos
excessos enantioméricos, e.e. > 99 % (Ta®el&ntretanto, as conversdes nao atingiram um
valor desejavel, a cetoldoi convertida em 62 % e a cetoBam apenas 24 % de conversao.
Enquanto que a cetoffaapresentou modesta conversao e baixa pureza loibbasive houve
um decréscimo consideravel no valor do excessotienaérico do alcoolFa na medida em
gue o tempo reacional passou de 24 a 168 h (Té)el&sse decréscimo no excesso
enantiomérico pode ser devido a reacdo de desra@gfioi ou estereoinversdo. Trabalhos na
literatura mostram reacdes de estereoinversao ewades do feniletanol, por exemplo, a
desracemizacéo genitro-feniletanol (COMASSET@t al 2006).

Os rendimentos isolados dos alcosése 6a foram de 55 % e 25 %, respectivamente.
Esses rendimentos foram determinados utilizandsOseg das cetondse 6 em um frasco
erlenmeyer de 250 mL cada (Se@ab). Enquanto que o rendimento isolado do aldadbi
de 70 % utilizando-se dois frascos erlenmeyers Sfe rAL, onde se adicionou 50 mg de

cetona/ em cada frasco (Secadl).
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Em razdo do tempo de trabalho, ndo foi possivehipér estes experimentos para
melhorar os resultados com as cetobag principalmente em relacdo ao aumento do
rendimento dos alcooka-6a pois foram obtidos com excelentes excessos emaéiticos. A
baixa solubilidade das iodoacetofenor&3 podem ter também dificultado um melhor
desempenho destas reacoes.

As iodoacetofenonds-7 também foram submetidas frente as reacdes dedeadgn
as células totais do fundeenicillium miczynskiiGe5. Entretanto, os resultados ndo foram
satisfatorios, pois ocorreu uma baixa conversaaemnad-7 nos respectivos alcoosa-7a
(Tabela9). Portanto concluiu-se que as reacfes de redug@endem exclusivamente das
espécies de microrganismos utilizadas.

As configuracdes absolutas dos alcdsas 7a foram determinadas comparando-se as
rotacdes Oticas experimentais com os valores daafitra (XUet al, 2006; SALVI E

CHATTOPADHYAY, 2006).
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Tabela 9.Reducio de iodoacetofenorag com o fungo de origem marinfl@ichodermasp Ge12

o) OH
X X
‘ Trichodermasp . ‘ RouUS
A N
| = orto, meta, para
orto-iodoacetofenona
t c5 cb5a e.e.ba c.a
48 38 62 >99 S
96 38 62 >99 S
168 38 62 >99 S
metaiodoacetofenoné
t c6 cba e.e.6a nd
48 75 25 >99 nd
96 76 24 >99 nd
168 76 24 >99 nd
para-iodoacetofenon@
t c7 c7a e.e.7a
48 27 73 55 R
96 29 71 38 R
168 33 67 32 R

dCondicdes de reacdo: 5g células totais do fumghodermasp Gel; 50 mg de iodoacetofenoBag 600 pL
de DMSO; 150 rpm; 32C; dgua do mar artificial (ASW); c (%) = concegfia determinada por CG; e.e.(%) =
excesso enantiomérico; t = tempo (h)
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t = 20,45 min
OH 23,34 min
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Figura 16. Cromatogramas: (A) Padrao dag-o-iodo-1-fenil-etanol $a); (B) Reacdo com 48 h com o fungo
Trichodermasp Gcl; (C) Reacédo com reacdo 96 h com o flimgtodermasp Gel (D) Reacdo com 168 h com
o fungoTrichodermasp Gcl; Condi¢cBes de analises no G&:120 °C; 2 min;t= 165 °C; 8 min; r = 2 °C/min
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OH

t=20,46 min
: 21,20 min
A
)\4 -
PHTIUE | I T
o OH
B ;i ! ! 48h
6 6a _ﬁ_
N
| t=12,51 min
C |i c=76% 96h
= 0,
€€ =76% _ 51 20 min
_

168 h

Figura 17. Cromatogramas: (A) Padrao ddg-mriodo-1-fenil-etanol §a); (B) Reacdo com 48 h com o fungo
Trichodermasp Gcl; (C) Reacdo com 96 h com o fuiligchodermasp Gcl; (D) Reacdo com 168 h com o
fungoTrichodermasp Gcl.Condicdes de andlises no G&:120 °C; 2 min;t= 165 °C; 8 min; r = 2 °C/min
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OH t=21,50 min

A 1 (RS-7a | o
L, 7
1

El (e}
I

7a 48 h
' k
c=29% c=71%
t=15,50 min ©-€ =38%
C
96 h
N

c=33% c=67%
t = 15,50 min e.e.=32%

168 h

Figura 18. Cromatogramas: (A) Padrdo d@ p-iodo-1-fenil-etanol &; (B) p-iodo-acetofenona g-iodo-1-
fenil-etanol, com 48 h de reac¢édo; (G}pdo-acetofenona p-iodo-1-fenil-etanol, com 96 h de reacéo; (P} )
iodo-acetofenona g-iodo-1-fenil-etanol, com 168 h de reacédo. Condigde analises no CG= 120 °C; 2 min;

tr = 165 °C; 8 min; r = 2 °C/min
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Tabela 10.Redugéo de iodoacetofenorad com o fungo de origem marinR&nicillium miczynskiGc5?

O OH

P. miczynskic5

~ ASW NS
PN A
| 48 - 168 h
5-7 Sa-7/a
| = orto, meta e para
orto-iodoacetofenona

t c5 c5a e.e.ba c.a.
48 91 9 >99
96 73 27 >99 S
168 73 27 >99 S

metaiodoacetofenoné

t c6 cba e.e.6a Nd
48 80 20 - Nd
96 77 23 75 Nd
168 74 26 62 Nd

para-iodoacetofenon@

t c7 c7a e.e7a c.a
48 100 - - R
96 100 - - R
168 75 25 18 R

%Condicbes de reacdo: 100mL de tampao fosfato pHeg de células dBenicillium miczynskiGe5s; extrato de
malte 3%; agua do mar artificial; 50 mg de iodoafsgtonas-7; 600 uL de DMSO; 150 rpm; 3Z; tampao
fosfato pH = 7; 4gua do mar artificial; c (%) = centragdo determinada por CG; e.e. (%) = excesso

enantiomérico; t = tempo (h); Nd = ndo determinado
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3.2.11Caracterizacao dos compostos

OH

Cl

OH

OH

2-cloro-1-feniletanol -1a [a]p®® = + 17,08 ¢ 3,2
CHCL); RMN *H: (400 MHz),8 (ppm) 7,34 (5H, m);
4,89 (1H, ddJ =8,8 e 3,6 Hz); 3,73 (1H, dd= 11,2 e
3,6 Hz); 3,64 (1H, ddJ = 11,2 e 8,4 Hz); 2,7 (1H, sl);
IV filme em pastilha de siliciccm™®): 3409 (OH) 1065

(-C-O).

1(2-iodofenil)etanol 5a [a]p?® = - 1,20 € 4,4 CHC});
RMN H: (400 MHz),5 (ppm) 7,80 (1H, ddJ = 8,0 e
0,8 Hz); 7,56 (1H, dd) = 7,6 e 1,6 Hz); 7,37 (1H, m);
6,95 (1H, m); 5,06 (1H, g = 6,4 Hz); 2,0 (1H, sl); 1,45
(3H, d,J = 6,4 H2)IV filme em pastilha de silicio (cm

1): 3341 (OH) 1087 (-C-0).

1(3-iodofenil)etanol 6a [a]p> = + 1,05 ¢ 1,5 CHC});

RMN *H: (400 MHz),8 (ppm) 7,67 (2H, dJ = 8,4 Hz);
7,11 (2H, dJ = 8,4 Hz); 4,84 (1H, g) = 6,4 Hz); 1,70
(1H, sb); 1,45 (3H, dJ = 6,4 Hz)IV filme em pastilha

de silicio (cnt): 3348 (OH) 1086 (-C-0).
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OH

1(4-iodofenil)etanol 7a [0]p®° = - 0,31 € 2,4 CHC});
RMN H: (400 MHz),5 (ppm) 7,74 (1H, s); 7,60 (1H,
d,J=7,6 Hz); 7,33 (1H, d) = 7,6 Hz); 7,08 (1H, t, J =
7,6 Hz); 4,84 (1H, g = 6,4 Hz); 1,48 (3H, d) = 6,4
Hz) IV filme em pastilha de silicio (ch: 3348 (OH)
1065 (-C-0).

bromo-1-feniletanol 2a feniloxirano- 2b RMN *H:
(200 MHz), Mistura Oleo amarel@ (ppm): 2.64 (1H,
d, J = 3.2 Hz, OH), 2.80 (1H, dd, J = 2.5 e 5.4,1394
(1H, dd, J = 4.1 e 5.4 Hz), 3.54 (1H, dd, J = 8&
Hz), 3.65 (1H, dd, J = 3.5 e 10.5 Hz), 3.86 (1H, dd

2.54 e 4.12 Hz), 4.92 (1H, m), 7.33 (10H. m)
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3.3. Analises de espectros de massas (EM)

Os compostos foram identificados em CG e confimegubr CG-EM e estéo dispostos

abaixo.
TS
o)
51 120
[ | =3 57 8365 T | a5 a1 104l | ‘121
7 o
Ho
73
121
51 104
o B365 |. A i [ J8s 200
7 P
73 -
77
51
il 1 1 14ba
7 0
Ho
73
77
51 ‘
o=z 63 A ag 9] 10z, o 125 148
% o
0
77
k1
! 9 ! 125 154
i3 .
Ho
77 |
51
i 5163 76 G991 104 | 120 38
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4. Conclusao

Os objetivos deste trabalho foram alcancados, pimis possivel utilizar
microrganismos de origem marinha em reacdes decdiedde cetonas. Neste trabalho
realizou-se a reducdo de derivados de acetofencmmms fungos de origem marinha. A
reducdo daa-cloroacetofenonal] foi realizada com os fungo$richodermasp Gcl,
Penicillium miczynskiiGce5, Aspergillus sydowiiGel2, Bionectria sp Ceb, Aspergillus
sydowii Cel5,Penicillium raistrickii Cel6 eAspergillus sydowiCel9. O §-(+)-2-cloro-1-
feniletanol (@a) foi obtido com excesso enantiomérico 17- 66 %.b&m as purezas
enantioméricas fossem modestas, todos os fungeseaparam seletividadmti-Prelog na
reducdo da cetond, o que € bastante vantajoso, pois a maioria ddacdes com
microrganismos apresentam seletividade Prelog.

A reducdo daorto-iodoacetofenona5j e da metaiodoacetofenona6j levaram a
producédo dos correspondetes alcoois com excesant@neéricos superiores a 98 %.

O uso dasa-bromoacetofenonas2{4) néo foi bons substratos para as reacdes
biocataliticas, pois nas condicbes utilizadas, osese uma eliminacdo espontanea do
bromo, bem como uma biodegradacao das cetonas.

Neste trabalho conclui-se que 0s microrganismosrilgem marinha, podem ser
utilizados como fontes de novos biocatalisadorea peomoverem reacdes de reducdo em
cetonas proquirais. Ainda, foi observado que existga dependéncia na producdo das
enzimas redutases com o cultivo dos microrganisrans condicbes contendo altas
concentracdes de ions cloreto, pois na ausénci@l'dedo foram obtidas as reacdes de
reducao das cetonase 2 utilizando-se as células totais dos fungos deearigharinha.

Conclui-se que através destes estudos que osadksslpreliminares sdo promissores

para promover reacdes de reducao pela metodolmgiathlitica utilizada.
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6. Apéndice

Deteccao de peroxidase em vegetais e fungos

Outra &rea em biocatalise que ainda requer avaneoaplicacdo de peroxidases em
reacOes de biocatalise.

Existe uma grande variedade de plantas (frutasgetais), que sado de baixo custo e
facilmente encontrados em todo o territério nadioEssas frutas e vegetais sdo fontes
inesgotaveis de enzimas que podem ser utilizedaaturaou como extrato bruto, obtido por
procedimentos simples de extracdo. Schonbein erb, 1#&ando extratos de plantas com
peroxido de hidrogénio e guaiacol observou que wmposto de coloracdo intensa era
formado. Linossier em 1898 isolou esta enzima encliaa de peroxidase (CAMPA, 1991).

A peroxidase (POD; EC 1.11.1.7) constitui uma s#asle enzimas que esta
extensamente distribuida nos reinos animal e viegef@ode ser facilmente extraida das
células de alguns vegetais. Diversas sao as fumgstais de peroxidase, como péssego
(Prunus persicg inhame Alocasia macrorhizg mandioca anihot utilissimg, alcachofra
(Cynara scolymus..), batata docelfjomoea batataglL.) Lam.), nabo Brassica campestre
ssp rapifera), rabaneteArmoracia rusticang abobrinhaCucurbita pepp Existe um grande
interesse por esta enzima, devido as suas multiplazacdes como, por exemplo, em reacdes
de biocatalise, na industria de papel e celulosalithentos, em andlises bioquimicas, entre
outras (FILHO E VIEIRA, 2002).

As peroxidases catalisam a oxidagdo de algundratdss pela acdo do peroxido de
hidrogénio. E conhecida como uma enzima termodstue pode ter sua atividade
regenerada apos tratamento térmico. Comercialmasteeroxidases vém sendo amplamente

utilizadas como um importante componente em proseb®tecnoldgicos. Na industria de
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papel e celulose é empregada na etapa de branqueadzepolpa e de seus efluentes. Na
industria téxtil é utilizada para melhorar o brasgmento em detergentes de lavanderias e
inibir a transferéncia de cor durante a lavagem.okidacdo de compostos fendlicos sem

efluente de refinaria de petrdleo apresentou uncértia de oxidacdo de pelo menos 95%

dos compostos (WIBERG, 2003).

Assim, neste trabalho realizaram-se alguns ensedbsrimétricos com vegetais
[Malus domesticdmaca),Pyrus communigpéra), Solanum tuberosurfbatata),Arracacia
xanthorrhiza (mandioquinha) eDaucus carot (cenoura)], microrganismosP¢nicillium
miczynskiiGce5, Trichodermasp Gcel eCaldariomyces fumaga com a peroxidase comercial

(E.C. 1.11.1.7).

Procedimentos experimentais

Vegetais
Primeiramente a triagem foi realizada com os \&@gajue sdo produtores tipicos de
peroxidases, de acordo com o procedimento abaior@LITZA et al, 1991).
* Pesou-se 5 g do vegetal a ser analisado (sem c&sgaeguida, transferiu-se
este material para um almofariz e adicionou-se LOdmtampé&o fosfato (NHPQ,, KoPOy,
pH =7; 0,1 M) e macerou-se a mistura com um pistil
* ApOs maceragdo, transferiu-se essa mistura pardéaguer e deixou-se em
repouso e em contato com o ar por 10 minutos. Didosr este tempo, transferiu-se esta
mistura para um tubo de centrifuga e centrifugoa-6®00 rpm por 6 minutos.
» Coletou-se o sobrenadante e transferiu-se 5 mL paraubo de ensaio e
adicionou-se 2 mL de 2,4-dicloro-fenol (25 mM), 2 ne peroxido de hidrogénio (100 mM)

e 2 mL de 4-aminoantipirina (0,5 mM). Os ensaiasifo fotografados antes e apds a adigédo
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dos reagentes, sendo no final uma aliquota retirdelacada tubo e analisada por
espectroscopia no Uv-vis.

Um resultado positivo para este teste € a formadgedoma cor vermelha intensa da
solucéo, indicando que houve a reacdo entre o i@d@rafenol e a 4-aminoantipirina
(Esquemédl). Esta mudanca de cor € também caracterizadsspeionento de uma banda em

505 nm no espectro de Uv-vis (METELITZ& al, 1991).

Cl

N 2H,0,
+ pero><|dase
CI cl

+  4H,0

Vermelho Intenso

Esquema 1.Reacdo que ocorre quando o teste para peroxigassti&o.

Fungos

Foram realizados dois procedimentos para a detag@io de peroxidases em fungos.
No primeiro ensaio utilizou-se o fungo direto dagal de Petri em que foi cultivado. O
segundo ensaio utiizou o fungo cultivado em um rdeigultura liquido.

a) Procedimento para o ensaio com o fungo culbivaas placasPesou-se 1 g de
micélios dos fungoslrichodermasp Gcl, Penicillium miczynskiiGe5 e Caldariomyces
fumagocultivados em meio de cultura solido e transfegysara um erlenmeyer contendo 10
mL de tampéao fosfato, 2 mL de peroxido de hidrog&hD0 mM), 2 mL de 2,4-diclorofenol
(25 mM) e 2 mL de 4-aminoantipirina (0,5 mM).

Essa mistura foi mantida sob agitacdo durantedeé¢nrrido este tempo, toda solucéo

foi transferida para um tubo de centrifuga e pastaente centrifugou-se a 6.000 rpm por 6
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minutos. O sobrenadante foi transferido para uno tdé ensaio e deixou-se em repouso
durante 24 h.

b) Procedimento para o ensaio com o fungo cultived meio liquido: Pesou-se 1 g
de micélios dos fungo$richodermasp Gcl,Penicillium miczynskiiGe5 eCaldariomyces
fumagopreviamente cultivados em meio de cultura liquiladias) e transferiu-se 1 g de
micélios para um tudo de ensaio contendo 5 mL dgda fosfato, 2 mL de perdxido de
hidrogénio (100 mM), 2 mL de 2,4-diclorofenol (23ine 2 mL de 4-aminoantipirina (0,5
mM).

Essa mistura foi macerada com um bastéo de videsxeu-se em repouso durante 24

Enzima EC 1.11.1.7

Um ensaio colorimétrico também foi realizado conpexoxidase comercial (EC
1.11.1.7) para verificar a viabilidade do ensaidogmétrico. Em um tubo de ensaio
adicionou-se 2 mL de peréxido de hidrogénio (100)mMmL de 2,4-diclorofenol (25 mM),

2 mL de 4-aminoantipirina (0,5 mM) e 20 pL de urolugdo da enzima (0,5 mM).

Resultados e discussoes

O principal objetivo da triagem colorimétrica fditer um procedimento que pudesse
ser utilizado para qualquer microrganismo, de foardeterminar a pré-disposicdo deste em
promover reacfes de biocatélise a partir de peasesl como por exemplo, as reacfes de
halogenacao a partir de haloperoxidases, uma \v@egpas enzimas catalisam essas reacoes.

Primeiramente o teste foi realizado com vegetaiss § conhecido que estes contém

peroxidases, comdlalus domesticadmaca), Pyrus communispgra), Solanum tuberosum
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(batata) Arracacia xanthorrhizgmandioquinha) @©aucus carotalcenoura). Se o ensaio for
positivo observa-se uma banda caracteristica emnBOFMETELITZA et al, 1991) bem
como presenca de uma coloracao vermelha intensalungio apos a adicdo dos reagentes.

Realizaram-se também ensaios do tipo “brancos parificar a presenca ou auséncia
de interferentes. O primeiro branco foi feito coradicdo de todos os reagentes, mas sem a
presenca do biocatalisador vegetal. A (Figlyalustra que ndo houve mudanca de cor na
solucéo e a (Figurd) mostra o espectro de UV-vis para este ensaio.

E possivel observar nas (Figufiae 2) que o branco ndo apresentou banda em 505 nm

e nem alteracdo em sua coloracao, portanto nacehotarferentes no ensaio.

=

-

~

Figura 1. A coloracdo antes da adicao dos reagentes. 2tofagdio apds a adicao dos reagentes.

Teste colorimétrico para o branco

1,6 4

Teste colorimétrico para o branco

1,4
1,2

1,04

A 0,0
0,84

Absorbancia

0,6

Absorbancia

0,4

0,24 ;
500 600

400
/ Comprimento de Onda/nm

T T T T T T T
200 300 400 500 600
Comprimento de Onda/nm

0,0

Figura 2. Espectro de Uv-vis para o teste do branco (aus&ecabsorcdo em505 nm).
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Em sequiéncia foram realizados ensaios para dei@rsé o peroxido de hidrogénio
utilizado no teste era produzido pelo proprio bialisador vegetal. Para isso, foram feitos
testes colorimétricos com os biocatalisadores sd#igéi@a de peroxido de hidrogénio para se
observar mudanca ou ndo de coloracdo no ensaiclofms 0s casos os resultados foram
negativos, evidenciando que nao ha interferentes.

Com a validacdo dos brancos, realizou-se os ensainsbiocatalisadores vegetais e
com os microrganismos. Nas (Figu& 4) encontram-se respectivamente as fotos do teste e

0 espectro de Uv-vis do ensaio.

Figura 3. Teste colorimétrico par@olanum tuberosuifratata). 1: Caldo enzimético antes da adi¢do dos
reagentes e 2: Caldo ap0s adicdo dos reagentes.

S 0,10 ‘ Teste colorimétrico para a batata ‘
44 ’ Teste colorimétrico para a batata ‘

0,08

0,06

0,04

Absorbancia

0,02

Absorbancia

0,00

T 1
400 500 600
Comprimento de Onda/nm

0 . ; . ; - - - ,
200 300 400 500 600

Comprimento de Onda/nm

Figura 4. Espectro de Uv-vis para o resultado do teste qoftrico daSolanum tuberosuibatata).
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Na (Figura3) observa-se claramente a mudanca de coloracamldgds, de uma
coloracao creme opaca passou para um vermelhasmténconfirmacdo vem da (Figuda
que representa o aparecimento da banda em 505amattarizando um resultado positivo
para o teste. Resultados semelhantes foram oltadtasoutros biocatalisadores vegetais.

Conclui-se que com estes resultados, o teste seanasficiente para deteccédo de
peroxidases em biocatalisadores vegetais. Em seigifénam feitos os testes com os fungos.

O ensaio com o branco para os microrganismos fgathe® como esperado. Os
ensaios com os fungos cultivados tanto em placaPete quanto em meio de cultura
produziram uma coloracdo da solucdo. Entretantoraloservada foi bastante discreta em
relacdo aos ensaios com 0s vegetais, pois se obwevtem vermelho claro. O motivo pelo
qual o teste foi discreto ndo permite afirmar dergo produz peroxidases em quantidades
apreciaveis. Os ensaios colorimétricos assim guazados, tornam-se muito Uteis, pois sem
davida, sdo valiosos para realizar reacoes bidtesas quando se tem um grande numero de

microrganismos para serem avaliados.
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