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AIDEIA

De onde ela vem?! De que matéria bruta
Vem essa luz que sobre as nebulosas
Cai de incégnitas criptas misteriosas

Como as estalactites duma gruta?!

Vem da psicogenética e alta luta
Do feixe de moléculas nervosas,
Que, em desintegragdes maravilhosas,

Delibera, e depois, quer e executa!

Vem do encéfalo absconso que a constringe,
Chega em seguida as cordas do laringe,

Tisica, ténue, minima, raquitica ...
Quebra a forga centripeta que a amarra,
Mas, de repente, e quase morta, esbarra

No mulambo da lingua paralitica.

Augusto dos Anjos, 1912



BISPO, J.R.S. Bioreducéo e resolucao cinética oxidativa de compostos oxigenados
empregando a esponja marinha da espécie Cliona varians. Dissertacdo de Mestrado

— Instituto de Quimica, Universidade Federal da Bahia, Salvador, 2019.
RESUMO

A sintese organica assimétrica convencional é a area da quimica que se dedica a
construcdo de moléculas bioativas e com elevada pureza oOptica. O processo
sintético de producdo de compostos com centro(s) quiral(is) € complexo e envolve
vérias etapas de preparacgdo, utilizacdo de organocatalisadores, auxiliares quirais ou
catalisadores metdlicos. Estes procedimentos podem envolver reagentes caros e de
dificil manipulacdo. Também pode ocorrer dificuldade de descarte dos metais de
transicdo empregados como catalisadores, tal como Ru, Ro, Co, Pd, entre outros.
Na tentativa de reduzir os custos e minimizar os impactos ambientais, a partir da
segunda metade do século XX muitas pesquisas se voltaram para a sintese
biocatalitica, utilizando processos enzimaticos na obtencdo de compostos quirais. A
biocatalise vem sendo muito empregada em processos industriais, principalmente no
ramo farmacéutico e agroquimico. No intuito de valorizar a biodisponibilidade
regional baiana, foi utilizada a esponja marinha Cliona varians inteira como
biocatalisador em reacdes de bioreducdo de cetonas pro-quirais disponiveis no
laboratério (acetofenona, p-nitroacetofenona e acetilfurano) e na resolucéo cinética
oxidativa de mistura racémica de alcoois secundarios preparados quimicamente (p-
nitrofeniletanol, p-metoxifeniletanol e 1- (2-furil) etanol e do 1-feniletanol. Os
produtos reacionais foram caracterizados por técnicas espectroscopicas
(espectroscopia no infravermelho, 'H-RMN e 3C-RMN). Os experimentos foram
realizados utilizando glicose e frutose como aditivos, e também na auséncia de
aditivos. As reacdes de biotransformacdes foram avaliadas durante 3, 5 e 7 dias e
analisadas através de CG empregando coluna quiral. A biorredugcdo de cetonas
aromaticas demostraram taxas de conversdes baixas a moderadas e excesso
enantioméricos moderados, sendo que o melhor resultado obtido foi utilizando a
acetofenona como substrato e glicose como aditivo. O (S)-1-feniletanol foi obtido
majoritariamente (31% conversao e 84% e.e.), com seletividade de acordo com a
regra de PRELOG. As reacdes de resolugdo cinética oxidativa de alcoois racémicos
apresentaram resultados relevantes, sendo o melhor resultado obtido com o

substrato (R/S)-p-metoxifeniletanol e sem adicao de aditivo (78% converséo e 84%



e.e.), levando ao enriguecimento da (R)-p-metoxiacetofenona e seletividade anti-
PRELOG.

Palavras Chave: sintese enantiosseletiva, biotransformacao, Cliona varians.



BISPO, J.R.S. Bioreduction and oxidative Kkinetic resolution of oxygenated
compounds using a marine sponge of the species Cliona varians. Dissertation of

Masters - Chemistry Institute, Federal University of Bahia, Salvador, 2019.
ABSTRACT

The conventional asymmetric organic synthesis is the area of chemistry dedicated to
the obtention of bioactive molecules and with high optical purities. The synthetic
process is of compounds production with chiral centers are complex and involves
several steps of preparation, use of organocatalysts, chiral substrates or metallic
catalysts. Such procedures may involve expensive reagents and difficult handle.
There may also be some difficulty to discard the transition metal used as catalysts,
such as Ru, Ro, Co, Pd and others. In order to reduce costs and mitigate the
environmental impacts, since the second half of the 20" Century, many studies
focused on biocatalytic synthesis, using enzymatic processes to obtain chiral
compounds. Biocatalysis has been frequently used in industry processes, especially
in the field of pharmacy and agrochemistry. In order to value bioavailability of Bahia,
the sea sponge Cliona varians was entirely tested as a biocatalyst in reactions of
bioreduction of pro-chiral ketone available (acetophenone, nitroacetophenone and
acetylfuran) and in the oxidative kinetic resolution of racemic mixture of secondary
alcohols chemically prepared [p-nitrophenylethanol, p-methoxyphenylethanol and 1-
(2-Furyl)ethanol]. The reactional products were characterized by spectroscopic
techniques (IR, *H-RMN and 3C-RMN). The experiments were carried out employing
glucose and fructose as additives, and also en reaction without additives. The
biotransformation reactions were evaluated for 3, 5 and 7 days and analyzed through
with chiral column. The bioreduction of aromatic ketones showed rates conversions
ranging from low to moderate enantiomeric excess and the best result was obtained
through acetophenone as substrate and glucose as additive. The (S)-1-
phenylethanol was obtained mainly (31% conversion and 84% e.e.) selectively,
according to PRELOG. The reactions of oxidative kinetic resolution of racemic
alcohols showed relevant results, and the best result obtained through substrate
(R/S)-p-methoxyfenylethanol and without additives (78% conversion and 84% e.e.),
which led to the enrichment of (R)-p-metoxyacetophenone and anti-PRELOG

selectively.



Keywords: enantioselective synthesis, biotransformation, Cliona varians.
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda pela obtencdo de compostos estruturalmente complexos
e enantiomericamente puros por industrias quimicas e farmacéuticas, tem
aumentado extraordinariamente e promovido uma rapida expansdo do mercado
mundial para a producdo de compostos farmacéuticos, agroquimicos e alimenticios.
A atual preocupacdo com questdes ambientais vem incentivando o desenvolvimento
de metodologias quimicas que sejam sustentaveis. Neste contexto, enquadra-se a
biocatalise, uma tecnologia complementar, que oferece valiosa contribuicdo a
sintese organica convencional, apresentando altas regio-, quimio- e
estereosseletividades (JEGANNATHAN et al, 2013; MARSAIOLI e GONCALVES,
2013).

7z

A utlizacdo de enzimas em processos fermentativos é conhecida desde a
antiguidade, como por exemplo, o preparo de queijos pela peptidase fictina extraida
da seiva de filgueiras e as amilases, no preparo de cervejas extraidas de malte de

cevadas.

Processos biocataliticos (biotransformacédo), empregando enzimas isoladas ou
células integras, tornaram-se uma tecnologia muito atraente como alternativa aos
métodos sintéticos convencionais de sintese de compostos organicos. A biocatélise
desempenha importante papel junto aos diversos ramos da industria, onde as
reacoes apresentam altos indices de seletividade, minimizam a formacdo de
subprodutos, reduzem o consumo energético e apresentam baixo impacto

ambiental, podendo ser inserida no contexto da Quimica Verde.

A Quimica Verde é entédo inserida como uma perspectiva de minimizacao de
rejeitos e desenvolvimento de processos que sejam menos prejudiciais ao homem e
ao meio ambiente, seguindo 12 principios fundamentais. (VARGAS, 1999; PRADO,
2003; LENARDAO, 2003).

1) Prevencéo: Evitar a producdo do residuo & melhor do que trata-lo ou

‘limpa-lo” apds sua geracéo.
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2) Economia de Atomos: Desenvolvimentos de metodologias sintéticas
gue possam maximizar a incorporacdo de todos os materiais de partida
no produto final.

3) Sintese de Produtos Menos Perigosos: Utilizagdo e geracdo de
substancias que possuam pouca ou nenhuma toxicidade a sautde humana
e ao ambiente.

4) Desenvolvimento de compostos seguros: Os produtos quimicos
deverdo ser desenvolvidos no intuito de apresentar a menor toxicidade
possivel.

5) Solventes e Auxiliares mais Seguros: O uso de substancias auxiliares
(solventes, agentes de separacdo, secantes, etc.) precisa, sempre que
possivel, tornar-se desnecessario e, quando utilizadas, estas substancias
devem ser inGcuas.

6) Eficiéncia energética: Os métodos sintéticos deverdao ser conduzidos
sempre que possivel a pressdo e temperatura ambientes, para diminuir a
energia gasta durante um processo quimico que representa um impacto
econOdmico e ambiental.

7) Uso de substancias recicladas: Os produtos e subprodutos de
processos quimicos deverdo ser reutilizados sempre que possivel.

8) Evitar a Formacédo de Derivados. A derivatizacdo desnecesséria (uso
de grupos bloqueadores, protecdo/desprotecdo, modificacdo temporaria
por processos fisicos e quimicos) deve ser minimizada ou, se possivel,
evitada.

9) Catalise. Reagentes cataliticos (tdo seletivos quanto possivel) séo
melhores que reagentes estequiométricos.

10) Desenvolvimento de compostos para degradacdo: Produtos
quimicos deverdo ser desenvolvidos para a degradacdo inocua de
produtos toxicos, para ndo persistirem no ambiente;

11) Andlise em tempo real para a prevencdo da poluicdo: As
metodologias analiticas precisam ser desenvolvidas para permitirem o
monitoramento do processo em tempo real, para controlar a formacéo de

compostos toxicos.
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12) Quimica segura para a prevencao de acidentes: As substancias usadas
nos processos quimicos deverdo ser escolhidas para minimizar

acidentes em potencial, tais como explosdes e incéndios.

A quiralidade de substratos envolve um fendmeno interessante: enantidmeros,
embora possuam mesmas propriedades fisicas e quimicas, podem interagir de
maneira distinta com o sitio ativo das enzimas. Um dos enantibmeros pode
apresentar efeitos terapéuticos benéficos e o outro indesejado; ou mesmo os dois
apresentarem a mesma atividade bioldégica, mas um deles oferecer um efeito
indesejado. Sendo assim, o desenvelvolmento de métodologias para a producédo de
moléculas enantomericamente puras tornou-se um desafio. Na figura 1 estdo
representadas pares de enantibmeros que apresentam diferentes atividades

bioldgicas.

LT
HS OH

NH, NH,
S-Penicilamina R-Penicilamina
anti-artrite Toxico
Et 4 OH OH Et
'/,N/\/N,,/ H\\'N\/\”“'H
on M Et Et OH

S, S- etambutol
Turbeculostatico

COOH

R- ibuprofeno
inativo e ndo-tdxico

R,R- etambutol
Pode provocar cegueira

HOOC

S- ibuprofeno
analgésico

Figura 1. Exemplos de moléculas que apresentam efeitos terapéuticos distintos em funcéo da

configuracdo absoluta.
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1.1 ENZIMAS

A reagdo quimica entre a glicose e o oxigénio, para produzir gas carbénico e
agua (Esquemal), libera uma grande quantidade de energia. Entretanto, essa
transformacao quimica ndo ocorre em condi¢cdes normais de temperatura e pressao,
embora esse processo quimico seja termodinamicamente favoravel, ele € muito
lento. Sendo assim, a presenca de enzimas como catalisadores aceleram essa
reacdo, aumentando a velocidade de conversdo do gas carbbnico e de agua,
demostrando o poder catalitico das enzimas frente a catalisadores quimicos
(MARZZOCO e TORRES, 2007; LEHNINGER et al, 2014; FABER, 2004).

Esquema 1: Reacéo de reducéo da glicose.

CBHmOB + 602 i 5C02 + 6H20 + energia

A catdlise bioldgica foi inicialmente reconhecida e descrita no final do século
XVIIl em estudos sobre a digestdo da carne, por secrecfes do estomago (NELSON
e COX, 2014), e desde entdo os estudos por catélise bioldgica se intensificaram.

Em 1858, Louis Pasteur utilizou uma solugdo aquosa de sal de amoénio do
acido tartarico racémico com uma cultura do microorganismo Penicillium glaucum,
levando ao consumo do acido (+)-tartarico e ao enriquecimento do enantibmero (-),
sendo esse experimento considerado um percursor da catalise enzimatica. (REETZ,
2013).

Em 1897, Eduard Buchner publicou a observacdo de que extratos livres de
células de leveduras foram capazes de realizar a fermentacdo de acgucar para alcool
e dioxido de carbono. Diante dos experimentos anteriores, em 1894, Emil Fischer
demonstrou que a enzima que hidrolisa sacarose, que ele chamou de "Invertina”,
age sobre a-glicosideos, enquanto uma segunda enzima “Emulsina” atua os [-
glicosideos. Fischer deduziu que estas duas enzimas devem consistir em “moléculas
construidas assimetricamente”, e que “a enzima e o glucosideo devem se encaixar
como uma fechadura e chave para poder exercer uma influéncia quimica sobre um
ao outro”. Nesse modelo, a especificidade entre a enzima e o substrato é rigida e a
reacdo é catalisada por um unico substrato para fornecer um produto particular. O

mecanismo hipotético da “chave e fechadura” de Fischer permaneceu por muito
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tempo (BUGG, 2001). Outro modelo hipotético para explicar o processo enzimético €
0 encaixe induzido proposto por Koshland em 1960. Esta teoria sugere que através
da complexacgéo, o substrato induz uma mudanca conformacional na subunidade da
enzima com a qual interage. Esta mudanca pode ser transmitida aos grupos
ionizaveis, nesse caso, as subsunidades dos aminoacidos vizinhos, induzindo na
enzima a conformacgdo responsavel pelo processo catalitico (Figura 2) (FERSHT,
1998; VERLI, 2013).

"Chave e Fechadura" Encaixe Induzido
Fischer (1894) Koshland (1960)

Ligante

Enzima

Figura 2: Modelos hipotéticos mecanistico da catalise enzimética. (Adaptado — Voet e Voet, 2013).

As enzimas sao proteinas de cadeia longa, formadas por aminoacidos ligados
em sequéncia, através de ligacdes peptidicas. Apresentam atividade catalitica ou
inibidores reversiveis e irreversiveis, que interferem na catalise, diminuindo ou
interrompendo as reacdes enzimaticas. As reacfes enzimaticas ocorrem em uma
parte da enzima denominada de sitio ativo. O contorno da superficie do sitio ativo é
delimitado por residuos de aminoacidos com grupos nas cadeias laterais que ligam o
substrato através de interacdes intermoleculares que catalisam a sua transformacéo
quimica (NELSON e COX, 2014, 2014). Devido as diversidade enzimatica, as
enzimas foram divididas em classes e classificadas de acordo com as reac¢des que
catalisam (Tabela 1). As enzimas sdo catalisadores biologicos interessantes devido
a gama de biotransformacdes que realizam em substratos endogenos, sendo, as
vezes, mais eficientes e com velocidades de rea¢des mais significativas por fatores
de 10%-10'? do que a catalise quimica convencional (SOLOMONS e FRYHLE, 2001).
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Tabela 1. Classificacdo internacional das enzimas de acordo com as reacBes que catalisam
(NELSON e COX, 2014 - Adaptado).

N° da classe Classe Tipo de reacao catalisada
1 Oxidorredutases  Transferéncia de elétrons (ions hidreto — H)
2 Transferases Reacdes de transferéncia de grupos

_ Reacdes de hidrolise (transferéncia de grupos
3 Hidrolases - 5
funcionais para a agua)

Clivagem de C-C, C-O e C-N ou outras
_ ligagdes por eliminagdo, rompimento de
4 Liases . _ .
ligacdes duplas ou anéis, ou adicdo de grupos

a ligacbes duplas.
Transferéncia de grupos dentro de uma mesma

Isomerases ’ . : -
5 molécula produzindo formas isoméricas.

Formacéo de ligacbes C-C, C-S, C-O e C-N
6 Ligases por reacdes de condensacdo acopladas a

hidrélise de ATP ou cofatores similares.

Ao longo do século XX as pesquisas utilizando processos biocataliticos se
intensificaram devido a gama de aplicabilidade nas industrias, capacidade de
catalisar reacdes em alta taxas enantioméricas, em agua a pH neutro, a temperatura
ambiente e com altas seletividades. O rapido avanco envolvendo reacdes
enzimaticas permitiu a aplicabilidade dos seus processos em varios setores, como
na  producdo de alimentos, na fabricagdo de detergentes e nas industrias téxtil e
meédico-farmacéutica. As enzimas podem ser encontradas em células animais ou de
plantas, bem como em microrganismos. As reagfOes de biotransformacdes podem
ser realizadas com sistemas biologicos in natura, como plantas ou células ou mesmo
enzimas isoladas quando o objetivo for minimizar reacdes laterais indesejaveis
(NASCIMENTO et al, 2004; RIBEIRO et al, 2013).
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Tabela 2: Cofatores inorganicos utilizando por diversas enzimas (NELSON e COX, 2014 -

Adaptado).
fons Enzimas
Cu?* Citocromo-oxidase
Fe?* ou Fed®* Citocromo-oxidase, catalase, peroxidase
K* Piruvato-cinase
Mg?* Hexocinase, glicose-6-fosfatase, piruvato-cinase
Mn?2* Arginase, ribonucleotideo-redutase
Mo Dinitrogenase
Ni2* Urease
Zn?* Anidrase carbénica, alcool-desidrogenase, carboxipeptidases A e B

As reacOes enzimaticas dependem da integridade das estruturas (primaria,
secundaria, terciaria e quartenaria) e das interacfes intermoléculares que mantém
as suas conformoc¢des. Portanto, uma alteracdo conformacional da enzima inativa a
sua atividade catalitica. Algumas enzimas necessitam de cofatores (Tabela 2) ou
coenzimas (Tabela 3) para atuarem como biocatalisadores, pois juntos possuem
uma funcéo catalitica imprescindivel para que as reacdes acontecam, como por
exemplo, as alcoois redutases, um tipo de enzima da classe das oxirredutases
(Tabela 1), necessitam de ions Zn?* para sua atividade enzimatica (NELSON e COX,
2014).

R4

\C =Q) —-Zn?*
/
ﬂz

H{H :
N //O Alcool-
|/ L|.,C -desidrogenase
LAl g,
napH
R
H*
O
v/ H
C
P . I
| NH, + szcl‘fol]
L
& !
NAD* | i
R

RiCOR, + NADH + H*(q R{CHR,OH + NAD*

Figura 3: Mecanismo proposto para a reacao de reducdo de cetonas pré-quiral pela enzima alcool
desidrogenase (NELSON e COX, 2014 - Adaptado).
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As enzimas oxirredutases sdo as responsaveis pela transferéncia de elétrons,
entre ligantes e a cadeia polipeptidica, em um processo de oxirredugcdo. Dentro
dessa classe enzimatica, a alcool desidrogenase (ADH) catalisa a reducédo de
cetonas e a oxidacdo de alcoois primario e secundario a aldeidos e cetonas,
respectivamente. A enzima alcool desidrogenase utiliza o ion zinco (Zn?*), e por nédo
apresentar a funcao redox, necessita do sistema de coezimas NAD*/NADH (nicotina-
adenina-dinucleotideo). Na Figura 3 esta representado o mecanismo proposto para
a reducdo enzimatica de cetonas pro-quirais. Um atomo de Zn?* é coordenado no
sitio ativo por residuos de aminoacidos. O mecanismo reacional procede com o Zn?*
polarizando a ligacdo C=0, seguido do ataque do hidreto pelo cofator NADH. O
intermediéario reduzido adquire um préton do meio, formando o produto de interesse,
e liberando o cofator NAD* oxidado. Por outro lado, na reacéo reversa de oxidacao,
o ion zinco, atua aumentando a eletrofilicidade do a&tomo de carbono da ligacéo C-O,
facilitando a posterior abstracdo do préton pelo cofador NAD* (CRICHTON, 2012;
NELSON e COX, 2014).

As coenzimas sdo pequenas moléculas orgéanicas, que junto com certas
classes de enzimas, possuem a funcdo de catdlise enzimatica. A existéncia das
coenzimas foi proposta pela primeira vez por Arthur Harden, que identificou espécies
dialisaveis que denominou “co-zymase”, envolvidas em fermentacéo biologica. Esta
espécie foi posteriormente identificada por Hans Von Euler como NADH
(Dinucleotideo de nicotinamida adenina). A composi¢cao quimica e as estruturas de
algumas coenzimas também foram elucidadas no periodo 1930-1950. Muitas das
coenzimas nucleotidicas, tais como ATP, NAD*/NADH, FAD*/FADH, e coenzima B12
foram sintetizadas por Alexander Todd, que recebeu o prémio Nobel em 1957
(BUGG, 2001).

Tabela 3: Coenzimas utilizadas em reagfes enzimaticas mais comuns (VOET e VOET, 2013 —
Adaptado).

Coenzimas Reacdo que catalisa
Biotina Carboxilagéo
Coenzimas da cobalamina (B12) Alquilacéo
Coenzima A Transferéncia de acila
Coenzima da flavina Oxidorreducéo

Acido Lipoico Transferencias de acilas
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Coenzimas da nicotinamida Oxidorreducéo

Piridoxal-fosfato Transferéncia de grupo amina
Tetra-hidrofolato Transferéncia de grupos com um carbono
Tiamina-pirofosfato Transferéncia de aldeido

ATP Fosfoliracao

As reacOes enzimaticas envolvem o estudo da velocidade das reacdes. O
estudo da cinética de uma enzima permite elucidar os detalhes do mecanismo
catalitico, funcdo no metabolismo e modulacéo da atividade na célula. No Esquema
2 esta representada uma equacao quimica hipotética da reacdo enzimatica, onde E
e S representam a enzima e o substrato, respectivamente. ES e EP representam os
complexos enzima-substrato e enzima-produto, intermediarios da reacdo que
ocupam um nivel minimo de energia na curva da progressdo da reacdo catalisada
por uma enzima.

De acordo com o grafico, a reacdo catalisada enzimaticamente € muito mais
rapida que o processo ndo catalisado, pois a barreira energética € menor nas
reacoes catalisadas por enzimas, quando comparadas a uma reacédo nao catalisada.
As enzimas sao catalisadores biologicos eficientes, que diminuem a barreira
energética, sem modificar o equilibrio reacional e acelerando a interconversédo de

substrato em produto (Esquema 2).

Esquema 2: Progresso catalitico de reacdo catalisada e ndo catalisada por enzimas (NELSON e

COX, 2014 - Adaptado).

E+S<——ES ~EP=—E+P

Estado de transicao ()

-
AG nao catalisada

Energia livre, G
|
|
|
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Coordenada da reacao



33

A estereosseletividade da enzima alcool desidrogenase pode ser prevista pela
regra de Prelog (1964); esta regra indica que o substrato pro-quiral possui grupo
grande e um grupo pequeno, que no sitio ativo controlam a estereosseletividade da
adicao do hidreto. As enzimas alcool desidrogenases sédo dependentes da presenca
de cofator, NADH ou NAD(P)H, que s&do as moléculas responsaveis pela
transferéncia estereoespecifica de um dos hidretos diastereotopicos em C-4 de
NADH ou NAD(P)H a carbonila do substrato com alta seletividade enantiofacial,
como descrito na Figura 4 (ITOH, 2014; WONG et al, 1995). Em reacbes de
reducdo, para que a reacdo ocorra, € preciso que a fonte enzimética disponha de
desidrogenases estereosseletivas, que de acordo com a regra de Prelog, seguem
uma ordem de prioridade: Grupos volumosos (de maior prioridade) devem estar
localizados a direita da carbonila e, grupos pequenos (de menor prioridade), a
esquerda. Assim, o hidreto é transferido prioritariamente através da face re da
carbonila. A seletividade chamada de Prelog leva a formacédo de (S)-alcoois e a

seletividade anti-Prelog, leva a formacgao de (R)-alcoois.

Cle

R : adenosina difosfato ribose

R1 = Grupe pequeno . Rz = Grupo grande

Figura 4: Faces enantiotOpicas propostas por PRELOG para seletividade enantioméricas de cetonas
pré-quirais (ITOH, 2014; PRELOG, 1964 - Adaptado)

1.2 CROMATOGRAFIA GASOSA QUIRAL

Na cromatografia utilizando fase estacionaria quiral consiste de uma fase
estacionaria quiral, onde passa uma fase moével que contém uma mistura de
enantiomero. Cada enantidmero interage reversivelmente em diferentes graus com o
suporte quiral e, portanto ficam retidos na coluna por periodos de tempos diferentes.
Assim, um dos enantibmeros passa pela coluna antes do outro, permitindo a
separacao (VOLLHARD, 2013.).
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O seletor quiral (fase estacionaria) € composto de uma substancia quiral
enantiomericamente pura que interage com a mistura de estereoisomeros da
amostra de maneira distinta, formando diasteroisoméricas com propriedades
quimicas e fisicas diferentes. O “recheio” da fase estacionaria quiral normalmente é
constituido a partir de ciclodextrinas, oligossacarideos ciclicos, que possuem no
minimo 6 unidades de glicoses unidas por ligagdo a-(1,4). A B-ciclodextrina (Figura
5) € a fase estacionaria mais utilizada devido ao seu baixo custo e facil
comercializacdo. A cromatografia gasosa quiral € uma técnica muito vantajosa para
identificacdo enantiomérica, quando comparada & outras técnicas de separacao,
principalmente devido a sua rapidez, reprodutibilidade e sensibilidade (PORTE et al,

2014; SILVA et al, 1996).

Figura 5: Estrutura quimica da B-ciclodextrina.

1.3 OXIDACAO DE ALCOOIS

No século XX, o aumento da produc¢éo industrial impulsionou a producdo por
processos ambientalmente mais limpos, chamados de “verdes”, sendo assim, a
procura por metodologias sintéticas, que visam a diminuicdo de residuos, se
intensificou em demanda, ao rapido avanco do setor industrial. Nesse contexto,
surgiu o conceito de “Quimica Verde”, que segundo a International Union of Pure
and Applied Chemistry (IJUPAC) pode ser definida como: "A invengao,
desenvolvimento e aplicagcdo de produtos e processos quimicos para reduzir ou
eliminar o uso e a geracao de substancias perigosas”. A oxidag&o de alcoois é uma
importante metodologia aplicada no setor industrial, pois os produtos oriundos desse
tipo de transformacdo quimica sdo precursores e auxiliares de quiralidade
(ZORZANELLI e MULI, 2015). Entre as metodologias utilizadas, podemos citar, por

hY

exemplo, os oxidantes inorganicos a base de cromo (triéxido de cromo (CrQO3s),
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dicromato de piridinio (PDC) e clorocromato de piridinio (PCC), de manganés
[permanganato de potassio (KMnOgs)], dioxido de manganés (MnQO2), entre outros
(Esquema 3) (BOWDEN et al, 1946; FATIADI, 1987; COREY e SUGGS, 1975;
ZORZANELLI e MULI, 2015).

As rotas sintéticas convencionais, utilizadas amplamente para oxidacdo de
alcoois, sdo a base dos reagentes oxidantes como PCC (clorocromato de piridinio) e
o PDC (dicromato de piridinio), devido a facilidade de obtenc¢&o, condi¢bes brandas
de reacdo, e na maioria das vezes, as sinteses sdo realizadas a temperatura
ambiente (Esquema 3). O PCC e o PDC sao oxidantes inorganicos muito utilizados
para converter alcoois secundarios em cetonas e alcoois primarios em aldeidos, de
maneira bastante eficiente. A grande desvantagem destas metodologias é a geracao
de cromo como residuo, sendo altamente tdxico para o meio-ambiente, podendo
provocar lesdes carcinogénicas, bronquite e dermatite (ZORZANELLI e MULI, 2015).
O permanganato de potassio (KMnOs) € outro agente oxidante inorganico muito
forte, e pouco seletivo, pode oxidar alcoois primarios a acidos carboxilicos. Os
residuos derivados de manganés também séo téxicos e podem provocar Sérios
danos, principalmente, se descartados de forma inadequada. Quando absorvido pelo
organismo, o manganés é distribuido para todas as células do corpo, podendo ligar-
se as proteinas plasmaticas no sangue, no figado, pancreas, rins e intestino
(ZORZANELLI e MULI, 2015).

Esquema 3: Reacdes de oxidacao de alcoois secundario utilizando oxidantes inorganicos
(SOLOMONS, 2016 — Adaptado).

PCCYCH,CL

P D C/CH,CL, L

ENRO, HOVH,O

A resolucédo cinética de alcoois, através da oxidacédo seletiva (Esquema 4),
um processo no qual os enantibmeros de um racemato sao convertidos na cetona
correspondente, em diferentes velocidades e enriquecendo o isbmero que reage
mais lentamente. A limitacdo deste processo é a obtencdo méxima de 50% do

7

enantibmero majoritario. A resolucédo cinética dindmica é uma estratégia mais
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eficiente, pois a cetona obtida através da resolucdo cinética, pode ser reduzida
seletivamente enriqguecendo a conversdo do enantibmero majoritario, representando
assim, uma economia no processo de producdo do enantibmero opticamente puro e

total aproveitamento do produto final formado (Esquema 4).

Esquema 4: Resolucao cinética dindmica de alcoois racémicos

o ¢ Resolugdo Cinética )(J)\ §H Resolucao Cinéti T
: esolucdo Cinética
A~ ad b 1vad &
R Ry + R 'R, Oxidativa R/ R, 4 R1/LR2 Dinamica Rl/'\RZ
rac-(R/S) 50% (Rou S)-50% e.e. 100% e.e.

Bera et al (2013) estudaram a utilizacdo de complexos quaternarios quirais de
Mn (Ill) como catalisadores para resolugdo cinética oxidativa de alcoois secundarios,
na presenca de diacetoxiiodobenzeno [Phl(OAc)z] como agente oxidante e KBr como
aditivo (Esquema 5). As enantiosseletividades (40-99%) e conversées (58-64%)
foram consideradas de boas a excelentes utilizando de 1 a 2 mol% do catalisador
metélico. Os autores relataram que os alcoois alifaticos foram oxidados com

melhores enantiosseletividades em comparacao aos alcoois benzilicos (Esquema 5).

Esquema 5: Resolugéo cinética oxidativa de alcoois racémicos utilizando complexo quaternario

macrociclicos quirais de Mn (lll) como catalisador. (PELLISSIER, 2018 - Adaptado).

=N N=
=
t-Bu—(, >—OCIO—( S—t-Bu
_‘{o,i/
4
1 (2 mol%)
oA PhI(OAG); (70 mol%) OH i
P . + M
R'" "R? KBr (4 mol%) R'” "R? RIT R?

HoO/CH,Cl,, 15 °C

Entrada R1 R2 Conv.(%) e.e. (%)
1 Ph Me 63 83
2 p-Tol Me 64 84
3 p-CICsHa Me 62 70
4 p-BrCeHa Me 61 40
5 Ph Et 53 7
6 Bn Me 63 98
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7 CH2Bn Me 60 93

Complexos metélicos quirais podem ser empregados como catalisadores em
reacoes de reducdo assimétrica de cetonas com muita eficiéncia (NAKAMURA et al,
2003). No entanto, a principal desvantagem do uso de compostos metalicos esta na
preparacdo e uso desses catalisadores, pois sao caros, exigem condicbes
reacionais extremas (temperaturas e pressdes), solventes organicos sao
empregados e geram residuos poluentes, de dificil tratamento e descarte
(VANDENBERGHE et al, 2013).

A necessidade de desenvolver rotas sintéticas menos agressivas para 0 meio-
ambiente e para os seres humanos, levou ao crescimento da area da biocatalise,
metodologia que emprega enzimas para realizacdo de reacfBes quimicas.
Considerando que alcoois quirais sdo importantes blocos construtores (“chiral
building blocks”) de moléculas biologicamente ativas, sdo intermediarios sintéticos
que possuem alto valor agregado. Neste contexto, inUmeras metodologias
biocataliticas tém sido desenvolvidas focando na obtencdo desta classe de
compostos (KRAGL et al, 2011 PATEL, 2018; PORTO et al, 2015).

Xu (2010) avaliou a resolucédo cinética oxidativa e dinamica de sete alcoois
secundarios aromaticos racémicos, utilizando células inteiras das cepas
Microbacterium oxydans ECU2010 e Rhodotorula sp. AS2. 224 (Esquema 6).
Primeiramente, os alcoois secundarios foram submetidos a reacdo de oxidacéo
enantiosseletiva catalisadas por M. oxydans ECU2010. Para todos os substratos
testados, as reacdes apresentaram altos rendimentos (> 49,9%) e excelentes
enantiosseletividades em favor do isdbmero de configuracdo S (> 99% e.e.). Visando
aperfeicoar os resultados, o processo de resolugdo cinética foi seguido de resolugéo
cinética dinamica. Para isso, em um processo one-pot, foi adicionada a cepa
Rhodotorula sp. AS2. 224 e foi observada a reducdo da cetona intermediaria. Os
resultados da combinagdo dos dois microorganismos proporcionaram alcoois
secundarios opticamente puros com altos rendimentos (86-99%) e excelente pureza
optica (> 99% e.e.) em favor dos alcoois de configuracdo S e seletividade Prelog
(PRELOG, 1964) (Esquema 6).
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Esquema 6: Representagdo esquematica da resolucao cinética oxidativa (XU, 2010).

OH o
Ar/:\ Ar)J\
(R)-50% Rend: > 49% OH
Microbacterium oxydans ECU2010 . Rhodotorulasp. AS2.2241 3
OH Oxidagao especifica do isbmero R oH Redu(;?? especifica Ar/k
Ar/'\ Ar/'\ doisomero S (S)- 86 -99% e.e.
Rend: >99 %
(S)-50% (S)-99% e.e. Resolugéo
Rend: >49% Cinetica Dinamica
Resolucao Cinética Oxidativa
Resolucao Cinética Resolucéo
Entrada Substrato Oxidativa Cinética Dinamica
Conv. (%) e.e.(%) Conv. e.e. (%)
(%)
1 (R/S)- 1-feniletanol >49 >99 (S) 95 >99 (S)
2 (R/S)-p-clorofeniletanol >49 >99 (S) 98 >99 (S)
3 (R/S)-p-metilfeniletanol >49 >99 (S) >99 >99 (S)
4 (R/S)-p-nitrofeniletanol >49 >99 (S) 98 >99 (S)
5 (R/S)-p-bromofeniletanol >49 >99 (S) 98 >99 (S)
6 (R/S)-1-(2-naftil) -etanol >49 >99 (S) 86 >99 (S)
7 (R/S)-1-piridin-3-iletanol >49 >99 (S) >99 >99 (S)

O processo de hidrélise enzimética € muito vantajoso somente se todos os
compostos obtidos no final da reacédo tiverem utilidade sintética. Na resolucdo por
hidrélise assimétrica, uma reacao considerada ideal é aquela em que o catalisador é
absolutamente estereosseletivo, ou seja, no final da reacdo 50% do produto
enantiopuro é obtido, enquanto que 50% do substrato enantiopuro permanece no
final da reacédo (VANDENBERGHE et al, 2013).

No intuito de valorizar a fauna e a flora local empregando-os como fontes
enzimaticas em processos biocataliticos, Vandenberghe et al (2013) investigaram
varios vegetais recém cortadas, sem qualquer outro processamento, para realizar a
hidrolise enantiosseletiva do (R/S)-l-acetato de feniletila (Esquema 7), um
intermediario sintético de alto valor comercial, presente em etapas da sintese de

farmacos como o ibuprofeno e naproxeno. Os vegetais selecionados pelos autores
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para a investigacdo foram: maca (Malus pumila var. Reinette), mandioca branco
(Tragopogon porrifolius L.), cebola vermelha e amarela (Allium cepa L.), tomate
(Solanum Lycopersicum L. var. Licorossa, Kumato), gengibre (Zingiber officinale
Roscoe), cenoura (Daucus carota L.), repolho (Brassica oleracea var capitata),
laranja (Citrus sinensis L.), aipo verde e branco (Apium graveolens cv. Dulce),
chicéria (Cichorium intybus var. Foliosum hegi), batata (Solanum tuberosum L.) e

beterraba vermelha (Beta vulgaris L.).

Esquema 7: avaliacdo biocinética do (R/S)-1-acetato de feniletila frente a diferentes vegetais.

o) i
0 Vegetais (1 - 14) o 9H
(R/S)-OAc

Conv (S)-OAc (R)-OAc (R)-OH (S)-OH

Entrada Vegetais Amostra (%) (%) (%) (%) (%)
1 M. pumila Casca 68 1 99 23 77
2 T. porrifolius Casca a7 56 44 59 41
3 T. porrifolius Polpa 26 50 50 50 50
4 A. cepa L. Polpa 46 80 20 79 21
5 A. cepa L. Polpa 28 65 35 78 22

Casca e
6 Lycopersicum Polpa 52 80 20 74 26
7 Lycopersicum Polpa 43 72 28 75 25
Casca e
Lycopersicum Polpa 45 65 35 67 33
Lycopersicum Polpa 44 66 34 68 32
10 Z. officinale Casca 39 63 37 69 31
11 Z. officinale Polpa 17 55 45 79 21
12 D. carota L. Casca 54 66 34 63 37
13 D. carota L. Polpa 37 62 38 71 29
14 B. oleracea Polpa 76 64 36 54 46

15 C.sinensisL. Cascae 78 56 44 52 48




40

Polpa
16 A. graveolens Polpa 56 90 10 66 34
17 A. graveolens  Polpa 73 98 2 62 38
18 C. intybus Polpa 12 51 49 51 49
19 S. tuberosum  Casca 84 98 2 59 41
20 S. tuberosum  Casca 73 94 6 66 34
21 S. tuberosum  Casca 71 91 9 66 34
22 S. tuberosum  Casca 68 88 12 68 32
23 S. tuberosum  Casca 75 95 5 64 36
24 S. tuberosum  Casca 73 93 7 66 34
25 S. tuberosum  Casca 83 98 2 60 40
26 S. tuberosum  Casca 86 98 2 58 42
27 B. vulgaris L. Casca 68 100 0 70 30
28 B. vulgaris L. Polpa 53 100 0 83 17

Os experimentos foram realizados com a polpa, as cascas e polpas e cascas
juntas (Esquema 7). Entre os vegetais investigados, a casca de T. porrifolius L., 0 S.
Lycopersicum L. var. Licorossa e as cascas de D. carota L. foram os vegetais que
apresentaram resultados de conversdes mais proximas a 50%. Entretanto, a polpa
da B. vulgaris L. [(Conv.=53%; e.e.=66% (R)], entre os vegetais testados, foi a que
demostrou melhor eficiéncia. A C. intybus var. Foliosum hegi (Conv.= 12%; e.e. =
ND) foi o vegetal que apresentou menor atividade catalitica frente a hidrélise do
substrato testado (Esquema 7).

De acordo com os autores, a utilizacdo de vegetais in natura como
biocatalisadores apresentam muitas vantagens, entre elas, baixo custo, rapida taxa
de reacéo, alta enantiosseletividade, condi¢cdes suaves e menor producao de rejeitos
poluentes. Sendo assim, é uma alternativa interessante para a resolucdo de

acetatos racémicos, para obtencéo de alcoois secundarios opticamente ativos.
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1.4 REDUCAO DE CETONAS

Os dois agentes redutores mais amplamente utilizados nas reducgbes de
cetonas sao hidreto de aluminio e litio (LiAlH4) e boro-hidreto de sodio (NaBHa4).
Entre eles, o hidreto de aluminio e litio € um agente redutor muito versatil, & estavel
a temperatura ambiente, mas reage violentamente com a umidade do ar, gerando

géas hidrogénio, que é inflaméavel (Esquema 8).

Esquema 8: Reacédo do hidreto de aluminio e litio com H20 (SMITH, 2010).
LiAlHy + 4H,O —— LiOH + AI(OH); + 4H>

O LiAlH4 é amplamente utilizado para reduzir diversos compostos carbonilicos,
incluindo os aldeidos, cetonas, acidos carboxilicos, anidridos de acido, cloretos de
acido, ésteres, lactonas, amidas, carbamatos, imidas e lactamas, sendo
desvantajoso quanto a sua seletividade, pois reage varios grupos carbonilicos

presentes na molécula.

Esquema 9: Mecanismo proposto de redu¢do de compostos carbonilicos com LiAlH4 (SMITH, 2010 -

Adaptado).
o ‘ R
1 1. LiAIH,, THE :
R"R ———— = HO—C-R
2.H;0* I
H
H H_Li H-Al~
Etapa 1 H-Al oy — . | H QL
]-,[" "\:H 7 chlij
R"TR r
H7
Etapa 2 ]-]-A]\O L:]*— Ho R
‘ ‘
H gér 3 HO—C-R
‘ ‘
R H

O mecanismo de reducdo proposto segue como descrito no Esquema 9. Na
etapa 1 o litio coordena ao oxigénio, enfraquecendo a ligagdo —C=0-, formando o
alcoxialuminio intermediario e deixando o carbono mais eletrofilico. Em seguida, o
hidreto “ataca” o carbono carbonilico, deficiente em elétrons, formando um
intermediario tetraédrico. Na etapa 2, o alcoxido é protonado, formando o alcool

racémico de interesse.



42

Em comparagédo ao LiAlH4, 0 NaBH4 € menos reativo e mais seletivo, muitas
vezes reduzindo aldeidos, cetonas ou cloretos de &cido na presenca de outros
grupos funcionais redutiveis. Na reducdo de compostos pro-quirais utilizado LiAlH4
ou NaBH4 ndo ocorre um controle estereoquimico, formando os isémeros em

quantidades equivalentes (Esquema 9; Figura 8).

A obtencado de compostos racémicos nao tem valor comercial significativo, pois
Sao0 0Ss compostos enantiomericamente puros que apontam uma importancia
biolégica, uma vez que, a maioria dos receptores enddégenos de farmacos, como
proteinas de membranas e enzimas também sdo compostos quirais. Sendo assim,
muitos farmacos quirais apresentam diferencas estereosseletivas significativas
guanto a poténcia, toxicidade, absorcdo e metabolismo (ORLANDO et al, 2007). As
cetonas proé-quirais sdo uma classe de compostos interessantes para obtencédo de
alcoois quirais. Os alcoois sdo intermediarios importantes na sintese de diversos
farmacos, principalmente na forma enantiomericamente pura. Vitale et al (2011)
avaliaram a eficiéncia das células em crescimento de Kluyveromyces marxianus
CBS 6556, frente a reducao estereosseletiva da fenilacetona (Esquema 10). O alcool
formado, 1-fenilpropan-2-ol, € um importante intermediario na preparacdo de L-
deprenil, um farmaco que atua como inibidor seletivo e irreversivel da Monoamina
Oxidase B (enzima responsavel pela degradacdo da dopamina), usado no
tratamento de distarbios neurodegenerativos, como a doenca de Alzheimer e
Parkinson. As células da levedura Kluyveromyces marxianus CBS 6556
demostraram alta estereoseletividade pelo (S)-1-fenilpropan-2-ol e 92% de e.e. em

96h de reacéo.

Esquema 10: Redugéo estereoespecifica da fenilacetona frente a células Kluyveromyces marxianus
CBS 6556 (VITALE et al, 2011).

©\/{o}\ Kiuyveromyces marxianus CBS 6556 ©\/ﬁ\ ©\)oi
+
células em crescimento, 96h
(S)-1-fenilpropan-2-ol
92% e.e.

Os hidroxi-ésteres sao intermediarios Uteis para sintetizar compostos bioativos
quirais. Patel (2008) investigou a sintese de um importante intermediario presente

nas estruturas das estatinas (Esquema 11). As estatinas sdo uma classe de
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farmacos utilizados como agentes hipolipemiantes e para a prevencdo de doencas
cardiovasculares, atuando na inibigdo da 3-hidroxi-3-metilglutaril Coenzima A (HMG-
CoA) redutase, uma enzima encontrada no tecido hepatico que desempenha papel

fundamental na producéo de colesterol no corpo.

Esquema 11: Representacao esquematica das reacdes de biorreducao.

= 1 OH OH O
gy ‘-./O'\\f" g o Et
(anti-3S ,65)
+
= H OH
f /\]\ 0O 0 © a
A O A B (syn-3R 55)
+
a. Células em suspensao de Escherichia coli recombinante Q\,O\j\/?ij
.__Et
expressando cetoreductase de A calcoaceticus SC 13874 3R) o
+
Ej“T OHO o
ﬂ.AJkA,AUEt
(55)
Entrada Compostos Conv. (%) e.e. (%)
1 Anti-3S, 5S 0,8 -
2 Syn-3R, 5S 99,2 100
3 3R-OH 0 -
4 5S-OH 0 -
5 Reagente 0 -

No Esquema 11 estdo expressas as conversdes e 0s e.e. dos produtos que
foram quantificados e isolados nas reacdes de biorreducdo. O produto de interesse,
o syn-(3R,5S)-diidroxiéster, foi obtido em excelente conversdao (99%) e
enantiosseletividade (100%). Nesse caso, as células em suspenséo de Escherichia
coli recombinante, expressando cetoreductase de A. calcoaceticus SC 13874,
demostraram eficiéncia catalitica significativa e uma rota atrativa para a sintese do

syn-(3R, 5S)-diidroxiéster opticamente puro.
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Outro intermediario chave na construcao de moléculas inibidoras da HMG-CoA
redutase foi descrito por Amidjojo e Weuster-Botz (2005). Os autores destacaram a
sintese do (S)-etil-4-cloro-3-hidroxibutanoato (Esquema 12). O B-ceto-éster foi
reduzido com 99% de e.e. em favor do isdbmero de configuragdo S e um rendimento
final de 97%, utilizando células de Lactobacillus kefir como biocatalisador. A baixa
solubilidade do B-ceto-éster em meio aquoso ndo diminuiu a seletividade da enzima

pelo substrato (Esquema 12).

Esquema 12: Biorreducao assimétrica do (+/-)-4-cloro-acetoacetato de etila utilizando Lactobacillus

kefir como biocatalisador.

O O OH O
Cl Lactobacillus kefir Cl
MOEt /_\ \/('s)\)J\OEt
NADPH NADP

Devido & importancia biolégica dos [-ceto-ésteres como intermediarios e a
ampla possibilidade de funcionalizacdo das suas estruturas poli-oxigenadas, Uchba
e colaboradores (2017) descreveram o uso de Dioscorea trifida L. (Inhambu) e
Opuntia ficus-indica L. (Palma) em reducbes enantiosseletivas de [(-ceto-ésteres
substituidos. Os autores investigaram o potencial biocatalitico do inhambu e da
palma frente a trés B-ceto-ésteres [acetoacetato de etila, acetoacetato de cicloexila e
5-(terc-butildimetilsililoxi)-3-oxo-pentanoato de metila] com diferentes substituintes
alquilas ligados a carbonila da cetona e diferentes grupos alcoxi ligados a carbonila
do éster, no intuito de verificar a influéncia de grupos volumosos na preferéncia
enantiotopica das enzimas presentes nos biocatalisadores investigados (Esquema
13).

Esquema 13: Representagdo esquematica das reacdes de biorreducao.

o 0 Biocatalise OH O
R > R
R»]MO 2 . R1Mo, 2
H,0, 30°C
180rpm
R1= Me R2= Me
R.=Me R,= Ciclohexil

R4= 5- (terc-butildimetilsililoxi); R,= Me
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Os autores obtiveram excelentes conversdes (83 — 100%) em todos os
substratos testados e excessos enantioméricos variados (30 — 81%). Todos os
ensaios testados seguiram seletividade Prelog. Ambas as espécies de plantas
(inhambu e palma) apresentam sistemas enzimaticos capazes de reduzir os B-ceto-
ésteres pré-quirais em B-hidroxiésteres quirais, sendo a palma o catalisador mais

eficiente.
1.5 BIOCATALISE EMPREGANDO VEGETAIS

A capacidade de fontes naturais para induzir a quiralidade é conhecida h&
muito tempo. Na literatura, nos ultimos anos, estdo relatados varios estudos
experimentais utilizando plantas e vegetais in natura em reacdes de
biotransformacdo (MACHADO et al, 2006; YADAYV et al, 2002; ALVES et al, 2015).
Buscando investigar os vegetais locais na sintese assimétrica, Andrade e
colaboradores (2006) avaliaram o potencial catalitico da bioxidacdo do (R/S)-1-
feniletanol e seus respectivos derivados, frente a 15 tubérculos e raizes (Esquema
14). Os tubérculos utilizados nos experimentos foram a bardana (Arctium lappa L.);
batata doce branca (Ipomoea batatas L.); batata doce vermelha (I. batatas L.); batata
(Solanum tuberosum L.); inhame (Dioscorea alata L.); taro (Colocasia esculenta L.) e
as raizes utilizadas foram as de beterraba (Beta vulgaris L.); cebolinha [Allium
schoenoprasum L.); coentro (Coriandrum sativum L.); gengibre (Zingiber officinale);
I6tus (Nelumbo nucifera); mandioca (Manihot esculenta); mandioquinha (Arracacia
xanthorrhiza); nabo (Brassica rapa L.); rabanete (Raphanus sativus L.); yacon
(Polymnia sonchifolia). O (R/S)-1-feniletanol apresentou os melhores resultados
utilizando as raizes de cebolinha, levando a configuracdo do isbmero R majoritario
[Conv:54%; e.e.:>98% (R)]. Apos utilizacdo do substrato modelo, os autores
prosseguiram o0s experimentos utilizando o (R/S)-p-bromofeniletanol, (R/S)-p-
metilfeniletanol, (R/S)-p-nitrofeniletanol e (R/S)-p-metilseleniofeniletanol (Esquema
14).

Utilizando o (R/S)-p-bromofeniletanol, o inhame foi a raiz que apresentou o
melhor resultado [Conv: 47%; e.e.: 83%(S)], seguido do gengibre utilizando o (R/S)-
p-metilfeniletanol [Conv: 32%:; e.e.: 86%(R). As raizes de beterraba foram a melhor

fonte de biocatalisador para a oxidacdo completa de (R/S)-p-metilseleniofeniletanol
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[Conv: 55%; e.e.:.79% (R)], seguida do rabanete [Conversdo:54%; e.e.:77% (R)] e

coentro [Conv:54%; e.e..77% (R)], respectivamente.

Esquema 14: Representacéo esquematica de bioxidagdo de alcoois racémicos.

OH O OH
Vegetais .
R=H R = SeMe
R=Br R =NO,
R =Me
Entrada Substaro Vegetal Conv. e.e.
(%) (%)
1 (R/S)-1-feniletanol Cebolinha 54 >98(R)
(A. schoenoprasum)
2 (R/S)-1-feniletanol Mandioquinha 98 97(S)
(A. xanthorrhiza)
3 (R/S)-1-feniletanol Gengibre 100 >98(S)
(Z. officinale)
4 (R/S)-1-feniletanol Yacon 99 93(S)
(P. sonchifolia)
(R/S)-p-bromofeniletanol Inhame (D. alata L.) 47 83(S)
6 (R/S)-p-metilfeniletanol Gengibre 32 86(R)
(Z. officinale)
7 (R/S)-p-metilseleniofeniletanol Rabanete 54 77(R)
(R. sativus L)
8 (R/S)-p-metilseleniofeniletanol Beterraba 55 79(R)
(B. vulgaris L.)
9 (R/S)-p-metilseleniofeniletanol Coentro 54 77(R)

(C. sativum L)

Os autores também relataram a desracemizacao do (R/S)1-feniletanol frente a
mandioquinha [Conv:98%; e.e.:% 97(S)], gengibre [Converséo:100%; e.e.:>98% (S)]
e yacon [Conversdo:99%; e.e..% 97(S)], em um periodo de 3, 6 e 9 dias

respectivamente. Os resultados obtidos demostram que um dos isbmeros €
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seletivamente oxidado, formando a cetona correspondente, que em seguida é
reduzida por outra enzima redox, exibindo preferéncia estereoquimica oposta.
Sendo assim, podemos inferir que mesmo em sistemas biocataliticos com outras
enzimas atuantes, o0 biocatalisador apresentou alta enantiosseletividade. No
Esquema 14 estdo descritos os dados das reagbes com vegetais que levaram
conversdes e e.e. mais satisfatorios. Os resultados apresentados por Andrade et al
(2006) demostraram que, a depender das raizes ou tubérculos utilizados, a

estereosseletividade do produto majoritario pode inverter.

As enzimas presentes nos vegetais sdo capazes de realizar as mais diversas
biotransformacdes, sdo sistemas simples, baratos, de facil obtencdo, néo
necessitam de adicdo de cofatores, pois a propria célula vegetal possui 0 seu
sistema de regeneracdo e sdo investigadas em vérias sinteses de compostos
enddgenos. Xu et al (2010) utilizaram sete vegetais na reducdo da acetofenona,
entre eles, maca fresca (Malus pumila), cenoura (Daucus carota), pepino (Cucumis
sativus), cebola (Allium cepa), batata (Soanum tuberosum), rabanete (Raphanus
sativus) e batata-doce (Ipomoea batatas). Os vegetais que levaram aos melhores
resultados de converséo e e.e. foram a cenoura (D. carota), com enriquecimento do
enantiomero S e seletividade Prelog (78% rendimento; 95% e.e. para 50h de reacéo
e 79% de rendimento; 96% e.e. para 100h de reacéo), e a batata (S. tuberosum),
com enriquecimento do enantiomero de configuracdo R e seletividade anti-Prelog e,
(28% rendimento; 94% e.e. para 50h de reacdo e 51% de rendimento; 92% e.e. para
100h de reacdo) (Esquema 15).

Esquema 15: Representagdo esquematica da biorreducéo utilizando vegetais.

(o) OH (:)H
Vegetais ou ©/\
50h 100h
Vegetais Conv. (%) e.e. (%) Conv. (%) e.e. (%)
Maca fresca (M. pumila) 39 83 (R) 41 81
Cenoura (D. carota) 78 95 (S) 80 96

Pepino (C. sativus) 50 75 (S) 55 76




Cebola (A. cepa)
Batata (S. tuberosum)

Rabanete (R. sativus)

Batata-doce (I. batatas)

53
28
72

42

74 (S)
94 (R)
71 (S)

80 (R)

54
51
82

43

74
92
73

80
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Diante da gama de estudos envolvendo reagOes de biotransformacdo com

vegetais ja descritas na literatura, substratos com estruturas complexas também tém

sido investigados. Por exemplo, o trabalho desenvolvido por Zilinskas (2013) relatou

a biorreducéo estereosseletiva para a resolucdo de misturas racémicas do biciclo

[3.3.1] nonano. O biciclo [3.3.1] nonano € um precursor util para a sintese de novos

compostos, por exemplo, como intermediario quiral para sintese de taxéis, exibindo

um amplo espectro de atividades biolégicas. Os autores utilizaram 10 diferentes

tipos de vegetais nas bioreducdes (Esquema 16).

Esquema 16: Biorreducdo do racemato [3.3.1] honano-2,6-diona por enzimas vegetais. (ZILINSKAS,

2013 - Adaptado).

Vegelais

Vegetais [a]?® 546 Rend. Pureza éptica
Dicetona (%) (%)
Cenoura (Daucus carota) +38 50 59
Salsdo (Apium graveolens) +82 53 70
Alho-por6 (Allium porrum) +25 43 56
Couve (Brassica oleracea) +9 51 52
Couve flor (Brassica oleracea) +27 51 57
Gengibre (Zingiber officinale ) +46 34 61
Rabanete +4 60 51
(Raphanus sativus var. Niger)
Beterraba +23 71 56
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(Beta vulgaris atrorubra)
Salsa (Petroselinum crispum) +52 43 67
Pastinaca (Pastinaca sativa) +91 36 72

Os vegetais pastinaca, aipo, salsdo e cenoura demostraram um potencial
promissor para a biorreducéo estereosseletiva e separagédo enantiomerica do biciclo
racémico [3.3.1] nonano-2,6-diona (Esquema 16). Portanto, esta metodologia
permite recuperar de maneira simples e facil o enantibmero (+) com elevada pureza

Optica.

A bioconversado de aldeidos aromaticos também foi investigada no trabalho de
Luna (2014). Os autores utilizaram folhas frescas in natura de plantas de bananeira
e milho como alternativa econdmica e sustentdvel aos métodos quimicos

tradicionais.

Em todos os casos, as folhas de milho reduziram mais eficientemente os
aldeidos aroméaticos em relacdo as folhas de banana, produzindo o 4alcool
corresponde entre bons e excelentes rendimentos isolados. O benzaldeido, p-
bromobenzaldeido, p-metoxibenzaldeido e a vanilina levaram aos melhores
resultados, utilizando as folhas de milho como biocatalisador. As reducBes do
piperonal e do benzaldeido apresentaram os melhores rendimentos globais, de 98%

e 90%, respectivamente (Esquema 17).

Esquema 17: Biorreducéo de aldeidos arométicos.

o OH

H Folhas de bananeira ou milho H
Tampao Fosfato (pH=7), 48h
Ry Ry Ry Ry
Ry Ry

R=H R,=H Rs;=H
R;=0NO, Ry,=H R;=H
Ry =H R, =H R3= pBr
Ry =H Ry,=H R3= pOMe;
Ry =H R, =mOMe; R3=pOH
Ry =H R, = mOH; R3 = pOMe
Ry =H R, = mOMe R, = pOMe
Ry=H Ry R3 = 1,3-dioxona

(e} OH

Ny NNy
Folhas de bananeira ou milho
Tampao Fosfato (pH=7), 48h

Rendimento Isolado (%)

Entrada Composto Folhas de Folhas de
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bananeira milho
1 Alcool benzilico 0 90
2 o-nitrofenilmetanol 52 63
3 p-bromofenilmetanol 62 84
4 p-metoxifenilmetanol 30 79
5 p-hidroximetil-o-metoxifenol 68 64
6 m-bromo-p-metoxifenilmetanol 69 48
7 m,p-dimetoxifenilmetanol 30 71
8 3,4-metilenodioxibenzaldeido 85 98
9 (E)-3-fenilprop-2-en-1-ol 0 50

No intuito de investigar o poder catalitico das raizes de cenoura, tdo difundido
na literatura devido aos resultados promissores encontrados frente a diferentes tipos
de compostos enddégenos (BALDASSARRE et al, 2000; SCARPI et al, 2005; YADAV
et al, 2007; ACHARYA et al, 2016; ACHARYA et al, 2018), Omori e Costa (2017)
investigaram a reducdo assimétrica da acetofenona e dos seus derivados frente a
cenoura (Daucus Carota) (Esquema 15), na presenca do surfactante comercial
Tween® 20 (Figura 6).

_“[‘\O\/‘}*OH
x
o\f}‘OH
¥
o Of__CH5(CH3)sCH3
(o]
z

Figura 6: Estrutura quimica do surfactante Tween® 20 comercial. (Adaptado:

https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/tween2012345900564511?lang=pt&region=BR)

Os experimentos foram realizados adicionando-se ao meio reacional 1,5% do
sufactante Tween® 20 e foram avaliadas as enantiosseletividades frente a uma série
de acetofenonas substituidas (Esquema 18). Boas atividades de redugdo foram
observadas em quase todas as acetofenonas testadas, com excecdo da o-
aminoacetofenona, p-aminoacetofenona e p-hidroxiacetofenona. O surfactante nao
idnico (Tween® 20) influenciou favoravelmente as conversdes e enantiosseletividade
na biorreducdo de acetofenonas catalisado por cenouras, sendo que os melhores

resultados de conversdo e e.e. foram observados para o-bromoacetofenona
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[(conversao= 78%; e.e.= 98% (R)], m- bromoacetofenona [(conversdo= 94%; e.e.=
90% (S)] e p-bromoacetofenona [(conversdo= 67%; e.e.= 96% (S)], m-bromo-1-
feniletanona [(conversdo= 90%; e.e.= 98% (S)] e m-aminoacetofenona [(conversao=
82%; e.e.= 98% (9)].

Esquema 18: Biorreducédo de compostos aromaticos.

o (0] OH
‘ B Ry Daucus Carota, Tween® 20 | N Ri + | N Ri
H,0, TA, 3 dias AF =
A 2 R RS
R=H; Ry =Br
R =0Br; R; =Me

R = mBr; Ry =Me
R=0NH, R;=Me
R=mNH,. R;=Me
R=pNH,; R;=Me
R=pOH; Ry=Me

R=H, R;=Me
Tween® 20

Entrada Substrato Conv. (%) Rend. (%) e.e. (%)
1 (R/S)-p-bromofeniletanol 28 67 96 (S)
2 (R,S)-2-bromo-1-feniletanol 90 43 >98 (S)
3 (R/S)-0-bromofeniletanol 78 66 >98 (R)
4 (R/S)-m-bromofeniletanol 94 88 90 (S)

5 (R/S)-0-aminofeniletanol - - -
6 (R/S)-m-aminofeniletanol 82 48 >98 (S)
7 (R/S)-p-aminofeniletanol 8 - 50 (S)
8 (R/S)-p-hidroxifeniletanol - - >98 (S)
9 (R/S)-1-feniletanol 31 10 >98 (S)

Recentemente, SILVA et al (2018) investigou a esterificacdo de alcoois
aromaticos e alifaticos, utilizando grdos de ameixa-do-mato (Ximenia americana)
como biocatalisador (Esquema 19). Os ésteres sao importantes compostos,

amplamente utilizados nas industrias de alimentos e cosméticos.

Os autores observaram que os alcoois aromaticos foram esterificados com
excelentes rendimentos, inclusive na bioesterificagdo do (R/S)-1-feniletanol, mas as

reagOes foram pouco eficientes para os alcoois alifaticos (Esquema 19).
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Esquema 19: Biorredugdo de compostos aromaticos.

(9]
B . e, /J'I\
[ﬁ\*“/ OH X, americana ﬂ/\ﬁ’ o
R R Y
R, R;

R,=H R,=H
R, = OCHy; R, =H
Rj=H: R,=0CH;

O O

OH O'ﬂ\“‘ ’J\

I ’l\ . I - i
| J/ X. americana | ou |
_ =
OH ~._-0
]/ X. americana N \n/
——————
e 0

0
[ L X. americana F e J—I\
A on T e {07

\

-

Entrada Substrato Rend. (%) e.e. (%)
1 Alcool benzilico >99 -
2 3-metoxibenzilalcool >99 -
3 4-metoxibenzilalcool >99 -
4 (R/S)1-feniletanol >99 25 (R)
5 Cicloexanol 18 -
6 1-octanol 40 -

O enorme numero de trabalhos descritos na literatura envolvendo a flora local,
demostram o arsenal de biocatalisadores que podem ser empregados na sintese de
compostos quimicos com alto valor agregado. Concomitante com o desenvolvimento
de métodos biocataliticos, ocorrem mudancas de atitudes e pensamentos a respeito
dos dejetos gerados pela producdo industrial, buscando processos quimicos
econdmicos, com reducdo de reagentes quimicos e sistemas ambientalmente
sustentaveis. A utilizacdo de vegetais oferece vantagens interessantes em relacéo a
sintese quimica padrdo e minimiza custos em relacdo a utlizacdo de enzimas
isoladas, visto que, ndo ha necessidade de adicdo de cofatores, pois 0s sistemas
vegetais dispbem de diferentes classes de enzimas capazes de realizar diversas
biotransformagfes. Sendo assim, a juncdo da sintese assimétrica quimica com

etapas enzimaticas, permite a obtencdo de produtos quirais complexos, de maneira
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sustentavel e contribuindo com os principios da Quimica Verde, tdo disseminado

atualmente.
1.6 ESPONJA MARINHA Cliona Varians

As esponjas marinhas sdo organismos representantes do Reino Animal (Reino
Animalia), metazoarios mais antigos existentes. Sdo abundantes em regides polares
e tropicais, e sdo encontradas em superficie e profundidade maritima e em corpos
de agua doce.

O nome do Filo — Porifera (do latim porus = poro; e ferre = portador) significa
poroso, esponjoso, e deve-se a presenca de humerosos poros na superficie destes
animais. O estado da Bahia “abarca” um arsenal historico dessas espécies, sendo
considerado um dos litorais “paraisos” espongioldgicos. As esponjas marinhas sao
seres sésseis, filtradores e importantes organismos nos ecossistemas que habitam.
(HAJDU et al, 2010)

Na literatura estdo documentados diversos trabalhos envolvendo estudos do
potencial das esponjas marinhas devido a presenca de diversas moléculas bioativas,
como terpenos, nucleosideos, peptideos ciclicos e alcaloides (GUEVARA et al,
2016).

Outra aplicabilidade de esponjas marinhas relatada na literatura, € como fonte
de microorganismos em reacfes de biotransformacdo de compostos enddgenos,
entre elas, a biorreducéo de iodoacetofenonas (ROCHA et al, 2012), azida-cetonas
(ROCHA et al, 2015) e isatinas (BIROLLI, 2017).

A esponja marinha Cliona Varians (Figura 7) possui uma forma macica,
superficie hispida e aveludada de cor marrom externamente, e bege internamente.
Aberturas exalantes pequenas (1-4 mm de didmetro), distribuidas aleatoriamente
(HAJDU et al, 2010). Foi identificada na costa atlantica do Caribe por Duchassaing e
Michelotti em 1984 e pertence ao tipo demosponjas (Classe Demospongiae),
apresentando um esqueleto suplementar de silica com uma rede de fibras organicas
chamadas “espongina” (LINO, 2016).

Moura (2007) investigou o potencial da atividade antitumoral da lectina CvL
purificada da esponja marinha C. varians em linhagem de células K562, que
expressam a leucemia mieloide crbénica. A citotoxicidade dos métodos CvL foi
avaliada em células tumorais de mamiferos e em linfécitos normais de sangue

periférico pelo ensaio MTT. Os resultados experimentais demostraram que a CvL
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inibiu o crescimento de células cancerigenas leucémicas humanas com valores de
ICs0 de 70 e 100 pg/mL para as células K562 e posterior morte celular apés 72h de

exposicao da lectina a célula K562.

Figura 7: Esponja marinha Cliona varians e local de coleta das amostras (Praia do Forte-Ba).

Buscando ampliar o conhecimento sobre a esponja marinha C. varians in
natura, Sousa e colaboradores (2017) avaliaram o potencial biocatalitico da C.
varians frente a a-cetoesteres, isatina e o piruvato de etila, sem adicao de aditivos e
com adicao de agucares (sacarose, D-glicose, D-maltose e D-frutose) e aminoacidos
(L-alanina, glicina, L-glutamato e L-aspartato) ao meio reacional.

Os autores avaliaram a influéncia de volumes estéricos relativos ao grupo
alcoxi do 2-oxoglutarato (dimetil-2-oxoglutarato, dietil-2-oxoglutarato e 2-oxoglutarato
de diisopropilo), isatina e o piruvato de etila. Os resultados demostraram a
dependéncia dos aditivos na enantiosseletividade das reacdes, visto que, diferentes
isbmeros foram obtidos em funcdo do aditivo utilizado. Para a série de a-cetoésteres
avaliados, o diisopropil 2-hidroxiglutarato, na presenca de D-frutose, foi o substrato
melhor avaliado, com 70% de conversdao e 75% e.e., com predominancia da
configuracdo S. O piruvato de etila apresentou enantioseletividade frente aos
aditivos D-frutose, sacarose, L-glutamato, L-aspartato e D-glicose, com conversdes
variando entre 19% a 74%, e e.e. entre 54% a 84%, sendo a sacarose o resultado
melhor avaliado (conversdo: 48%; e.e.:84%) em favor do isdbmero S. A isatina
apresentou conversdes variando entre 5% a 90% e excessos enantiomericos entre
44% a 74%, sendo o aditivo D-glicose o melhor avaliado (Conversdo: 85%;
e.e..74%) em favor do isbmero S. Assim, como nos a-cetoesteres, a isatina

apresentou diferentes enantioseletividades a depender do aditivo utilizado. No



55

Esquema 20 estdo expressos os resultados melhores avaliados pelos autores dos

substratos utilizados.

Esquema 20: Resultados experimentais da bioreducéo de compostos carbonilicos frente a esponja
marinha C. Varinas (SOUSA et al, 2017).

iprow oPr Cliona Varians, Aditivo

diisopropil-2-oxoglutarato

(0] O

‘PrO)J\/\/U\O‘Pr

Solucdo marinha 85%

Cliona Varians, Aditivo

OH

(S)-diisopropil-2-hidroxiglutarato

0]

EtO)J\/

Solugdo marinha 85%

Cliona Varians, Aditivo

(S)-eil

Solugdo marinha 85%

OH

-2-hidroxipropanoato

(S)-3-hidroxiindolin-2-ona

Substrato Aditivo Conversao (%) e.e. (%)
2-oxoglutarato de dimetila D-Frutose 70 75 (S)
2-oxoglutarato de dimetila Sacarose 81 47 (S)
Piruvato de etila D-Glicose 58 72 (S)
Piruvato de etila Sacarose 48 84 (S)
Piruvato de etila D-Frutose 74 54 (S)
Isatina D-Frutose 90 44 (R)
Isatina D-Maltose 90 60 (S)
Isatina D-Glicose 85 74 (S)

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Esta dissertacéo tem como objetivo geral avaliar o potencial biocatalitico da esponja

marinha Cliona varians, frente a cetonas pro-quiras e alcoois racémicos.
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2.2 Objetivos Especificos
I.  Verificar a influéncia de grupos doadores e retiradores de densidade
eletronica em derivados aromaticos da acetofenona e a influéncia desses
grupos na enantiosseletividade.
[I. Preparar substratos quirais através da biorreducdo de cetonas e
bioxidacéo de alcoois, utilizando a esponja marinha (C. varians);
[ll.  Determinar o excesso enantiomérico dos produtos obtidos;

IV. Determinar a configuracéo absoluta dos estereoisdmeros majoritarios.

3. RESULTADOS E DISCURSAO

3.1 Sintese quimica dos substratos

Primeiramente, os padrdes racémicos foram preparados através da sintese
quimica e caracterizados através da espectroscopia no infravermelho, *H-RMN e
13C-RMN, quando necessario. Os reagentes acetofenona (1), (R/S)-1-feniletanol
(1a), p-metoxiacetofenona (2), p-nitroacetofenona (3) e o acetilfurano (4) sao
comerciais, disponiveis no laboratério e foram utilizados como substratos nas
reacoes de biotransformacdo. Além da caracterizacdo espectroscopica, O0S
substratos foram analisados através de cromatografia a gas, com fase estacionéaria
quiral, e foi selecionado o método de eluicdo mais eficaz para posterior comparacao
com os produtos provenientes das reacdes biocataliticas (Tabela 8, P4g. 85). O teor
das conversdes e excessos enantioméricos (e.e.) dos substratos descritos nesse
trabalho foram calculados através das dareas integradas provenientes dos
cromatogramas gerados. As condicfes reacionais de todos os substratos avaliados
estdo descritas na pagina 85.

Os reagentes p-metoxifeniletanol (2a), p-nitrofeniletanol (3a) e o 1-(2-furil)
etanol (4a) foram sintetizados no laboratério. Os produtos foram obtidos através da
reducdo com NaBH4 (COMASSETO, 2003), produzindo a mistura racémica alcoois.
Nos Esquemas 21 e 22 estdo descritas as reducgdes sintéticas dos substratos e na

Tabela 4 (Pag. 58) os rendimentos brutos.
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Esquema 21: Representacdo esquemadtica das reacbes quimicas de reducdo da p-

metoxiacetofenona e do p-nitroacetofenona para obtencdo dos substratos racémicos utilizados nas

reacdes biocataliticas.

MeOH (grau HPLC) 4 0°C

R NaBH4 R
R=pOCH,3, 2 R=pOCHs;, 2a
pNO,, 3 pNO,, 3a

Conforme a literatura (COSTA et al, 2003), o0 mecanismo para a reducao de
cetonas pro-quirais [p-metoxiacetofenona (2), p-nitroacetofenona (3) e acetilfurano
(4)] esta representado na Figura 8. Na etapa 1 ocorre a complexacdo do ion sodio
com os pares de elétrons livres do oxigénio, aumentando a eletrofilicidade do
carbono carbonilico. Na etapa 2 decorre o ataque nucleofilico pelo hidreto ao
carbono da carbonila, sendo a etapa lenta da reacdo. Na etapa 3 forma-se o
alcoxiboridreto, e na etapa 4 o solvente polar prético, em excesso na reacao (nesse

caso metanol), hidrolisa o alcoxiboridreto, formando o alcool racémico de interesse.

’
0
’
‘Y,

o Nat o
e 0
- -
Etapa 1: /©)J\ + H-B-H * H-B-H
H
R H R
Ho
Nat, B _
':O:‘J *Na:0! H
_—
Etapa 2: /@)J\ /@/K + BH3
R R
,©
- Na™ BH
*Na: O SR
H + H
BH3
~ ——
Etapa 3: - BH
3
R R
,©
Na™ BH3_ H.

0
H H
Etapa 4: /@K +  MeOH — > /@)ﬁ + BHz0CH3 +NaOCH,
R R

alcool racémico

R =pOMe, 2e 2a
pPNO, 3e3a

Figura 8: Proposta mecanistica da reducéo de cetonas com NaBH4. (COSTA et al, 2003 - Adaptado).
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O acetilfurano (4) foi reduzido ao 1-(2-furil) etanol (4a) utilizando boroidreto de
soédio como agente redutor aquiral (Esquema 22). A reagdo gerou o produto com
rendimento de 75% (Tabela 4).

Esquema 22: Representacdo esquematica da reacdo quimica de reducéo do acetilfurano para

obtencéo do substrato racémico utilizado nas reag8es biocataliticas.

0 OH
O l Etanol absoluto 95% & 0°C <OJ/$\
\ NaBH, "\

4 4a

Os produtos sintetizados foram analisados através de CG quiral e foram
selecionados os métodos mais adequados para separagdo dos racematos (Tabela 8,

Pag. 85). Os rendimentos das reagfes estdo expressos na Tabela 4.

Tabela 4: Representacdo esquematica dos substratos obtidos quimicamente utilizados nas reacdes
de biotransformagéo.

Entrada Composto Rendimento Global (%)
OH
1 75
MeO
2a
OH
O,N
3a
OH
o}
4 \ | 75
4a

3.2 Biorreducao da acetofenona

O primeiro substrato empregado para reacdo de biorreducao foi a acetofenona
(1). A acetofenona (1) foi caracterizada através de espectroscopia no infravermelho
(IV). No espectro foram verificados os estiramentos C-H (sp?) e C-H (sp®), em
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aproximadamente 3000 cm; o estiramento caracteristico de carbonila de cetona
(C=0), em aproximadamente 1686 cm™; e o estiramento C=C, em aproximadamente
1600 cm* (Figura 31; Pag 100).

Apoés confirmacao da estrutura do substrato, por 1V, e escolha do método de
separacao cromatografica no CG, foram iniciadas as reacdes de biotransformacéo
empregando-se a esponja marinha C. varians e os resultados estdo descritos no

Esquema 23.

Esquema 23: Porcentagem das areas cromatograficas normalizadas da biorreducéo da acetofenona

utilizando a esponja marinha C. Varians.

Q OH
Ej)k Cliona varians . ©)\
Solugao Marinha 85%
1 1a
Sem Aditivo Glicose Frutose
Conv. e.e.(%)| Conv. e.e.(%) Conv. e.e.(%)
(%) (S)-1a (%) (S)-1a (%) (S)-1a
3 dias ND ND ND ND ND ND
5dias ND ND 22 84 7 99
7 dias ND ND 31 84 17 82

Conv.= Conversao; e.e.=excesso enantiomérico; ND = N&o detectado

As reacOes foram realizadas através de uma suspensédo da acetofenona (1,15
mmol) em 120 mL de solu¢do marinha 0,85% e 40 g de esponja marinha C. varians.
Foram colocadas em agitacdo a 180 rpm, em mesa agitadora, com controle de
temperatura a 25 °C. Em trabalhos anteriores realizados pelo grupo de pesquisa
(SOUSA, 2017), verificou-se que as reacdes envolvendo esta esponja marinha nao
apresentavam enantiosseletividades sem adicdo de aditivos. Sendo assim, as
reacOes foram realizadas na auséncia de aditivos e na presenca de glicose e frutose
como acgucares aditivos. As amostras foram analisadas durante um periodo 3,5e 7
dias, sendo que, em 3 e 5 dias foram retiradas aliquotas de 5mL, extraidas e

analisadas, empregando-se CG quiral. Através das porcentagens das areas
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integradas geradas nos cromatogramas, foram determinadas as conversdes do 1-

feniletanol (1a) e os excessos enantioméricos dos produtos (Esquema 23).

As reagOes realizadas na auséncia de aditivos n&o geraram produtos
(Esquema 23). O produto da reacdo de biorreducdo da acetofenona (1),
empregando-se frutose, apos 7 dias foi isolado e determinada a rotacdo especifica
[a] o 2 = -12 (c 0,68; CHCI3) e comparada com a literatura [a]p® = - 33,7 (c 0,1;
CHCI3) (PINEDO-RIVILLA et al, 2009; ROMANO et al, 2016). A biorredugéo levou ao
enriquecimento do enantibmero S-la majoritariamente, condizente com o modelo
proposto por Prelog para reducdo de carbonilas pro-quirais, onde o ataque do
hidrogénio enantiotopico € realizada pela face menos impedida da carbonila (face
Re) (PRELOG, 1964). Os cromatogramas das reacdes utilizando glicose e frutose

estdo descritos nas Figuras 9 e 10, respectivamente.

N
.
M

(R/S)-1-Feniletanol N\
!

7 dias

5 dias

3 dias

130 40 145 150 155 160 185 7.0 175 180 185 150 9.5 20 05 210 215 2

Minutos

Figura 9: Cromatograma comparativo (3, 5 e 7 dias) referente da biorreducdo da acetofenona (1)
utilizando glicose como aditivo e a esponja marinha C.varians como biocatalisador durante 3,5 e 7
dias obtido por cromatografia a gas com fase estacionéria quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm
x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 80°C por 5 minutos, 2°C/min — 100°C;
5°C/min — 220°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio):
1,18mL/min.

O produto da reacdo da biorreducdo da acetofenona (1), empregando-se
glicose como aditivo, apresentou baixa conversdo e alto e.e. (Esquema 23). A
amostra foi retirada uma aliguota de 5mL com 7 dias de reacao, extraida e analisada
por cromatografia a gas quiral. A seletividade da reacdo seguiu a regra de Prelog,

gerando o produto (S)-1a majoritariamente (Figura 10).
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(\ b Acetofenona

(R/S)-1-Feniletanol NJ\\
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Figura 10: Cromatograma comparativo (3, 5 e 7 dias) referente da biorreducéo da acetofenona (1)
utilizando frutose como aditivo e a esponja marinha C.varians como biocatalisador durante 3,5 e 7
dias obtido por cromatografia a gas com fase estacionéria quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm
x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 80°C por 5 minutos, 2°C/min — 100°C;

5°C/min — 220°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio):
1,18mL/min.

Na Figura 11 esta representada a avaliacdo cinética qualitativa da biorreducao
da acetofenona (1) sem aditivo e na presenca de glicose e frutose. Através do
grafico podemos salientar a dependéncia do aditivo nas reacdes de reducéo
utilizando a acetofenona (1) como substrato.

50

Porcentagem (%)

M 3 dias
Sem Aditivo e. .
Glicose H 5 dias

Frutose

7 dias

Conv.= conversao; e.e. = excesso enantiomérico

Figura 11: Avaliacdo cinética enantiosseletiva qualitativa da biorreducdo da acetofenona (1)
utilizando a esponja marinha C. varians.

3.3 Resolucgéo cinética oxidativa do (R/S)-1-feniletanol

O substrato (R/S)-1-feniletanol 1a € um reagente comercial, disponivel no

laboratorio, e foi caracterizado por espectroscopia no infravermelho. No espectro de
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IV foi verificada uma banda larga e intensa em 3340-2927cmt, caracteristica de
estiramento de ligacdo O-H de élcool; uma banda em torno de 1080 cm¥,
caracteristica de estiramento C-O de alcool secundario conjugado; uma banda em
3062-2927cm, caracteristica de C-H de anel aromatico e C-H (Csp?) caracteristica
da metila; bandas harmonicas fracas em 1948-1755cm™, caracteristicas de anel
aromatico monosubstituido (Figura 35; P4g. 103). O reagente foi injetado no
cromatografo a gas e escolhido o método mais eficiente de eluicdo dos seus

isémeros (Tabela 8, Pag. 85).

A resolugcédo oxidativa da mistura racémica (R/S)-la gerou o composto 1 e

manteve o R-1a enriquecido enantiomericamente (Esquema 24).

Esquema 24: Porcentagem das &reas cromatograficas normalizadas da bioxidagdo da (R/S)-1-

feniletanol utilizando a esponja marinha Cliona Varians.

OH OH @)
©)\ Cliona varians , ©/i\ . ©)J\
Solucédo Marinha 85%
(R/S)-1a 1a 1
Sem Aditivo Glicose Frutose
Conv. e.e.(%) Conv. e.e.(%) Conv. e.e.(%)
(%) (R)-1a (%) (R)-1a (%) (R)-1a
3 dias 24 11 3 26 21 32
5 dias 44 26 25 23 32 48
7 dias 59 32 36 38 41 51

Conv.= Conversao; e.e.=excesso enantiomérico

No Esquema 24 estdo representados os resultados provenientes das reacdes
de biooxidacdo de (R/S)-1a, analisadas apos 3, 5 e 7 dias de reacéo. As reacdes de
bioxidacdo foram realizadas como descrito no procedimento experimental na pagina
84.

As reacdes sem aditivos apresentaram razoaveis conversdes e baixos e.e.
(Esquema 24). Vale ressaltar que, em relacdo a redugcdo da acetofenona, a
seletividade apresentada pela bioxidacdo do (R/S)-la foi anti-Prelog (PRELOG,

1964) em favor do isbmero (R)-1a majoritariamente (Figura 12).
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Figura 12: Cromatograma comparativo (3, 5 e 7 dias) referente bio-oxida¢do do (R/S)-1-feniletanol
(1a) sem adicdo de ativo e a esponja marinha C.varians como biocatalisador durante 3,5 e 7 dias
obtido por cromatografia a gas com fase estacionaria quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x
0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 80°C por 5 minutos, 2°C/min — 100°C;
5°C/min — 220°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio):
1,18mL/min.

As reacdes utilizando glicose (Figura 13) e frutose (Figura 14) como aditivos,
ocorreram com conversdes baixas para o composto 1, todavia em 7 dias de reacao
os valores de e.e. foram maiores que 80% em favor do isdmero (R)-1a. As reacoes
utilizando frutose foram as que exibiram melhores resultados. O tempo de reacao é
um fator a ser considerado, pois a partir de 5 dias € possivel notar o aumento da
enantiosseletividade da reacdo. Em experimentos anteriores, o pH da reacdo no
inicio era neutro, porém a partir do quinto dia, o pH estava mais pr6ximo de 8. Sendo
assim, podemos sugerir que as enzimas redutases da esponja marinha C. varians

sao eficientes em pH mais basicos.

[\\\ Acetofenona

(R/S)-1-Feniletanol

7 dias

5 dias

3 dias

Minutos

Figura 13: Cromatograma comparativo (3, 5 e 7 dias) referente bio-oxidagdo do (R/S)-1-feniletanol
(1a) com adicdo de glicose como aditivo e a esponja marinha C.varians como biocatalisador durante
3,5 e 7 dias obtido por cromatografia a gas com fase estacionaria quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x
0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 80°C por 5 minutos, 2°C/min —
100°C; 5°C/min — 220°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste
(Hélio): 1,18mL/min.
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Nas Figuras 12, 13 e 14 estdo expressos 0s cromatogramas das reacgdes
(R/S)-1a avaliados durante 3, 5 e 7 dias com a adicdo de glicose e frutose e sem

adicao de aditivo.

Acetofenona

(R/S)-1-Feniletanol

7 dias

5 dias

3 dias

)
Minutos

Figura 14: Cromatograma comparativo (3, 5 e 7 dias) referente bio-oxidacdo do (R/S)-1-feniletanol
(1a) com adicdo de frutose como aditivo e a esponja marinha C.varians como biocatalisador durante
3,5 e 7 dias obtido por cromatografia a gas com fase estaciondria quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x
0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 80°C por 5 minutos, 2°C/min —
100°C; 5°C/min — 220°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste
(Hélio): 1,18mL/min.

As conversfes de la e 0s e.e. expressos no esquema 24 apresentaram
resultados razoaveis, sendo que, os melhores resultados observados foram sem
adicdo de aditivos (60% conv.; 32% e.e.), em favor do isbmero (R)-la; e na
presenca de frutose (41% conversao, 51% e.e) em favor do isdmero (R)-1a, no
tempo de reacdo de 7 dias. Em ambos os ensaios foram medidas as rotacoes
especifica para identificarmos a configuracdo do enantibmero majoritario através da
comparacdo com os valores da literatura (R) [a]o*® = +40 (c 0,5 CHCIz) (PINEDO-
RIVILLA et al, 2009; ROMANO et al, 2016). As rotacdes especificas medidas foram
[a]p?® = +14 (c 0,1 CHCI3) e [a]p?® = +16 (c 0,1 CHCIs) para as reac¢ées utilizando
frutose e glicose, respectivamente. Os resultados experimentais inferem o excesso

enantiomérico em favor R-1-feniletanol 1a.

Na Figura 15 esta representada a avaliacdo cinética qualitativa da bioxidacéo

do (R/S)-1a, sem aditivo e na presenca de glicose e frutose.

As reacgOes de biorreducdo da acetofenona (1) e bio-oxidacdo de (R/S)-1-

feniletanol (1a) apresentaram resultados distintos quanto a estereosseletividade do
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isdmero majoritario. Os resultados apresentados apontam que a esponja marinha C.
varians in natura dispde de enzimas ceto-redutases e alcool desidrogenases
enantioespecificas, que catalisam as reacfes tanto de reducédo como de oxidacéao,
com esteresseletividades invertidas. Vale ressaltar que a obtencdo de (R)-la
opticamente puro com seletividade anti-Prelog ndo € muito comum de ser observada
através de células inteiras in natura, normalmente sendo preparado usando enzimas
isoladas como, por exemplo, LK-ADH de Lactobacillus kefir (HUMMEL, 1990), 10
PF-ADH de Pseudomonas fluorescens (HILDEBRANDT et al, 2002) e carbonil
redutase de Candida magnoliae (CMCR) (ZHU, 2006). Sendo assim, a esponja
marinha C. Varians demostrou ser um excelente biocatalisador na resolugéo cinética
oxidativa de (+/-)-1-feniletanol (1a).

o
5 ©
\

Porcentagem (%)
S

Sem Aditivo 3 dias
Glicose ’ m 5 dias

Frutose

7 dias
Conv.= conversio; e.e. = excesso enantiomérico

Figura 15: Avaliacdo cinética enantiosseletiva qualitativa da bioxidacado do (R/S)-1-Feniletanol (1a)
utilizando a esponja marinha C.varians.

3.4 Biotransformacao dos derivados da acetofenona

ApOs o estudo biocatalitico preliminar, utilizando a acetofenona (1) e o (R/S)-1-
feniletanol (1a) como substratos, e no designio de ampliar e avaliar o potencial
catalitico da esponja marinha C. varians frente a outros substratos, estendeu-se os
estudos a derivados p-substituidos da acetofenona 1 e do (R/S)-1-feniletanol 1a.
Foram selecionados substratos com substituinte p-diregente doador de densidade
eletrbnica ao anel aromatico (-OMe) e um substituinte retirador de densidade
eletrbnica ao anel aromatico (-NO2). Os substratos empregados nas reacgdes de
biorreducdo foram a p-metoxiacetofenona (2) e a p-nitroacetofenona (3). Estes
compostos foram adquiridos da Sigma Aldrich e da ProSynth, respectivamente; e

foram caracterizados por espectroscopia no infravermelho. Para a avaliacdo da
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bioxidacdo dos derivados da acetofenona, foram escolhidos os substratos (R/S)-p-
metoxifeniletanol (2a) e (R/S)-p-nitrofeniletanol (3a), ambos sintetizados no
laboratorio e ja discutidos anteriormente.

As bioreducbes e bioxidacbes foram avaliadas cineticamente por um periodo
de 3,5 e 7 dias, sem adicao de aditivos e adicionando-se glicose ou frutose ao meio
reacional (Procedimento Experimental pag. 84).

Os substratos (p-metoxiacetofenona (2) e p-nitroacetofenona (3)), disponiveis
no laboratorio, foram caracterizados por IV. Ambos apresentam semelhancas
espectrais com bandas em aproximadamente 1680 cm:, caracteristicas de C=0 de
cetonas (Figura 40, Pag. 107; Figura 63, Pag. 124).

Os substratos sintetizados no laboratério [p-metoxifeniletanol (2a) e a p-
nitrofeniletanol (3a)] foram caracterizados por RMN de 'H, RMN de 3C e
infravermelho. Os espectros de infravermelho de ambos os compostos apresentaram
bandas caracteristica da funcéo alcool em aproximadamente 3363cm no p-metoxi e
3363 cm* para o p-nitro. Assim como bandas em 1242 cm™ e 1265 cm?, para a o
estiramento C-O, respectivamente. Em 856 cm? foi observada uma banda
caracteristica de estiramento C-N para o nitro derivado 3a e duas bandas; uma de
estiramento assimétrico em 1512,18 cm™ e 1346,31 cm™ de estiramento simétrico
caracteristico de grupo nitro conjugado em anel aromatico (Figura 45, Pag. 111;
Figura 68, Pag. 128).

No RMN de 'H podemos verificar que ambos os compostos apresentam
deslocamentos quimicos semelhantes, por exemplo, o hidrogénio da funcéo alcool
em aproximadamente 1,85 ppm para 2a e 2,25 ppm para 3a. Os multipletos (H4 e
H5 — Tabela 5), caracteristic de deslocamentos quimico em campo baixo de anel
aromatico (Figura 46, Pag. 111; Figura 69, Pag. 130). Ambos o0os compostos
sintetizados possuem deslocamentos quimicos de acordo com aqueles desritos na
literatura (CONTENTE, 2016).
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Tabela 5: Caracterizacdo estrutural dos substratos p-metoxifeniletanol 2a e p-nitrofeniletanol 3a por
RMN de *H [CDCls; 400MHz; d(ppm)].

OHa OH,
4 3 4 3
5 5
1 1
6
~ 4 4
o 3 ON" ™
2a 3a

Deslocamento quimico (ppm)

1-3H (d) 1,47 1,52
2 - 1H, OH (s) 1,85 2,25

6 - 3H, OCHzs (s) 3,75 -
3-1H(q) 4,85 5,02
4 - 2H (d-2a e d-3a) 6,88 7,56
5 - 2H (d-2a e d-3a) 7,30 8,18

Os dados de RMN de '3C dos compostos apresentam picos caracteristicos
como o Ci1 de metila e 0 C2 ligado ao oxigénio, em aproximadamente 70, ppm. Os
dados de RMN de '3C dos compostos 2a e 3a estdo descritos na Tabela 6 (Figura
47, Pag. 112; Figura 70, Pag. 129) e corroboram com os dados descritos na
literatura (CONTENTE, 2016).



Tabela 6: Caracterizacdo estrutural dos substratos
de 13C [CDClIz; 100MHz; d(ppm)].
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p-metoxifeniletanol e p-nitrofeniletanol por RMN

. 02H OH
5 3 . 5 S >
7 1
~07 5 ) O,N" 6 . 4
2a 3a
Deslocamento quimico (ppm)

1-25,0 1-255
2-70,0 2-69,5
3-138,0 3-147,1
4 -126,6 4-126,1
5-113,8 5-123,7
6 —159,0 6 —153,0

7-55,3 -

3.41 Emprego de C. varians na biorreducdo dos derivados da

acetofenona

As reacOes de biorreducéo da p-metdxi-acetofenona (2) foram realizadas sem
adicdo de aditivos e com adicdo de glicose e frutose, na presenca de C. varians
(Esquema 23). ApoOs 7 dias de reacdo, nao foi observada conversdao do substrato
para produto em nenhum dos sistemas avaliados. Vale ressaltar, que nos ensaios
testados néo foi notada a formacéo de subprodutos, sendo assim, podemos sugerir

gue ndo houve um encaixe efetivo entre o sitio ativo da enzima ADH e o substrato.

Esquema 25: Biorreducdo da (R/S)-p-metoxiacetofenona (2) utilizando a esponja marinha Cliona

Varians

OH

o
MeO MeO

2

C. yarians

o
MeO/Q)J\

2

Solugédo Marinha 85%

2a

As reacOes de biorredugcdo da p-nitroacetofenona (3), empregando-se C.
varians, foram realizadas sem adicdo de aditivos e na presenca de glicose e frutose

Esquema 26. As reagfes de biorredugédo na auséncia de aditivos ndo apresentaram



69

resultados nos periodos de tempo analisados (Esquema 26, Figura 65, p. 125). A
adicao de glicose (Esquema 26; Figura 16) ou frutose (Esquema 26; Figura 17) ao
meio reacional levaram a baixas conversfes e baixos excessos enantioméricos, em

funcdo do tempo, sendo a adicao de glicose o aditivo melhor avaliado.

Esquema 26: Porcentagem das areas cromatograficas normalizadas obtidas das reacgbes de

biorreducéo da (R/S)-p-nitroacetofenona (3a) utilizando a esponja marinha Cliona Varians.

@) OH 0]
C. varians +
O,N Solugdo Marinha 85% - OoN O.N
3 3a 3
Sem Aditivo Glicose Frutose
Conv. e.e.(%) Conv. e.e.(%) Conv. e.e.(%)
(%) (S)-3a (%) (S)-3a (%) (S)-3a
3 dias ND ND ND ND ND ND
5 dias ND ND 4 38
7 dias ND ND 17 47 6

Conv.= Conversao; e.e.=excesso enantiomérico; ND = Ndo detectado

p-nitroacetofenona [\
|

(R/S)-p-nitrofeniletanol

7 dias [\ | |

5 dias
A

Minutos

Figura 16: Cromatograma comparativo (3, 5 e 7 dias) referente bio-reducdo da p-nitroacetofenona (3)
com adicdo de glicose como aditivo utilizando a esponja marinha C.varians como biocatalisador
durante 3,5 e 7 dias obtido por cromatografia a gas com fase estacionaria quiral; coluna Cyclosil B
(28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 130°C por 3 minutos,
1°C/min — 165°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio):
1,18mL/min.
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p-nitroacetofenona f\
|

(R/S)-p-nitrofeniletanol }’\’/\
7 dias [\
| |

5di
ias I\_I )

3 dias

Minutos

Figura 17: Cromatograma comparativo (3, 5 e 7 dias) referente bio-reduc&o da p-nitroacetofenona (3)
com adicdo de frutose como aditivo utilizando a esponja marinha C.varians como biocatalisador
durante 3,5 e 7 dias obtido por cromatografia a gas com fase estacionaria quiral; coluna Cyclosil B
(28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 130°C por 3 minutos,
1°C/min — 165°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio):
1,18mL/min.

A partir dos resultados obtidos, pode-se admitir que as reagcées ocorreram com
baixas conversdes e enantiosseletividades. O produto obtido a partir da reacdo com
glicose foi extraido, sua rotacdo especifica foi medida e comparada com o valor
descrito na literatura. A rotagdo especifica medida foi [a]p?° = -4 (c 0,1 CHCIl3) e o
valor descrito na literatura para o isbmero S-3a é [a]p?® = -22,6 (c 1,0; CHCIs);
(PINEDO-RIVILLA et al, 2009; ROMANO et al, 2016). Portanto, o produto obtido
apresentou excesso enantiomérico em favor do isbmero S-3a, de acordo com a

regra de Prelog.

Na Figura 18 esta representada a avaliacdo cinética qualitativa da biorreducao

da p-nitroacetofenona (3) sem aditivo e na presenca de glicose e frutose.
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Porcentagem (%)
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Sem Aditivo . ) e m 3 dias
Glicose R

Frutose

7 dias

Conv.= conversio; e.e. = excesso enantiomérico

Figura 18: Avaliacéo cinética qualitativa da enantiosseletiva da biorreducéo da p-nitroacetofenona (3)
utilizando a esponja marinha C.varians.

Podemos admitir que ambas acetofenonas p-substituidas 2 e 3, apresentaram
baixas reatividades frente a C.varians. O grupo -NO2z levou a uma melhor
reatividade, uma vez que é um forte retirador de densidade eletronica do anel
aromatico, sendo assim, o carbono carbonilico estaria mais eletrofilico, facilitando o

ataque do ion hidreto do cofator NADH para o substrato.

3.4.2 Emprego de C. varians em reacfes de bio-oxidacdes dos derivados
da acetofenona

As reacdes de bio-oxidacdo, mediadas por C. varians, do p-metoxifeniletanol
2a foram realizadas na presenca de glicose, frutose e sem aditivos (Esquema 27,

Procedimento Experimental pdg 84). Os resultados obtidos estdo descritos na
Tabela 25.

Esquema 27: Porcentagem das areas cromatograficas normalizadas para a reacao de bio-oxidagéo
do (R/S)-p-metoxifeniletanol (2a), utilizando a esponja marinha C. varians.

OH OH o)
C. varians . * +
MeO Solug&o Marinha 85% MeO MeO
rac-2a 2a 2
Sem Aditivo Glicose Frutose
Conv. e.e.(%) Conv. e.e.(%) Conv. e.e.(%)
(%) (R)-2a (%) (R)-2a (%) (R)-2a
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3 dias 2 6 40 42 4 3
5 dias 37 7 54 86 24 20
7 dias 78 84 55 83 36 45

Conv.= Conversao; e.e.=excesso enantiomérico

Os dados experimentais obtidos sugerem que as velocidades reacionais dos
isdmeros do (R/S)-p-metoxifeniletanol (2a) sdo diferentes em ambos 0s ensaios,
prevalecendo a obtencédo do isdmero (R)-2a majoritariamente, com seletividade anti-
Prelog (Esquema 27). As enzimas ADH demostraram boas conversbes e
enantiosseletividades em 7 dias de reacdo, sem a adi¢cdo de aditivo (Conv= 78%;
e.e.=84%; Figura 19) e utilizando glicose como aditivo (Conv= 55%; e.e.=83%;
Figura 20) e baixas converdes utililizando frutose (Conv= 36%; e.e.=45%; Figura 21).
O produto obtido a partir da reacdo sem aditivo foi extraido, sua rotacao especifica
foi medida e comparada com o valor descrito na literatura. A rotacdo especifica
medida foi [a]p?°= 10 (c 0,718; CHCIs3) e o valor descrito na literatura para o isdmero
S é [a]p®® = 51,9 (c 0,718; CHCI3); (PINEDO-RIVILLA et al, 2009; ROMANO et al,
2016).

p-metoxiacetofenona

.
(R/S)-p-metoxifeniletanol
= .
7 dias
5 dias
| : | I
3 dias |
1 ! |
B 30 3z 34 3G 3‘5 40 42 44 45 48 i
Minutos

Figura 19: Cromatograma comparativo (3, 5 e 7 dias) referente bio-oxidacdo da (R/S)-p-
metoxifeniletanol (2a) sem adicdo de aditivo utilizando a esponja marinha C.varians como
biocatalisador durante 3,5 e 7 dias obtido por cromatografia a gas com fase estacionaria quiral;
coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 80°C
por 2 minutos, 5°C/min — 100°C; 0,5°C/min — 130°C; 45°C/min — 220°C; detector (FID): 220°C; injetor:
220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 20: Cromatograma comparativo (3, 5 e 7 dias) referente bio-oxidacdo da (R/S)-p-

metoxifeniletanol (2a) com adicdo de glicose como aditivo utilizando a esponja marinha C.varians

como biocatalisador durante 3,5 e 7 dias obtido por cromatografia a gas com fase estacionéria quiral;

coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 80°C
por 2 minutos, 5°C/min — 100°C; 0,5°C/min — 130°C; 45°C/min — 220°C; detector (FID): 220°C; injetor:

220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.

p-metoxiacetofenona

(R/S)-p-metoxifeniletanol

e I
7 dias
P\l If“‘u.__}.-—-..._ 1
5 dias |
! T T
3 dias
28 30 2z 34 38 4 42 44 45 48 L]
Minutos

Figura 21: Cromatograma comparativo (3, 5 e 7 dias) referente bio-oxidacdo da (R/S)-p-

metoxifeniletanol (2a) com adicdo de frutose como aditivo utilizando a esponja marinha C.varians

como biocatalisador durante 3,5 e 7 dias obtido por cromatografia a gas com fase estaciondria quiral;

coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 80°C
por 2 minutos, 5°C/min — 100°C; 0,5°C/min — 130°C; 45°C/min — 220°C; detector (FID): 220°C; injetor:

220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.

Na Figura 22 esta representada a avaliagao cinética qualitativa da bio-oxidacao

do (R/S)-p-metoxifeniletanol (2a), sem aditivo e na presenca de glicose e frutose.
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Figura 22: Avaliacdo cinética da enantiosseletiva da bio-oxidacao do (R/S)-p-metoxifeniletanol (2a),

utilizando a esponja marinha C.varians.

Apés realizacdo das reagbes de bio-oxidacdo do (R/S)-2a, o estudo foi
ampliado para (R/S)-3a. As reagOes foram realizadas na presenca da esponja
marinha C. varians, na auséncia de aditivos (Esquema 28, Figura 23) e na presenca
dos acucares glicose (Esquema 28, Figura 24) e frutose (Esquema 28, Figura 24).
As reacdes prosseguiram como descritas no procedimento experimental pag. 84. Os

resultados obtidos estdo descritos no Esquema 28.

Esquema 28: Porcentagem das areas cromatograficas normalizadas da bio-oxidacdo do (R/S)-p-

nitrofeniletanol (3a), utilizando a esponja marinha Cliona Varians.

OH OH (0]
C. varians * +
O,N Solucéo Marinha 85% l O5N O5N
rac-3a 3a 3
Sem Aditivo Glicose Frutose
Conv. e.e.(%) Conv. e.e.(%) Conv. e.e.(%)
(%) (R)-3a (%) (R)-3a (%) (R)-3a
3 dias ND ND ND ND ND ND
5 dias 1 5 1 4 1
7 dias 1 2 1 4 1 3

Conv.= Conversao; e.e.=excesso enantiomérico; ND = N&do detectado

A bio-oxidacdo do (R/S)-3a ndo gerou resultados satisfatorios em nenhum

ensaio, obtendo-se baixas conversbes e enantiosseletividade (Esquema 28).
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Considerando que o grupo nitro é um substituinte retirador de densidade eletronica
no anel aromatico, a reacdo possui uma cinética mais lenta em relacdo ao substrato
contendo grupo doador de densidade eletronica (-OMe) 2a. O grupo nitro retira
densidade eletrénica, deixando o carbono da ligacdo C-O deficiente em elétrons,
dificultando a remocéo do hidreto pelo cofator NADH (EICHBERGER et al, 1985;
HOMANN et al, 2004). Esta observacédo corrobora com os dados obtidos para bio-
oxidacdo dos derivados da acetofenona e observados pelos autores supracitados

anteriormente.

De acordo com os resultados obtidos, o (R/S)-p-metoxifeniletanol (2a) possui
reatividade mais adequada para reacdes de bio-oxidacao, exibindo boas conversfes
e enantiosseletividades nos 3 sistemas avaliados (Esquema 27), e apresentando
sempre seletividade anti-Prelog, em favor da formagcdo do isémero (R)-2a

majoritariamente.

p-nitroacetofencona

L
(R/S)-p-nitrofeniletanol M\

7 dias

5 dias

Minutos

Figura 23: Cromatograma comparativo (3, 5 e 7 dias) referente bio-oxidacdo da (R/S)-p-
nitrofeniletanol (3a) sem adicdo de aditivo utilizando a esponja marinha C.varians como biocatalisador
durante 3,5 e 7 dias obtido por cromatografia a gas com fase estacionaria quiral; coluna Cyclosil B
(28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 130°C por 3 minutos,
1°C/min — 165°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio):
1,18mL/min.
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Figura 24: Cromatograma comparativo (3, 5 e 7 dias) referente bio-oxidacdo da (R/S)-p-
nitrofeniletanol (3a) com adi¢éo de glicose como aditivo utilizando a esponja marinha C.varians como
biocatalisador durante 3,5 e 7 dias obtido por cromatografia a gas com fase estacionaria quiral;
coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 130°C
por 3 minutos, 1°C/min — 165°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de

arraste (Hélio): 1,18mL/min.

p-nitroacetofenona P\\
| |
R/S)-p-nitrofeniletanol
(R/S)-p lf\f\ :
7 dias
I| lf\,llr’\_ 1
5 dias
=
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=
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Minutos

Figura 25: Cromatograma comparativo (3, 5 e 7 dias) referente bio-oxidacdo da (R/S)-p-
nitrofeniletanol (3a) com adicdo de frutose como aditivo utilizando a esponja marinha C.varians como
biocatalisador durante 3,5 e 7 dias obtido por cromatografia a gas com fase estacionaria quiral;
coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 130°C
por 3 minutos, 1°C/min — 165°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de

arraste (Hélio): 1,18mL/min.

Na Figura 26, esta representada a avaliacdo cinética qualitativa da bio-
oxidacdo do (R/S)-p-nitroifeniletanol (3a), sem aditivo e na presenca de glicose e

frutose.
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Figura 26: Avaliacdo cinética da enantiosseletiva da bio-oxidagdo do (R/S)-p-nitrofeniletanol (3a),

utilizando a esponja marinha C.varians.

Para a que a reacdo de oxidacao ocorra, é necessario que um dos residuos de
aminoéacido basico da enzima retire o hidrogénio da hidroxila do substrato, facilitando
a abstracdo do ion hidreto pelo cofator NAD*. Em estudos de biorreducdo de para,
meta e orto nitroacetofenonas, Comasseto (2006) constatou que as
biotransformacdes sdo sensiveis ao pH do meio reacional, sendo as reacdes mais

suscetiveis em pH’s acidos.

Na tentativa de compreender os resultados apresentados pelas reac6es de bio-
oxidacéol, foram medidos os pH’s dos ensaios durante 3, 5 e 7 dias. No inicio das
reacBes o pH medido foi 7; ap0s trés dias, o pH das reacfes estavam entre 8 e 10 e
assim prosseguiram até o final das reacées, com 7 dias. Portanto, a presenca do pH
basico no meio reacional deve prejudicar a reatividade do substrato, justificando os
maus resultados observados para o p-nitrofeniletanol 3a, em comparagdo ao p-
metoxifeniletanol 2a. No caso do grupo metdxi, podemos justificar sua reatividade
em meio basico por causa do seu efeito doador de densidade eletrdnica. Esse efeito
tende a polarizar a ligagdo C-O mais eficientemente, o que explicaria os melhores
resultados.

Em estudos anteriores desenvolvidos no nosso grupo de pesquisa por Sousa e
colaboradores (2017) (Esquema 20, Pag. 54) foi observada a biorreducédo de a-
cetoesteres, isatina e o piruvato de etila. Os resultados demostraram que a esponja
marinha C. varians foi enantioseletiva na presenca de glicose e frutose como
aditivos (Pag. 54), sendo assim, podemos concluir que o biocatalisador possui

diferentes formas que dependem exclusivamente da estrutura do substrato, pois
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certos substratos permitem um encaixe mais efetivo, no estado de transi¢éo, entre a

enzima e o substrato.

3.5 Emprego da esponja marinha C. varians em reacdes de biorreducao

do acetilfurano e resolucéo cinética oxidativa do (R/S)-1-(2-furil) etanol.

Apdés estudos de biorreducdo e bio-oxidacdo empregando substratos
aromaticos contendo um grupo doador (-OMe) e um grupo retirador (-NO2) de
densidade eletronica do anel, o estudo de reatividade e seletividade foi estendido
para o emprego do acetilfurano (4) nas reac6es de biorreducéo e do (R/S)-1-(2-furil)-
etanol (4a) para reacdes de bio-oxidacdo. Esses substratos foram selecionados
porque a presenca de heterociclos em compostos biolégicos atribui caracteristicas
muito interessantes a molécula. O esqueleto de anéis de 5 membros esta presente
em numerosos agentes medicinais que possuem uma variedade de atividades
biolégicas como analgésica, antibacteriana, anticonvulsivante, antifingica,

antiinflamatadria, anti-hiperglicémica, antitumoral, antiviral, entre outras.

O acetilfurano (4) utilizado foi obtido de fonte comercial, adquirido da Sigma
Aldrich, e caracterizado apenas por infravermelho para confirmacdo estrutural
(Figura 52, P4g. 116). Os sinais encontrados foram uma banda caracteristica de
C=0 de cetona conjugada em 1681 cm™, e um estiramento caracteristico de C-H em
3132 cm. O produto 4a teve confirmacdo estrutural através de analises de 1V, RMN
de 'H e RMN de 3C. No IV foi observada uma banda em 3151cm, caracteristica de
estiramento O-H, além de uma banda em 2981cm, referente ao estiramento C-H
(Figura 56, Pag. 119).

No espectro de RMN de 'H (400 MHz; CDCIs) constam seis sinais distintos
(Figura 57 , p.119). Um duplo dubleto em 7,36 ppm (dd, J=0,84 Hz; J=1,83 Hz, 1H)
foi atribuido ao Ha em relagdo ao atomo de oxigénio. O sinal 6,32 ppm (dd, J=1,85
Hz; J=3,22 Hz, 1H) referente ao Ha e em 6,22 ppm (dt, J=0,76 Hz; J=3,24 Hz, 1H)
referente ao HB, ambos em relacdo ao carbono ipso do anel aromatico. O sinal em
4,87 ppm (g, J=6,58 Hz, 1H) foi atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono
carbindlico. O sinal 2,05 ppm (s.1H, OH) é caracteristico de hidrogénio ligado ao
oxigénio, pois grupos que possam efetuar ligagbes de hidrogénio tendem a néo
aparecer o sinal no espectro de RMN ou apresentar um sinal pouco visivel, o que

pode ser verificado no espectro em questdo. Em 1,54 ppm (d, J=6,58 Hz, 3H),
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adjacente ao carbono carbindlico, foi atribuido aos hidrogénios metilicos (Tabela 7).
O substrato também foi caracterizado por RMN de 3C (Figura 58, p.120). O espectro
apresentou 6 sinais distintos, o que condiz com o esperado para o produto. Em
157ppm, o sinal foi conferido ao Ca aromatico ao carbono carbindlico. O sinal em
141,9 ppm foi atribuido ao carbono aromatico ligado ao a4tomo de oxigénio. O sinal
em 110,1 ppm referente ao Ca e em 105,1 ppm referente ao C foram atribuidos aos
carbonos adjacentes ao carbono ipso aromatico. O sinal em 63,6 ppm foi atribuido
ao carbono carbindlico e em 21,2 ppm o sinal foi atribuido a metila adjacente ao
carbono carbindlico (Tabela 7). Os valores observados corraboram com os descritos
na literatura (PRINCIVAL, 2016).

Tabela 7: Caracterizacao estrutural do substrato 1-(2-furil)-etanol (4a) por RMN de H [CDCls;
400MHz; d(ppm)] e 3C [CDCIlz; 100MHz; d(ppm)].

1H
o o
\ 7 \ \
H5 Ha 5 4 2
4a 4a

Deslocamento quimico (ppm)

1H [400Mz, CDCls, 8(ppm)]

13C [100MHz, CDCl3s, 8(ppm)]

1 - 1H (OH) 2,05 1 — (-COH) 63,6
2 — 1H 4,87 2 — CHs 21,2
3-3H 1,54 3 - C (ipso) 157,5
4 —1H (A1) 6,22 4 —C (Ar) 110,1
5 — 1H (Ar) 6,32 5-C (Ar) 105,1
6 — 1H (Ar) 7,36 6 - C (Ar) 141,9

Os testes foram iniciados com as reacdes de biorreducdo do acetilfurano
(Esquema 29), utilizando a esponja marinha C. varians, conforme descrito no
procedimento experimental na pagina 84. Os experimentos foram conduzidos na
presenca de glicose ou frutose, como fontes de agucares, e sem adi¢do de aditivos.
As reacgbes foram realizadas em 3,5 e 7 dias, e analisadas suas conversdes e
enantiosseletividades. Os cromatogramas das reacdes que foi possivel a sua

recuperagdo estdo descritos na Figura 54, pag 116 e Figura 55, pag.117. Os
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resultados demostraram que a esponja marinha C. varians ndo foi um catalisador
eficiente para a redugdo do acetilfurano (4). Nao foram observadas reacdes
paralelas, o que indica a ndo reatividade do substrato frente aos micro-organismos

presentes na esponja marinha C. varians.

Esquema 29: Reacédo de hiorreducédo do acetilfurano.

W C. Sar&ans o OH

Solucéo Marinha 85%
4 4 4a

\
—
%
=
+
go
NS

Diante dos resultados negativos apresentados na reacdo de reducdo do
acetilfurano (4), os experimentos prosseguiram com a bio-oxida¢do do seu anéalogo,
o (R/S)-1-(2-furil)-etanol (4a). O procedimento experimental seguiu conforme descrito
na pagina 84 e os resultados foram mais significativos nas reacfes de bio-oxidacao
do que biorreducdo (Esquema 30). Nos cromatogramas (Figuras 27, 28, 29)
podemos verificar que a reacdo apresentou melhores conversfes e excessos
enantioméricos somente para as reacdes sem aditivo. Entre os aditivos avaliados
(glicose e frutose), ambos levaram a resultados de baixas conversdes e e.e.
(Esquema 30). Na figura 30 esta representada a avaliacdo cinética qualitativa do

(R/S)-1-(2-furil)-etanol (4a) das reacdes de bio-oxidacéo.

Esquema 30: Porcentagem das areas cromatograficas normalizadas para reacao de bio-oxidacdo do

(R/S)-1-(2-furil)-etanol (4a), utilizando a esponja marinha C. varians.

o 4 C. varians _ o i O o
m Solucéo Marinha 85% m * m
4a 4 4a
Sem Aditivo Glicose Frutose
Conv. e.e.(%) Conv. e.e.(%) Conv. e.e.(%)
(%) 4da (%) 4da (%) 4a
3 dias 7 4 ND ND 11 10

5 dias 33 26 ND ND 74E) 24
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7 dias 49 46 10 10 27 34

Conv.= Conversao; e.e.=excesso enantiomérico; ND = Nao detectado

Devido aos resultados negativos, os produtos das reacdes de biotransformacéao
ndo foram isolados e nao foi possivel determinar a estereoquimica do enantibmero

majoritario.

Acetilfurano

'—I

(R/S)-1- (2-furil) etanol [\III[\\\ |
7 dias
e I_Il—l
5 dias
B | 1 | L |
= 3 dias . ; .
T 5 r 3 r =3 r =3 r e T = r = r ne T S5
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Figura 27: Cromatograma comparativo (3, 5 e 7 dias) referente bio-oxidacdo do (R/S)-1-(2-furil)-
etanol (4a) sem adicdo de aditivo utilizando a esponja marinha C.varians como biocatalisador durante
3,5 e 7 dias obtido por cromatografia a gas com fase estacionéria quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x
0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 60°C por 1 minuto, 1°C/min —
100°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio):
1,18mL/min.

Acetilfurano I]\\_ |
R/S)-1- (2-furil) etanol
(Rrsy- @i NS
R i 7 dias i'u._ | I."—"“\._ 'fﬁ\“‘ |
5 dias
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Minutos

Figura 28: Cromatograma comparativo (3, 5 e 7 dias) referente bio-oxidacdo do (R/S)-1-(2-furil)-
etanol (4a) com adicdo de glicose como aditivo utilizando a esponja marinha C.varians como
biocatalisador durante 3,5 e 7 dias obtido por cromatografia a gas com fase estacionaria quiral;
coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 60°C
por 1 minuto, 1°C/min — 100°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de

arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 29: Cromatograma comparativo (3, 5 e 7 dias) referente bio-oxidacdo do (R/S)-1-(2-furil)-
etanol (4a) com adicdo de frutose como aditivo utilizando a esponja marinha C.varians como
biocatalisador durante 3,5 e 7 dias obtido por cromatografia a gas com fase estacionaria quiral;
coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 60°C
por 1 minuto, 1°C/min — 100°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de
arraste (Hélio): 1,18mL/min.

Porcentagem (%)
w
=]

m 3 dias

Sem Aditivo . e. m 5dias
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Frutose 7 dias

Conv.= conversao; e.e. = excesso enantiomérico

Figura 30: Avaliacdo cinética da enantiosseletiva da bio-oxidagdo do (R/S)-1-(2-furil)-etanol (4a)
utilizando a esponja marinha C.varians.

4. CONCLUSAO

Os resultados demostraram que 0S micro-organismos, presentes na esponja
marinha C. varians, responsaveis pelas biorreducfes enantiosseletivas das cetonas
aromaticas de seis e cinco membros demostraram baixas especificidades
enzimaticas e baixas enantiosseletividades. Entretanto, as bio-oxida¢gdes dos alcoois

racémicos demostram boas a excelentes enantiosseletividades. Assim, podemos
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inferir que as enzimas presentes na C. varians sdo enantiosseletivas em reagdes de
oxidacao para derivados da acetofenona.

Os resultados experimentais demostraram que as biotransformacfes tem
influencia direta da estrutura do substrato, suas interacbes com o sitio ativo da
enzima e nos efeitos eletronicos dos substituintes. Os produtos obtidos
apresentaram seletividades Prelog e anti-Prelog.

Sendo assim, a utilizacdo de processos enzimaticos (micro-organismos, ceélulas
inteiras e enzimas isoladas) € muito atrativa no desenvolvimento de rotas verdes
alternativas para a sintese de substancias quimicas finas. Compostos aromaticos de
seis membros sdo importantes grupos encontrados em produtos naturais e sintéticos
de interesse bioldgico. Os resultados experimentais apresentados nesse trabalho
demonstraram que a enzima alcool desidrogenase era estavel sob condicGes
basicas, favorecendo reacdes de bio-oxidacdo. Entretanto, sdo necessarias maiores
investigacdes sobre a natureza das oxiredutases presentes na esponja marinha e

posterior estudo do mecanismo reacional.

PESPECTIVAS

A esponja marinha C. varians demostrou ser um catalisador interessante para a
obtencdo de compostos enantiomericamente enriquecidos, principalmente na
oxidacdo de alcoois com seletividade anti-prelog. Visto que a competicdo enzimatica
€ um fator determinante para o rendimento e enantiosseletividade das reacdes, seria
interessante identificar e isolar 0s seus micro-organismos para posterior
investigacdes das esteresseletividades. A esponja marinha C. varians demostrou
potencial de reducdo e oxidacdo de compostos carbonilados, o que infere que suas
enzimas possuem enantiosseletividades para esses compostos. A concentracdo do
substrato versus biocatalisador também € um fator a ser considerado, visto que, as
enzimas podem ser saturadas com concentracdo exacerbada do substrato, o que
diminui a sua capacidade catalitica. Outros parametros que sdo passiveis de

avaliacdo sobre a eficiéncia enzimatica sdo a temperatura e o pH.
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5. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
5.1 Reagentes

Os reagentes acetofenona 1 e (R/S)-1-feniletanol 1a, p-metoxiacetofenona 2
foram adquiridos da Sigma Aldrich e o p-nitroacetofenona 3 foi adquirido da
Dindmica. Os acucares frutose e glicose foram adquiridos da Nuclear e Sigma
Aldrich, respectivamente. Os solventes utilizados foram adquiridos da Sigma Aldrich
e Sinth. As solucdes salinas foram preparadas com sal marinho comercial adquirido

em casa de produtos naturais.

A esponja marinha Cliona varians foi coletada em maré baixa, pois séo
esponjas de superficie, na Praia do Forte, localizada no municipio de Mata de Séo
Joao, no estado da Bahia, no Brasil (Figura 7, pag. 54). As esponjas foram coletadas
em sacolas plasticas e armazenadas imersas em agua do mar. Apos a coleta, as
amostras foram transportadas a 0°C até o laboratério 10 localizado no Cienam Il -
UFBa, e armazenadas em um freezer & -20°C.

A espécie de C. varians foi identificada pela bidloga Dra. Carla Menegola. As
amostras de comprovantes (n°s 4039, 4040 e 4032) foram depositadas no Museu de
Zoologia da Biologia, localizado na Universidade Federal da Bahia, Salvador, Brasil.
A coleta foi autorizada pelo ministro do Meio Ambiente (licenca permanente do
SISBIO-ICMBio-MMA n° 11793-3).

5.2 Reac0Oes de biorreducdo e resolucgéo cinética oxidativa utilizando

esponja marinha Cliona varians

A esponja marinha Cliona varians foi lavada com solu¢cdo marinha 0,85% em
agua destilada por um periodo de 10 minutos e cortada em pequenos pedacos de
aproximadamente 1 cm de comprimento, em condigbes assépticas. Em
experimentos individuais, o substrato (1,15 mmol) foi adicionado a uma suspenséao
do biocatalisador (40g) em solu¢cdo marinha a 0,85% (120 mL) em erlenmayer de
250mL. Cada mistura foi colocada em agitacdo mecéanica em uma mesa agitadora
orbital com controle de temperatura, a 180 rpm e 25°C. Apdés 3 e 5 dias foram
retiradas uma aliquota de 5mL das amostras individuais e extraidas com 2x3mL de
acetato de etila. Com 7 dias, as amostras foram homogeneizadas com celite e

filtradas a vacuo em funil de Bucchner. Apés filtracdo, as reacfes foram extraidas
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com 3x15mL de acetato de etila e posteriormente secas com MgSOa4 anidro. O
solvente foi evaporado sob pressdo reduzida em rotaevaporador. Os produtos
obtidos foram analisados por cromatografia gasosa em fase estacionaria quiral e a
percentagem de conversdo e 0 excesso enantiomérico das amostras individuais
foram calculadas a partir da normalizacéo e integracdo das areas dos picos gerados

no cromatgrama.

A cada experimento individual foi adicionado glicose (38mmol) ou frutose
(38mmol), como fonte de aditivos para avaliacdo do potencial enantioseletivo das
reacoes. Os produtos obtidos contendo os carboidratos seguem como descritos

anteriormente.

5.3 Métodos Analiticos de Andlise

Tabela 8: Métodos cromatograficos selecionado de eluicdo dos substratos utilizado cromatografia a

gas com fase estacionaria quiral nas reagdes biocataliticas.

] o Tempo de
Entrada Substrato Método de eluigcdo - CG . .
retencao (min.)

(@]
80°C — 5 min.
1 . 13,18
20C/min — 100°C
1 50C/min — 220°C

OH
. (jA 80°C — 5 min. 18,89 (R)
2°C/min — 100°C 19,31 (S)
1a 5°C/min — 220°C
0 80°C — 2 min.
/Ej)k 5°C/min — 100°C
> MeO 0,5°C/min — 130°C

_ 36,31
2 45°C/min — 220°C
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OH 80°C — 2 min.
@A 59C/min — 100°C 41,35 (R)
‘ MeO 0,5°C/min — 130°C 42,55 (S)
2a 45°C/min — 220°C

O
5 Q)J\ 130°C — 3 min. 19,81
O,N
3

1°C/min — 165°C

_ 34,91 (R)
6 130°C — 3 min.
O2N 35,77 (S)

1°C/min — 165°C

3a
O
O
7 \ | 60°C — 1 min. 10,54
4 1°C/min — 100°C
OH
O _ 16,15 (NI)
8 \ | 60°C — 1 min.
. 17,19 (NI)
4a 1°C/min — 100°C

NI: ndo identificado

Os excessos enantioméricos e as conversdes das reacdes de
biotransformacdes foram determinados por cromatografia gasosa do fabricante
Agilent Tecnologies, modelo 7820A, com detector por ionizacdo de chama (FID) e
injetor automatico. Os substratos das reacdes de oxidacdo e reducdo foram
separados em coluna quiral cyclosil B 30% heptakis (2,3-di-O-metil-6-O-terc-butil-
dimetilsilicio) B-ciclodextrina, com dimensfes de comprimento de 28,5m e 0,25mm
de didmetro interno, 0,25um de espessura de filme. As temperaturas do detector e
do injetor foram constantes em 220°C e a vazao do gas hélio utilizado como gas de
arraste foi de 1,18mL/min. Todas as corridas foram analisadas em modo Split (1/10).
As analises de espectroscopia no infravermelho foram realizadas em um
espectrometro Shimadzu, com transformada de Fourier Affinity-1, através de
pastilhas de NaCl (amostras liquidas) ou em pastilhas trituradas e prensadas de

brometo de potassio. Nas caracterizacGes dos substratos por RMN de 'H e de 13C,
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foi utilizado um aparelho Bruker de 400 MHz. As amostras foram solubilizadas em
CDCls, expressos em ppm e as constantes de acoplamento em Hz.

5.4 Rotacdo Especifica

A rotacdo especifica dos compostos oriuntos das reac¢des biocataliticas foram
medidas em um equipamento de polarimetro digital Perkin Elmer, modelo 343 &
25°C e comprimento de onda da radiacdo do sodio (D=589nm). Os solventes
utilizados para medida da rotacdo Optica foi em relacdo aos dados relatados na

literatura.

5.5 Determinacéo das conversaoes e excessos enantibmericos
Os valores de conversdo para os substratos foram calculados através da

normalizacdo das &reas integras dos cromatogramas obtidos.
Normalizacéo: %A = (Area A / Area total) x 100

A porcentagem dos excessos enantioméricos foram calculados normalizado as

areas integradas segundo a equacao abaixo:

e.e% = [(A-a)/(A+a)]x100
A = area normalizada do enanti®mero maior
a = area normalizada do enantidmero menor
€.e. = excesso enantiomérico

5.6 Sintese dos substratos

p-Metoxifeniletanol 2a

OH

Meo/@A

2a

p-metoxiacetofenona 2 (2059,6 mg; 13,71mmol) foi pesada em um baldo de
125 mL e posteriormente adicionado 25mL de MeOH (grau HPLC ). O baldo foi

vedado com um septo e conectado a um sistema de saida e atmosfera inerte, a 0°C,
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sob agitacdo. Aguardou-se 5 minutos, e entdo adicionou-se ao sistema reacional
NaBHs vagarosamente e aguardou-se novamente 5 minutos até completa
dissolucéo. O sistema de saida de gas foi retirado e a reacdo permaneceu por 24h
sob agitacdo, em atmosfera inerte. Apdés 24h foi adicionado vagarosamente HCI 5%
a 0°C, até o pH atingir 5 ou 6, e entdo evaporou-se o0 solvente. Posteriormente, a
reacao foi lavada com 10mL de salmoura, extraida com 3x15mL de diclorometano e
seca com MgSOa4 anidro. Apos a extragao, foi realizada uma filtracdo por gravidade e
em seguida o solvente foi evaporado a vacuo, obtendo-se o (R/S)-p-
metoxifeniletanol 2a em 75% de rendimento global (COMASSETO, 2003).

1H RMN (400 MHz; CDCls) &: 1.47 (d, J=6,5 Hz, 3H), 3,75 (s, 3H), 4,85 (g, J=6,5 Hz,
1H), 6,85 — 6,91(m, 2H), 7,27 — 7,33(m, 2H)

13C RMN (100 MHz; CDCIs) &: 25,0; 55,3; 70,0; 113,8; 126,6; 138,0; 159,0.
IV (cm-1) = 3363 cm, 2968 cm, 1242 cm™.
CGQ =Tr (R): 39,1min. e Tr (S): 41,1 min.

Estado Fisico= Liquido

p-Nitrofeniletanol 3a

O2N/©A

3a

p-nitroacetofenona 3 (2059,6 mg; 13,71mmol) foi pesada em um baldo de 125
mL e, posteriormente, foram adicionados 25mL de MeOH (grau HPLC ). O bal&o foi
vedado com um septo e conectado a um sistema de saida e atmosfera inerte, a 0°C,
sob agitacdo. Aguardou-se 5 minutos, e entéo adicionou ao sistema reacional NaBH4
vagarosamente, aguardou-se novamente 5 minutos até completa dissolucéo. O
sistema de saida de gés foi retirado e a reacdo permaneceu por 24h sob agitacéo,
em atmosfera inerte. Apos 24h, foi adicionado vagarosamente HCI 5% a 0°C, até o

pH atingir 5 ou 6, e entdo evaporou-se 0 solvente e posteriormente a reacéo foi
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lavada com 10mL de salmoura, extraida com 3x15mL de diclorometano e seca com
MgSOa4 anidro. ApOs a extracdo, foi realizada uma filtracdo por gravidade e em
seguida o solvente foi evaporado, obtendo-se o p-nitrofeniletanol 3a em 95% de
rendimento global (COMASSETO, 2003).

1H RMN (400MHz; CDCls) &: 1,52 (d, J=6,5 Hz, 3H), 2,25 (s,1H, OH), 5,02 (g, J=6,7
Hz, 1H), 7,56 (d, J=8,5 Hz, 2H), 8,18 (d, J=8,5 Hz, 2H)

13C RMN (100MHz; CDCls) &: 25,5; 69,5; 123,7; 126,1; 147,1; 153,0.
IV (cm-1) = 3387 cm-1, 1265 cm™, 1512,18 cm™%, 1346,31 cm™* e 856 cm™.
CGQ =Tr (R): 34,9min e Tr (S): 35,7min.
Estado Fisico= Liquido
1-(2-furil)-etanol 4a

OH
o)
\ |

4a

Em um baldo de 100mL seco foi pesado o acetilfurano 4 (2001,2 mg; 18,17
mmol) e adicionado 30mL de etanol absoluto 95% com o meio reacional em
agitacdo. O baldo foi vedado com septo e conectados a saida e atmosfera inerte a
0°C. Apds 5 minutos foi adicionado NaBH4 (343,0mg; 9,06) vagarosamente até
completa dissolugéo, permanecendo a reacdo por 2h a atmosfera inerte. Decorridos
as 2h, o solvente foi removido a presséo reduzida e o residuo diluido com 30mL de
NaHCO3 e extraido com 3x20mL de diclorometano. A fase organica foi separada e
seca com MgSO4. O solvente foi evaporado a pressao reduzida obtendo o 1- (2-furil)
etanol 4a com 75% de rendimento (COMASSETO, 2003).

'H RMN (400 MHz; CDCls) &: 1.54 (d, J=6.6 Hz, 3H), 2,05 (s.1H, OH), 4,87 (q, J=6,6
Hz, 1H), 6,22 (dt, J=0,8 Hz; J=3,2 Hz, 1H), 6,32 (dd, J=1,9 Hz; J=3,2 Hz, 1H), 7,36
(dd, J=0,7 Hz; J=1,9 Hz, 1H).

13C RMN (100 MHz; CDCls) &: 21,2; 63,6; 105,1; 110,1; 141,9; 157,5.

IV (cm-1) = 3132 cm, 3151 cm'?



[a]?°p Lit. (S) =-20,0 (c 1; CHCI3) [PRINCIVAL, 2016]
CGQ =Tr (ND): 16,9min e Tr (ND): 17,9min

Estado Fisico = Liquido.

90
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Figura 31: Espectro no Infravermelho da Acetofenona (1) — [Pastilha de KBr].
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Figura 32: cromatograma do reagente acetofenona (1) (Tr=13,1min.) obtido por cromatografia & gas

com fase estacionéria quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e
rampa de temperatura: 80°C por 5 minutos, 2°C/min — 100°C; 5°C/min. — 220°C; detector (FID):
220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 33: Cromatograma (3, 5 e 7 dias) referente a bioreducdo da acetofenona (1) (Tr=13,2min)

utilizando glicose como aditivo obtido por cromatografia a gas com fase estacionaria quiral; coluna

Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e como rampa de temperatura: 80°C
por 5 minutos, 2°C/min — 100°C; 5°C/min. — 220°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo

split (1/10) e gas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.



102

100 100
FEtention Time
I
N
]
- 20 - - = <
a I [ N - | 2
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 150 175 o0 =5 z=a
LE P 1)
Back Sigmal
Faesults
Fetention Tume Axea Aaea e Height Heazht %o
13.294 1960211 100,00 321235 10000
Totals
1960211 100.00 321235 10000
40 Erention Time .
= =
207 |20
]
-
=
a l "‘ T = T T T T I T T r‘-II T
0.0 25 5.0 7.5 10.0 12.5 150 175 o0 =5 z=a
Mouiae
Back Sigmal
Fesults
Fetenfion Time Area Arez % Heught Haight %%
13.298 1777286 93.55 290816 9528
19.458 122550 545 14403 472
Totals
1E99E836 10000 305219 10000
402 penton Time Fap
z = =
=0 F=o
LL | Eg
a LYW | el .
0.0 25 5.0 75 10.0 125 150 175 o0 =25 z=a
M orutes
Back Sigmal
Faesults
Fetenfion Tune Arxea Ayea % Height Heaght %o
13.333 1109989 85.53 177184 BET3
19.056 16883 1.30 1627 0.81
19465 170942 13.17 20873 1045
Totals
1207814 100.00 199684 10000

Figura 34: Cromatograma (3, 5 e 7 dias) referente a bioreducdo da acetofenona (1) (Tr=13,2min)

utilizando frutose como aditivo obtido por cromatografia & gas com fase estacionaria quiral; coluna

Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 80°C por 5
minutos, 2°C/min — 100°C; 5°C/min. — 220°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split

(1/10) e gés de arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 35: Espectro no Infravermelho do (R/S)-1-Feniletanol (1a) — [Pastilha de KBr].
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Figura 36: Cromatograma do reagente (R/S)-1-Feniletanol (1a) [Tr(R)=18,8min. e Tr(S)=19,3 min.]
obtido por cromatografia a gas com fase estacionaria quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x
0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 80°C por 5 minutos, 2°C/min — 100°C;
5°C/min. — 220°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio):
1,18mL/min.
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Figura 37: Cromatograma (3, 5 e 7 dias) referente a bio-oxidacao (R/S)-1-Feniletanol (1a) [Tr(R)=19,0

e Tr(S)=19,4] sem adicdo de aditivo obtido por cromatografia & gas com fase estacionaria quiral;

coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 80°C

por 5 minutos, 2°C/min — 100°C; 5°C/min. — 220°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo

split (1/10) e gas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 38: Cromatograma (3, 5 e 7 dias) referente a bio-oxidagdo (R/S)-1-Feniletanol (1a)
[Tr(R)=18,9 e Tr(S)=19,4] utilizando glicose como aditivo obtido por cromatografia & gas com fase
estacionéria quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de
temperatura: 80°C por 5 minutos, 2°C/min — 100°C; 5°C/min. — 220°C; detector (FID): 220°C; injetor:
220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 39: Cromatograma (3, 5 e 7 dias) referente a bio-oxidacdo (R/S)-1-Feniletanol (1a) [Tr(R)=18,9
e Tr(S)=19,4] utilizando frutose como aditivo obtido por cromatografia & gas com fase estacionaria
quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura:
80°C por 5 minutos, 2°C/min — 100°C; 5°C/min. — 220°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em
modo split (1/10) e géas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 40: Espectro de Infravermelho do p-metoxiacetofenona (2) — [Pastilha de KBr].
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Figura 41: Cromatograma do reagente p-metoxiacetofenona (2) [Tr =36,31min.] obtido por
cromatografia & gas com fase estacionaria quiral e coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de
espessura de filme) e rampa de temperatura: 80°C por 2 minutos, 5°C/min — 100°C; 0,5°C/min —
130°C; 45°C/min. — 220°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de

arraste (Hélio): 1,18mL/min.



108

J dias - Sem aditivo |,

e Retention Time

35 254

B
B

z0d [=o
N I "
o 10 Pl Y 40 =0 &0
Mrutes
Back Signal
Fezults
Fetention Time Area Area % Heught izht %o
36254 2713821 100.00 192354 100.00
Totals
2713821 100.00 192354 100.00
100 100
Retention Time ¢  bdias - Sem aditivo
< =0 =0 e
a .d. T T T |\—l T T T a
D 10 m El 20 0 &0
Mrnuies
Back Signal
Fesults
Retenfion Time Area Area % Height Height %o
36.065 7575185 100.00 472708 100.00
Totals
7575185 100.00 472708 100.00
<o1 b Retertion Time 7 dias - Sem aditivo "
B
3 # 3
z04 F=o
a il [ L
o 19 2 2 20 5 £
Mirutes
Back Sigmal
Rezults
Fetenfion Time Area Area % Henght 1ght %o
36.271 2373864 100,00 168886 100.00
Total=
2373864 100.00 163886 100.00

Figura 42: Cromatograma (3, 5 e 7 dias) referente a bioreducdo da p-metoxiacetofenona (2)
[Tr=36,25 ]sem aditivo obtido por cromatografia & gas com fase estacionaria quiral; coluna Cyclosil B
(28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 80°C por 2 minutos,
5°C/min — 100°C; 0,5°C/min.- 130°C; 45°C/min. — 220°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em
modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 43: Cromatograma (3, 5 e 7 dias) referente a bioreducdo da do p-metoxiacetofenona (2)
[Tr=36,25 ] utilizando glicose como aditivo obtido por cromatografia a gas com fase estacionaria
quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura:
80°C por 2 minutos, 5°C/min — 100°C; 0,5°C/min.- 130°C; 45°C/min. — 220°C; detector (FID): 220°C;
injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.



<4 | metention Time 3 dias - Frutose o
3
° e B 20 °
. . . — . . ;
o 10 2 an 40 = 1]
Mot
Back Signal
Results
Retention Tume Armea Area % Heught %o
36.270 2561003 100.00 176271 100.00
Totals
2561003 100.00 176271 100.00
121 | Retention Time g 5 dias - Frutose ”»
3 t
204 2o
23 L L1 .
o 10 m El 20 0 &0
Mot
Back Signal
Results
Retenfion Time Area Avea % Heght Heazhi %o
36.197 3715515 100.00 262148 100.00
Totals
3715515 100.00 2621438 100.00
. Retenton Time 7 dias - Frutose .
s04 - -
&
i # 3
251 |2z
o4 JI T T T |LI T T T J 1
1] 10 m an <0 0 B
Mot
Back Signal
Resultz
Retention Time Area Arez % Height Height %o
36232 2869255 9957 01549 9883
67.775 12535 043 23491 1.17
Totals
2881790 100.00 203940 100.00

110

Figura 44: Cromatograma (3, 5 e 7 dias) referente a bioreducdo da do p-metoxiacetofenona (2)
[Tr=36,25 ] utilizando frutose como aditivo obtido por cromatografia a gas com fase estacionéaria
quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura:
80°C por 2 minutos, 5°C/min — 100°C; 0,5°C/min.- 130°C; 45°C/min. — 220°C; detector (FID): 220°C;
injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 45: Espectro de espectroscopia no Infravermelho da p-metoxifeniletanol (2a) — [Pastilha de
KBr].
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Figura 46: Espectro de RMN de *H do p-metoxifeniletanol (2a) - [CDCls; 400MHz; &(ppm)].
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Figura 47: Espectro de RMN de 13C do p-metoxifeniletanol (2a) - [CDCls; 100MHz; &(ppm)].
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Figura 48: Cromatograma do

reagente (R/S)-p-metoxifeniletanol

(22)

BA

[Tr(R)=41,35min. e

Tr(S)=42,55min.] obtido por cromatografia a gas com fase estacionaria quiral e coluna Cyclosil B

(28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 80°C por 2 minutos,
5°C/min — 100°C; 0,5°C/min — 130°C; 45°C/min. — 220°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em

modo split (1/10) e géas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 49: Cromatograma (3, 5 e 7 dias) referente a bio-oxidacéo do (R/S)-p-metoxifeniletanol (2a)

[Tr(R)=45,35 e Tr(S)=42,55] sem aditivo obtido por cromatografia a gas com fase estacionaria quiral;

coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 80°C

por 2 minutos, 5°C/min — 100°C; 0,5°C/min.- 130°C; 45°C/min. — 220°C; detector (FID): 220°C;

injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.



p&

and | Retention Time

20+

J dias - Glicose |«

BA

g PR
b =
N | AL .
] II:I !ICI EIE —'I:I 5‘0 EII:
Mot
Back Signal
Results
Retention Time Area Arez %% Heazht Heizht %o
36.750 31956 158 2816 549
41.704 870662 43.09 23021 4489
42 866 1117729 5532 25445 40,62
Totals
2020347 100.00 51282 100.00
20 | Retention Time 5 dias - Glicose =
i =1 i
204 = - 2o
Rl
L a
g
= : . e . =
o 10 20 30 &0 =0 &0
Mot
Back Signal
Rezults
Retention Time Area Area % Herght Height %o
36.330 1202622 40.08 B4TRE 6212
41611 1333934 4445 39536 2897
42943 464225 1547 12164 gol
Totals
3000831 100.00 136486 100.00
Fetention Time 7 dias - Glicose
=04 50
< = <
o E =
25 = @ las
28
o
k %
a4 ..I..__n_ L ALl a
o 10 20 an Pl =0 &0
Mt
Back Signal
Rezults
Retention Time Area Area s Heaght Height %o
36.291 1673356 4963 121041 T236
41.626 1487667 4413 38637 2310
43.270 210445 624 7800 454
‘ Totals ‘
3371468 100.00 167278 100.00

114

Figura 50: Cromatograma (3, 5 e 7 dias) referente a bio-oxidagdo do (R/S)-p-metoxifeniletanol (2a)
[Tr(R)=45,35 e Tr(S)=42,55] utilizando glicose como aditivo obtido por cromatografia a gas com fase
estacionaria quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de
temperatura: 80°C por 2 minutos, 5°C/min — 100°C; 0,5°C/min.- 130°C; 45°C/min. — 220°C; detector
(FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 51: Cromatograma (3, 5 e 7 dias) referente a bio-oxidagc&o do (R/S)-p-metoxifeniletanol (2a)
[Tr(R)=45,35 e Tr(S)=42,55] utilizando frutose como aditivo obtido por cromatografia a gas com fase
estacionaria quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de
temperatura: 80°C por 2 minuto, 5°C/min — 100°C; 0,5°C/min.- 130°C; 45°C/min. — 220°C; detector
(FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 52: Espectro de espectroscopia no Infravermelho do Acetilfurano (4) — [Pastilha de KBr].
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Figura 53: Cromatograma do reagente acetilfurano (4) [Tr =10,54min.] obtido por cromatografia a
gas com fase estacionaria quiral e coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de
filme) e rampa de temperatura: 60°C por 1 minuto, 1°C/min — 100°C; detector (FID): 220°C; injetor:
220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 54: Cromatograma (3, 5 e 7 dias) referente a bioreducdo do acetilfurano (4) [Tr=10,54 min.]
utilizando glicose como aditivo obtido por cromatografia a gas com fase estacionaria quiral; coluna
Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 60°C por 1
minuto; 1°C/min — 100°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de
arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 55: Cromatograma (3, 5 e 7 dias) referente a bioreducdo do acetilfurano (4) [Tr=10,54 min.]
utilizando frutose como aditivo obtido por cromatografia & gas com fase estacionaria quiral; coluna
Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 60°C por 1
minuto; 1°C/min — 100°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gés de

arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 56: Espectro de espectroscopia no Infravermelho do 1- (2-furil) etanol (4a) — [Pastilha de KBr].
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Figura 57: Espectro de RMN de 'H do 1- (2-furil) etanol (4a) - [CDCls; 400MHz; 5(ppm)]
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Figura 58: Espectro de *C-RMN do 1- (2-furil) etanol (4a) - [CDCls; 100MHz; &(ppm)]
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Figura 59: Cromatograma do (R/S)-1-(2-furil) etanol [Tr(NI1)=15,97min. E Tr(NI)=17,02min.] obtido por
cromatografia a gas com fase estacionaria quiral e coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de
espessura de filme) e rampa de temperatura: 60°C por 1 minuto, 1°C/min — 100°C; detector (FID):

220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 60: Cromatograma (3, 5 e 7 dias) referente a bio-oxidagdo do (R/S)-1-(2-furil) etanol (4a)
Tr(ND)=16,36 e Tr(ND)=17,50] sem aditivo obtido por cromatografia a gas com fase estacionéria
quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura:
60°C por 1 minuto, 1°C/min — 100°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas

de arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 61: Cromatograma (3, 5 e 7 dias) referente a bio-oxidagdo do do (R/S)-1-(2-furil) etanol (4a)
[Tr(ND)=16,36 e Tr(ND)=17,50] utilizando glicose como aditivo obtido por cromatografia a gas com
fase estacionaria quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de fiime) e
rampa de temperatura: 60°C por 1 minuto, 1°C/min — 100°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em
modo split (1/10) e géas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 62: Cromatograma (3,

5 e 7 dias) referente a bio-oxidacdo do do (R/S)-1-(2-furil) etanol

[Tr(ND)=16,36 e Tr(ND)=17,50] utilizando frutose como aditivo obtido por cromatografia a gas com
fase estacionaria quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de fiime) e

rampa de temperatura: 60°C por 1 minuto, 1°C/min — 100°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em

modo split (1/10) e géas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 63: Espectro de Infravermelho do p-Nitroacetofenona (3) — [Pastilha de KBr].
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Figura 64: Cromatograma do comercial p-nitoacetofenona (3) [Tr =19,81min.] obtido por
cromatografia a gas com fase estacionaria quiral e coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de
espessura de filme) e rampa de temperatura: 130°C por 3 minutos, 1°C/min — 165°C; detector (FID):

220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 65: Cromatograma (3, 5 e 7 dias) referente a bioreducao do p-nitroacetofenona (3) [Tr=19,93]
sem aditivo obtido por cromatografia a gas com fase estacionaria quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x
0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 130°C por 3 minutos, 1°C/min —
165°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio):
1,18mL/min.
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Figura 66: Cromatogramas [3 (ndo recuperado),5 e 7 dias] referente a bioredugdo do p-
nitroacetofenona (3) [Tr=19,93] utilizando glicose como aditivo obtido por cromatografia a gas com
fase estaciondria quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e
rampa de temperatura: 130°C por 3 minutos, 1°C/min — 165°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C;

em modo split (1/10) e gas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 67: Cromatograma (3, 5 e 7 dias) referente a bioreducao do p-nitroacetofenona (3) [Tr=19,93]
utilizando frutose como aditivo obtido por cromatografia a gas com fase estacionaria quiral; coluna
Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 130°C por 3
minutos, 1°C/min — 165°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de

arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 68: Espectro de Infravermelho do p-Nitrofeniletanol (3a) — [Pastilha de KBr].
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Figura 70: Espectro de 1-RMN de 13C do p-Nitrofeniletanol(3a) - [CDCls; 100MHz; &(ppm)]
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Figura 71: Cromatograma do (R/S)-p-nitrofeniletanol (3a) [Tr(R)=34,91min. e Tr(S)=35,77min.] obtido
por cromatografia a gas com fase estacionaria quiral e coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um
de espessura de filme) e rampa de temperatura: 130°C por 3 minutos, 1°C/min — 165°C; detector

(FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gés de arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 72: Cromatograma (3, 5 e 7 dias) referente a bio-oxidacdo do (R/S)-p-nitrofeniletanol (3a)
[Tr(R)=35,39 e Tr(S)=36,13] sem aditivo obtido por cromatografia a gas com fase estacionaria quiral;
coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de temperatura: 60°C
por 1 minuto, 1°C/min — 100°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo split (1/10) e gas de

arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 73: Cromatograma (3, 5 e 7 dias) referente a bio-oxidagdo do (R/S)-p-nitrofeniletanol (3a)
[Tr(R)=35,39 e Tr(S)=36,13] utilizando glicose como aditivo obtido por cromatografia a gas com fase
estacionéria quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de
temperatura: 60°C por 1 minuto, 1°C/min — 100°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo
split (1/10) e gas de arraste (Hélio): 1,18mL/min.
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Figura 74: Cromatograma (3, 5 e 7 dias) referente a bio-oxidagdo do (R/S)-p-nitrofeniletanol (3a)

[Tr(R)=35,39 e Tr(S)=36,13] utilizando frutose como aditivo obtido por cromatografia a gas com fase
estacionaria quiral; coluna Cyclosil B (28,5m x 0,25mm x 0,25um de espessura de filme) e rampa de

temperatura: 60°C por 1 minuto, 1°C/min — 100°C; detector (FID): 220°C; injetor: 220°C; em modo

split (1/10) e géas de arraste (Héli

0): 1,18mL/min.



