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RESUMO
BIOCATALISADORES DE ORIGEM MARINHA
(ALGAS, BACTERIAS E FUNGOS) PARA
REDUCAO ESTEREOSSELETIVA DE CETONAS

Neste trabalho foram realizadas reacdes de redigg&etonas empregando diferentes
organismos marinhos como biocatalisadores (algagjos e bactérias). Nas triagens
foram utilizados derivados de acetofenonasofloacetofenonamiodoacetofenona,
p-iodoacetofenonag-fluoracetofenonap-cloroacetofenonap-bromoacetofenonag-
nitroacetofenona) e duas cetonas 1,3-dicarboniladast,4,4-triflGor-1-(furan-2-
illbutano-1,3-diona e a 4,4,4-triflor-1-(naftal2rbhbutano-1,3-diona. As reacdes
com as algas marinh&estrychia tenella e aBostrychia radicans levaram aos alcoois
com excelentes seletividade=e (>98%), contudo, obtiveram-se baixas conversoes.
Foram isoladas as bactérias Bt-(B. (enella) e Bt-02 B. radicans), as quais
catalisaram as reducgdes das acetofenonas comatEmikimilares aos obtidos com as
algas. Os fungos (Br-09, Br-23, Br-27, Br-61) islnla da alg#. radicans reduziram
as acetofenonas com boas seletividades e conve/sidds, reacoes de reducao das
acetofenonas com quatro linhagens de fungos iselddalgeSargassum sp (SMA2-

C, SMA2-8, SMA2-58, SGPY-41) levaram a obtencao dspectivos alcoois com
diferentes conversdes e seletividades. As redudasscetonas 1,3-dicarboniladas
foram realizadas com as algadenella e B. radicans, e com sete linhagens de fungos
marinhos Aspergillus sydowii Cel5,Aspergillus sydowii Cel9,Aspergillus sydowii
Gcl2,Bionectria sp Ce5,Penicillium raistrickii Cel6,Penicillium miczynskii Gec5 e
Trichoderma sp Gcl). As algas e os fungos marinhos catalisasameducéo
regiosseletiva e estereosseletiva das cetonasichfdniladas, onde ocorreu a
reducdo do grupoa-trifluorcarbonilico. Concluiu-se que as algas eusse
microrganismos associados, e os fungos marinhopodemcial para serem utilizados
como biocatalisadores em reacbes de reducgdo. astallto foi o primeiro estudo
realizado no pais envolvendo algas marinhas e mérerganismos associados em

reacdes de reducao de cetonas, cujos resultadbast@amte promissores.



ABSTRACT

BIOCATALYSTS FROM MARINE ORIGIN (ALGAE, BACTERIA AN D
FUNGI) FOR STEREOSELECTIVY REDUCTION OF KETONES

In this work, were investigated the ketone reductreactions using several marine
organisms as biocatalysts (algae, fungi and bagterln the screening were utilized
acetophenone derivatives o-ipdoacetophenone, m-iodoacetophenone, p-
iodoacetophenone, o-fluoroacetophenone, o-chloroacetophenone, o-
bromoacetophenonep-nitroacetophenone) and two 1,3-dicarbonylated aamgs:
4,4,4-trifluoro-1-(furan-2-yl)butane-1,3-dione and 4,4,4-trifluoro-1-(naftalen-2-
yhbutane-1,3-dione. The reactions with algBestrychia tenella and Bostrychia
radicans afforded the alcohols with high selectivitie®e & 98%), however, with low
conversions. The bacteria Bt-01 and Bt-02 wereatedl from algad3. tenella and B.
radicans, respectively, which catalyzed the reductionsadtaphenones as the same as
obtained with the algae. The acetophenones wereeddby several fungi (Br-09, Br-
23, Br-27, Br-61) in good selectivities and conians. These fungi were isolated from
Bostrychia radicans. In addition, the acetophenone reduction reactiwese screened
with four strains of fungi, which were isolated rimoalgaeSargassum sp (SMA2-C,
SMA2-8, SMA2-58, SGPY-41). The alcohols were oledinvith different conversions
and selectivities. The reductions of 1,3-dicarbated compounds were carried out with
the algaeB. tenella and B radicans, and marine fungiAspergillus sydowii Cel5,
Aspergillus sydowii Cel9, Aspergillus sydowii Gcl2, Bionectria sp Ce5,Penicillium
raistrickii Cel6,Penicillium miczynskii Ge5 andTrichoderma sp Gcl). The algae and
marine fungi catalyzed regio- and estereoselegtiveéductions of the 1,3-
dicarbonylated compounds. The-trifluoromethylcarbonyl group was reduced
preferentially. In conclusion, the algae and asded micro-organisms and marine
fungi have potential for catalyzing ketone reductreactions. This investigation was
the first study carried out in the Brazil by usalgae and associated micro-organisms in

the ketone reduction reactions. The obtained refglte are promising and interesting.
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Nos ultimos anos, a quimica tem evoluido de formdhscutivel em todas as
suas areas de atuacéo, contribuindo para os avetguadgicos. A grande maioria dos
materiais e produtos utilizados pelo homem é caideada a partir de métodos que
incluem transformagfes quimicas. No entanto, acerds demanda na sintese de
substancias organicas e inorganicas ao longo dos acarretou em um aumento na
geracdo de subprodutos toxicos que se refleteimageante sobre o0 meio ambiente.

Desta forma, tornou-se fundamental a adocéo de daedambientalmente
adequadas, incentivando uma nova postura quimice medidas de prevengdo que
minimizem riscos ao meio ambiente sejam aplicage® no meio académico ou no
meio industrial (Silva, L.M., 2007). Neste contextona extensdo de rotas sintéticas
empregando catalisadores naturais é atualmentedaareas mais importantes em
sintese organica. Esta area é a biocatalise, adggahvolve transforma¢des orgéanicas
em uma ou mais etapas, para a producao de sulastamoativas com alto grau de
pureza (Lilieblad, A. & Kanerva, L.T., 2006).

Os termos biocatalise e biotransformacdo abrangenprocessos em que
enzimas sao utilizadas para catalisar reacbes cmsmiporém fora do sistema
bioquimico, ou seja, com substratos ndo naturasas vias metabdlicas. Associado a
biocatalise, o termo biotransformacgéo pode secaqhi para modificacbes especificas
ou interconversfes realizadas por enzimas na estrufuimica de compostos em
multiplas etapas (Molinagt al.,2007.

As enzimas fazem parte das células de organismess vcomo fungos
filamentosos, algas, plantas, bactérias e levedseasio também possivel utiliza-las em
formas isoladas provenientes de fontes comerchidutilizacdo de catalisadores
naturais na transformacéo de compostos organint&isos € realizada ha mais de 100

anos (Faber, 2004). No entanto, o desenvolvimeatdo biocatalisadores como



ferramenta de sintese expandiu-se apenas ao l@gdltimas décadas, associado ao

conhecimento do modo de agéo destes catalisadotégibos, as enzimas.

] Enzimas

Enzimas sdo macromoléculas predominantemente gastéimprescindiveis a
qualquer ser vivo. Como proteinas, sdo formadasopgas seqtiéncias de aminoacidos
que adotam complexas estruturas tridimensionaporesaveis por sua funcédo (Figura
1). Como importantes fungBes estdo regular e mamtecessos vitais, além da
capacidade de acelerar reagcdes quimicas, que, armauséncia, ocorreriam muito

lentamente ou nem mesmo ocorreriam. (Said, S. &RiR.C.L., 2004).
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A acdo de uma enzima esta sempre associada aionatsib ou a um ponto
para “prender” substratos através de forcas intexcatares, conferindo a enzima uma
alta especificidade catalitica (Lehninger, 20000 e seus aspectos mais importantes
para a quimica organica é a estereosseletividasleedgdes que catalisam. Todas as
enzimas sao formadas poraminoacidos sendo, portanto, catalisadores qugaés
apresentam configuracbes e conformacdes pré-detias. Como consequléncia,
qualquer tipo de quiralidade presente na molécealard substrato é “reconhecida” na
formagdo do complexo enzima-substrato (Guthmetral,2002). Desta forma, as
reacOes catalisadas pelas enzimas podem ser quefoipfegiosseletivas, seja atuando
preferencialmente sobre um grupo funcional de ubstsato que contenha diferentes

funcdes ou distinguindo entre posi¢cdes de um gifupoional em uma determinada

molécula (Faber, 2004).

Quimiosseletividade @)
>

N
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Figura 2: Exemplos de moléculas com diferentes grupos furaes (quimiosseletividade),

grupos funcionais iguais situadosdiferentes regides (regiosseletividade).



Em compostos bioativos, tais como, produtos faroiéeds e agroquimicos, a
atividade biolégica depende, em muitos casos de ®wafiguracdo absoluta.
Normalmente um dos estereoisbmeros apresentaatevisiologica, enquanto o outro é
menos ativo, ou até mesmo téxico ou inativo (Banatt al, 2000). Desta forma,
através da acdo seletiva de uma enzima, um compuaxjairal pode ser transformado
em uma substancia opticamente ativa e ainda, comaf@io predominante de um
estereoisbmero. Uma vez que mais da metade decumadécandidatas a farmacos
possuem mais de um estereocentro, 0s biocatalesadguirais assumem grande
importancia, justificando o fato de mais de 10%pdaducdo mundial de farmacos ser
obtida por processos bioenzimaticos (biocatalisetansformacéo), (Faber, 2004).

A importancia da biocatalise no desenvolvimento m®/os farmacos e
agrotdxicos € bem conhecida e, uma variedade dmasnia € comumente utilizada em
processos industriais. Como exemplo, pode-se afarprocessos de sintese dos
farmacos efedrina, com atividadleadrenérgica obtido pela levedugaccharomyces
cerevisaee dos antibidticos ampicilina e cefadroxil obtidesla enzima penicilina

acilase (De Conti, 2001).
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Figura 3. Moléculas de efedrinampicilina e cefadroxil obtidas por biotransformeg6



Além de atuarem na preparacdo de farmacos comarpoges, compostos
opticamente ativos sdo importantes na sintese mendmios, aromas, fragrancias,
cosméticos e pesticidas (Utsukihataal, 2006). Estes compostos podem ser obtidos
por diferentes rotas enzimaticas, levando-se emtacan reacdo de interesse
(hidrogenacéao, hidrdlise, hidroxilacdo, reducaddagdes, entre outras) e a classe de
enzimas necessérias para tais transformacfes. ptésente momento, cerca de 3200
enzimas sdo reconhecidas pela Unido InternaciomaBidquimica (Faber, 2004). A
Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Moleau (UIBBM) classifica as
enzimas em seis grupos e cada uma delas em subgte@zordo com o tipo de reagao
gue catalisam (Tabela 1).

Tabela 1 Classificacdo das enzimas

NUmero Classes Tipo de reacéo catalisada Subclasse Utilidade?

Oxidacéo-redugéo: oxigenagao de 25%
) ligagBes C-H, C-C, C=C, ou remocéo otdidrogenases, oxidases,
1 Oxidorredutases ] ) )
adicdo de atomos de hidrogéniperoxidades, redutases

equivalentes.

Reacbes de transferéncia de grupos 5%
] . Transaldolases,
2 Transferases aldeidos, cetonas, metil, fosforil.
transcetolases

. . 0,
Formagdo de ésteres, aminagsterases, lipases, 60%

3 Hidrolases o o .
lactonas, epdxidos, nitrilas. peptidades, fosfatases

7%
Adicdo-eliminagcdo de pequenas )
) . _ Descarboxilases,
4 Liases moléculas em ligacdes C=C, C=N,
c=0 fosfatases

. 2%
Transferéncia de grupos dentro dRacemases,
5 Isomerases

molécula para produzir isbmeros  epimerases

) Formacéo e clivagem de ligacdes C- 1%
6 Ligases Sintetases
C, C-S, C-0O, C-N e ésteres de fosfato

3Utilidade estimada da classe de enzimas em tranafiiies de substratos ndo naturais (Faber, 2004).



» Classes de enzimas e suas aplicacdes

Em biocatalise, as principais reacdes promovidas d@ hidrolise, pela
facilidade no manuseio e estabilidade das enzindaslases, especialmente as lipases e
esterases, seguidas de reacdes de oxidacdo eodMatdudaet al, 2009). Industrias
de alimentos e de quimica fina sdo os principaiscat®s para a comercializacdo de
enzimas oxidorredutases, no entanto, esta utilizagdpequena comparada & das
enzimas hidroliticas (Xu, F., 2005). Com a diveadiel de enzimas conhecidas, o0s
processos biocataliticos assumem importante papebiatese organica de diversos

compostos de interesse.

. Vantagens na utilizacdo de enzimas em reacfes bitddicas

Além da grande diversidade enzimatica, € conhegigbas enzimas atuam em
condicOes reacionais brandas, como em temperaamasentes (20° - 40° C) e em
solugcbes com pH em torno de 5 - 8, fato que miranproblemas reacionais de
decomposicao, isomerizacao, racemizacéao, eliminagiéola, os processos mediados
por enzimas sdo acelerados por um fator de 10", comparados com processos em
que nao ocorrem cataliticamente por sua interm&diacTambém, frente aos
catalisadores sintéticos que contém metais pesaddspcatalisadores enzimaticos séo
vantajosos, pois sdo ambientalmente aceitaveis, wezaque sdo completamente
biodegradaveis (Faber, 2004). O tipo de biocadtis a ser utilizado nestas condicdes
(enzimas isoladas, livres ou imobilizadas, céldlesnicro-organismos) pode depender
de alguns fatores como o tipo de reacéo, se havendo necessidade de cofatores e a

escala em que as biotransformacdes devem ser ¢daguz



O procedimento mais comumente utilizado em bios&#lara a busca de novas
enzimas é feito através de selecdo de micro-ongasisOs micro-organismos neste
caso sdo de particular interesse devido ao curtindque de reproducdo, a grande
diversidade de processos metabdlicos e enzimadvata® além da diversidade de
organismos na natureza que podem ser testados.id@s-arganismos modificam e
degradam uma variedade de moléculas organicase dssthais simples até as mais
complexas. Desta forma, é de se esperar que emiragpéos de triagens pelo menos
alguns apresentem capacidade para catalisar unaarelacfio de interesse (De Caetti

al., 2001).

Pode-se também utilizar enzimas puras, as quaisisededas de diferentes
fontes, muitas delas disponiveis comercialmenteinkas isoladas que atuam como
biocatalizadores em reducbes assimétricas sdo lwmumentadas (Margolin,A.L.,
1993). Apesar de enzimas isoladas serem mais ativeaetivas do que as células
integras de micro-organismos e plantas, sua reag@ere purificacdo pode ser
extremamente cara, € em muitos casos necessitam @@ mais cofatores para que as
reacOes se processem (Faber, 2004), enquanto scétiiéas oferecem beneficios de
custo (Quezada, M.A., 2009). Algumas comparacoere em utilizacdo de enzimas

isoladas e células totais sdo apresentadas na &bel



Tabela 2.Vantagens e desvantagens no uso de célulasdataiszimas isoladas (Faber, 2004)

Biocatalisador Forma Vantagens Desvantagens
Enzimas Qualquer Melhor produtividade devido a Necessidade de
isoladas maior tolerancias de recuperacao de
concentracdes cofatores
Dissolvida  em Alta atividade enzimética Necessidade de
agua extracdo, possiveis

reacoes laterais

Suspensa emF&cil manipulagéo, F4cil Atividade reduzida
solventes recuperagao da enzima

organicos

Imobilizada Facil recuperacdo da enzima Perdaidieade

durante imobilizacdo

Células totais Qualquer N&o ha necessidade de Equipamentos caros e
recuperacao de cofatores baixa produtividade
Células em Alta atividade Formacéo de
crescimento subprodutos
Células Reutilizacdo de células Baixa atividade
imobilizadas

= Cofatores
Algumas enzimas necessitam da presenca de um rcqi@ata exercer sua funcao.
Cofatores podem ser ions metalicos como zinco enésig ou podem ser moléculas
organicas, chamadas coenzimas. Em ambos os casas) am conjunto com as enzimas
para catalisar as reacdes. Dentre as coenzimagrup®s mais importantes s&o 0s
constituidos pelo NADH, NADPH, ATP, ADP e coenzifaque atuam como co-substratos,

sendo sua atividade regenerada ap0s sua participag&acdo enzimatica (Said, S. & Pietro,



R.C.L., 2004). Desidrogenases, redutases, oxidasesgenases requerem coenzimas, tais
como, NADH e NADPH (Matsudat al, 2009). As moléculas de Dinucleotideo de
Nicotinamida e Adenina (NADH) e o Fosfato de Dimatldeo de Nicotinamida e Adenina
(NADPH) sao importantes coenzimas, tendo acéo itiesalem diversos processos

enzimaticos. (Figura 4).

o) O
. O N |8 NNW
| O=P—0 N
O=P—0 N o
O
OH OH NH,
N XN O=P—0O <N |N/)
</ | ) o o
0O=P—0 N N
o O
OH ©
o=||3—o‘
OH OH (o)

Figura 4Coenzimas NADH e NADPH

* Coenzimas e sua participagdo em reducdes de cetonas

No caso de reacdes em que a presenca de coenzimeesssaria, as reacoes de reducao

de cetonas ocorrem, resumidamente, nas seguiafEsgMatsudat al, 2009):

1- Coenzima e substrato se ligam a uma enzima;

2- O substrato é reduzido, enquanto a coenzimadaade;

3- A coenzima e o produto séo dissociados da enzima
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Quando uma enzima, como a alcool desidrogenase @dyrupo carbonilico
usando a coenzima NADPH ou NADH, esta discrimineeas duas faces do grupo
presente no substrato, de tal forma que durantearssformacdo pode existir a
predominancia na formacdo de um dos estados estmremicos (Drauz, K. &
Waldmann, H.,1995). Exemplo de enzima que necesldtaim cofator e de uma
coenzima, a alcool desidrogenase, na catéliserdefdo de alcoois a partir da reducéo
de grupos carbonilicos, utiliza ions zinco no sitivo do grupo catalitico. Esta enzima
catalisa a transferéncia de um hidreto da coendBH, para uma variedade de
grupos carbonilicos de aldeidos e cetonas (Nakaetwala 2003). Alguns mecanismos
tém sido propostos para sua acdo catalitica, madiébss incluindo a interacdo do
oxigénio carbonilico do substrato coordenado amndtale zinco, onde este atuaria
como um acido de Lewis recebendo a densidade miedr@Figura 5). Desta forma,
além da coenzima, esta atuando também no sitibiticat@ ion zinco e outros residuos
de aminoéacidos. Uma vez que o substrato estejadeonado no sitio catalitico da
enzima, ocorre a transferéncia de um dos ionsthidie cofator para uma das faces do

grupo carbonilico (Figura 5).
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alcool %,

N dedsidrogenase S
°.,29 8 NADH
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H ‘N si face
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Figura 5. Transferéncia de ion hidreto do cofator NAD(P)Hyaapo carbonilico,

o sitio ativo de uma alcool desidrogenase
Uma importante ferramenta empirica para a detegamaa estereoquimica de
compostos carbonilicos, reduzidos biocataliticameént regra de Prelog (Mustal,

2007).

= Regra de Prelog

Foi postulado por Prelog que de acordo com o tamd@wblume) dos grupos
substituintes ligados ao carbono carbonilico éigekmferir por qual face da carbonila

ocorre transferéncia do ion hidreto. As duas fatmesim centro trigonal plano, por
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exemplo, de um grupo carbonilico, tém as desigrsafdeere e facesi, estabelecidos
de acordo com as prioridades por numero atébmiconskegCahn-Ingold-Prelog para os
grupos ligados ao centro trigonal plano. Se a tea@scia ocorrer pela facee da
carbonila obtém-seSJ-alcoois e se ocorrer pela faseobtém-se R)-alcoois. Deve-se
ainda considerar que 0s grupos oxigénio (O), o @nEuMOSoO € 0 grupo pequeno
seguem a mesma prioridade segundo Cahn-IngoldePrpiva a designacdo da

configuracdo absoluta dos centros estereogéniggectivamente.

. Reducao de cetonas para obtencédo de alcodis quirais

A reducdo assimétrica de cetonas é uma das magtanges, fundamentais e
praticas reacdes para a producdo de alcodis quimiguais podem ser transformados
em varias outras funcionalidades, sem racemizacderem utilizados para sintetizar
importantes produtos quimicos de interesse indligitakamuraet al, 2003).Dentre 0s
diversos ramos industriais em que o0s alcodis quidgspertam interesse, como
agroquimico, alimenticio e cosmético, a industaamacéutica se destaca por uma
busca crescente em sintetizar farmacos atravéstds alternativas, ambientalmente
aceitaveis e economicamente mais interessante®lddéis quirais, neste caso, sao
obtidos via reacdes de reducdo de cetonas empiegaomdo catalisadores micro-
organismos ou enzimas isoladas. Estes alcodis ateatho como importantes
precursores para posterior obtencédo dos farmacigaiiesse. Um interessante exemplo
a ser citado € a sintese do composto LY300164adii em testes para o tratamento de
doencas como mal de Parkinson e esclerose latarairéfica (ELA). Este composto é

obtido a partir do precursor 4-(3,4-metilenodiorife2-propanol, um alcool quiral.
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Sintese

1) Desidrogenase 0 (6 etapas) o o
(Zygosaccharomyces rouxii) Y -
< < 5 < N /<
—_—
o} o o oH o —N
cetona alcool quiral

H,N

LY30016¢

Figura 6 Reducdo de uma cetona através de um micro-orgampara obtencao

de um alcool quiralepursor na sintese de um farmaco.

. Reducéo de cetonas com micro-organismos- RevisadBagrafica

Em biocatalise, as reducfes de grupos carbongicdem ser obtidas através de
diversos organismos vivos. Um dos primeiros miaigaaismos utilizados como fonte
enzimatica para reacdes de reducéo de cetonasef@uraSaccharomyces cerevisjae
conhecida por fermento de pdo. Uma diversidadestinas alifaticas e aromaticas foi
reduzida em seus respectiv@-#&lcodis, como mostra a tabela 3 (Faber, 2004).

Tabela 3.Reducdo de cetonas alifaticas e aroméaticas:orerevisa¢raber, 2004)

0 oH
S. cerevisae z
Rl)J\RZ i R1/(3\R2
R1 R> Configuracao ee (%)
absoluta

Me Ck S >80
Ck; CH,-Br S >80
Me n-Bu S 82
Me Ph S 89
Me CH,-OH S 91
Me (CH,)2-CH=C(CH); S 94
Me C(CH)-NO, S >96
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O sucesso em reagfes com células inteiras da lev8duoerevisadevou a uma
busca por novos biocatalisadores. Estudos reakzamom a leveduraCandida
magnoliaee a bactérid.actobacillus kefirdemonstraram que estes micro-organismos
possuem em seus sistemas bioldégicos enzimas chredniases que foram

estereosseletivas nas redugbes de derivados defemoetas (Matsudat al, 2009),

(Figura 7).
o) OH
C. magnoliae ©)]
ou > ee>98%
L. kefir

X
X =H, F, Cl, Br, Me

Figura 7. Reducéo de-acetofenonas cofandida magnoliae

ou Lactobacilus kefir

Estes sdo dois exemplos de estudos sobre o pdteratatalisador de alguns
micro-organismos em reducdes de cetonas. A diasidle micro-organismos tanto
terrestres quanto marinhos a ser explorada é ime@saoceanos, habitats que
preservam a maioria de suas caracteristicas rat@rague sdo auto-suficientes,
representam metade da biodiversidade global (Co@8€4) No entanto, 0os micro-
organismos marinhos sao relativamente pouco exjosram processos biocataliticos.
Os micro-organismos atualmente recebem o foco ipahnente de estudos visando a
descoberta de substancias potencialmente bioattsisdos de reducfes biocataliticas
de cetonas aromaticas substituidas em posmdesmetae para com algas vermelhas
Cyanidioschyzon merolae Cyanidium caldariumforneceram exclusivamenteS){
alcodis com diferentes seletividades (Utsukihetral, 2006), (Figura 6)As células
integras da alg&. merolaeapresentam vantagens Unicas, pois ndo possuemhepare

celulares rigidas, permitindo maiores interacodeers enzimas e 0s substratos.
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‘ X Cyanidioschyzon merolae X 9
e |
/ F Cyanidium caldarium / Z
R R
R=o0-, m-, p- (F, CI, Br, OMe, Me) ee4 - 99%

Figura 8. Reducéo de derivados de acetofenonas com as

algasC. merolaes C. caldarium

As reducgbes das cetonas contendo fluor, cloro enbrcom as espeécies
Cyanidioschyson merolaee Cyanidium caldarium ocorreram com boas
enantiosseletividades (67 - 99%) e observou-seagueonversdes elevaram-se com 0
aumento do tamanho dos elementos halogenados. BEnasie, as reducdes de metil- e
metoxiacetofenonas foram obtidas com baixos rendiose (7 - 38%) e baixas
enantiosseletividades (2 - 41%). Neste mesmo estodo as alga€. merolaee C.
caldarium canforquinonas e cetonas esteroidais foram rddsziseletivamente
(Utsukiharaet al, 2006). Estudos realizados com a cianobact8yiaechococusp
demonstraram que este organismo reduziu variasmediitetonas em seus
correspondentes Sf-alcodis. Neste mesmo estudo, a pentafluoraceingenfoi
completamente consumida apés trés dias de reac@orrespondenteS-alcool em

bom rendimento (90%) e excelente excesso enanticon@9%), (Figura 9).

F o) OH
F F
cianobactéria (S
Synecoococcsp ee>98%
F F E =
F F

Figura 9. Reducéo assimétrica da pentafluoracetofenonaSyorachococusp.
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Entre as vantagens do uso de cianobactérias enaséirmacédo, além da alta
enantiosseletividade, estdo facilidade de manifolag altos indices de crescimento
destes organismos, no entanto, apresentam comardagem a dificuldade de sua
preservacgao. Apesar deste fato, para que reag@edwggio ocorram néo sao requeridas

grandes quantidades de biocatalizadores (Nakastala 2003).

A alga marinhaSpirulina platensigeve seu potencial biocatalisador estudado
em reacdes com-bromocetonas ciclicas e aromaticas. Biotransfobesglas cetonas
alifaticas, 3-bromo-4-heptanona e 4-bromo-5-nonan@om a algaS. platensis
resultaram em correspondenteshidroxi-compostos com boas conversdes, 91 e 60%

respectivament@Jtsukiharaet al, 2007).

S. platensis
Ry R, R{ R>

R,=R,=Me Br OH
R,=R,= Et

Figura 10. Biotransformacéo de-bromocetonas coi8. platensis

Em estudos realizados com a al@unaliella saling o composto a-
hidroxicetona foi reduzido adR)-(-)-1,2-propanodiol com excesso enantiomérico de
75%. A bioconversdo conduzida na presenca de 3d{8drofenil)-1,1-dimetiluréia
demonstrou que a coenzima NADPH foi regeneradaue,agconcentragdo do éalcool
obtida foi superior a 95% sem formagéo de subposdoti biodegradagéao (Hatanaka

al., 1996).

Reacdes da cetona 3-acetil-5-propilisoxasol foraealizadas com a alga
Synechocccus elongateC 7942. O substrato foi suspenso e mantido sidicag, e

nao foram observadas conversdes. As reacfes fardn eonduzidas sob iluminacao
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fluorescente e apds 96 horas, a cetona foi codeeetin 67% no respectivg){alcool,

apresentando 99% de excesso enantioméricodttah 2005).

Cinco espécies de algas marinizdorella minutissima, Nannochloris atomus
Dunaliella parva, Porphyridium purpureura Isochrys galbanaoram estudadas em

reacdes de biotransformacdes com cetonas aromg@iicaket al) , (Tabela 4).

Tabela 4 Reducéo deetonas (%) com algas marinhas.

Composto C. minutissima N. D. P. l.

atomus parva purpureum galbana

acetofenona 65 90 21 97 64
p-cloroacetofenona 36 28 21 53 99
p-metilacetofenona 60 66 35 75 4

p-hidroxiacetofenona

benzofenona

Neste estudo, os rendimentos variaram conformérat@s dos substratos, bem
como o tipo de alga utilizada. Este fato demonstiguanto triagens com diferentes

espécies tornam-se importantes.

Pesquisas demonstraram também que algas e furlgoseritosos marinhos
apresentam alta capacidade de biodegradar compfestolcos em sua estrutura, 0s
quais sao poluentes em ambientes marinhos (Likagaéakis, 2009). No caso de algas
marinhas, estas podem ser citadas como importimtess de substancias antioxidantes
naturais, uma vez que realizam fotossintese e t&tenwms de defesas bem
desenvolvidos(Rocha et al, 2007), apresentando importancia do ponto de vista
econdbmico e ambiental para a sociedade humana.aAmdlizam manutencdo do
equilibrio biolégico nos ambientes aquaticos, amamndo a continuidade da fauna

existente, a qual pode ser utilizada pelo homenodomie de matéria prim&/idotti &
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Rollemberg, 2004). No contexto deste trabalho, lgasamarinhas sao de particular
interesse devido a grande diversidade de processabdlicos e alta producdo

enzimaética.

Sendo o Brasil um pais-continente rico em recuasogticos, as algas marinhas
€ 0S micro-organismos marinhos podem ser intendanexplorados para a aplicacéo
em reacOes de biocatalise, especialmente reacdesddedo de cetonas. Diferentes
espécies de algas e fungos marinhos apresentaremmeedtimos biocatalizadores para

obtencéo deSj-alcodis (Itohet al, 2005 Nakamurat al, 2000).

Neste trabalho foram realizadas reagcfes de redde&oetonas com fungos
marinhos e com as espécies de algas marBbsisychia radicang Bostrychia tenella
No Laboratério de Quimica Organica do Ambiente Klawi (Departamento de Fisica e
Quimica da Faculdade de Ciéncias FarmacéuticasitiErdd Preto - USP) tém sido
estabelecidas, sob a responsabilidade da Profa. Hbeana M. Debonsi, culturas
axénicas, além de estudos quimicos e biologicoslgas pertencentes ao género
Bostrychia Até o presente momento, foram constatadas atigglatripanocida
(Trypanosoma cruyi citotoxica Artemia salinaLeach.), antifangicaGladosporium
cladosporioides, Cladosporium sphaerospermumantitumoral para os extratos e
fracOes provenientes d#. radicans o que nos sugere a possibilidade de potencial
bioldgico para as substancias acumuladas nestaies@éemprego de algas marinhas
em biocatélise é pouco usual na literatura e éstdes enzimaticas vém demonstrando
excelente potencial biocatalitico. Desta formandon-se fundamentais os estudos nas
areas ligadas a utilizacédo das algas e microrgasisnarinhos para que as propriedades

destes possam ser plenamente aproveitadas.

19



Biocatalisadores de origem marinha (algas, bactérias e fungos) para

reducao estereosseletiva de cetonas

Materiais e métodos

Ana Maria Mouad

Prof. Dr. André L. M. Porto
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MATERIAIS

Reagentes e solventes

Para o desenvolvimento do trabalho envolvendo acém enzimatica com os
biocatalisadores de origem marinha foram utilizackstenas comerciais adquiridas da
empresa Sigma-Aldrich (Figura 1). Os solventestéoeade etila, hexano, etc) foram

adquiridos da marca Synth, Vetec, Merck e Tedia.

0 o 0
I I
1-(2-iodofenil)etanonal) | 1-(4-iodofenil)etanona3)
1-(3-iodofenil)etanona?)
0 o} ¢} o
F cl Br NO,

1-(2-fluorfenil)etanona®) 1-(2-clorofenil)etanona8) 1-(2-bromofenil)etanona) 1-(2-nitrofenil)etanonal()
0 o) o] o)
o)
\ / CF3 CF3
4,4,4-triflGor-1-(furan-2-il)-butan-1,3-diond §)
4,4, A-trifldor-1-(naftalen-2-il)-butan-1,3-dion&6)

Figura 1. Cetonas utilizadas nas reacdes de biorreducao
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Preparacédo dos alcoois racémicos

Os alcodis racémicos foram preparados de acordoocsgguinte procedimento:
Em um baldo de 25 mL sob agitacdo magnética e petatura ambiente adicionou-se
metanol (5 mL), cetona (50 mmol) e um excesso dehidreto de sédio. A reacao foi
monitorada por cromatografia em camada delgadaando placas de silica gel e em
seguida revelada em solucdo de anisaldeido/acildriso/acido acético (1 mL/1
mL/100 mL). ApGs a reagdo ser completada adicis®@gua destilada (1 mL) e o
metanol foi evaporado sob vacuo no rotaevapordttorseguida, adicionou-se 15 mL
de agua destilada e extraiu-se com acetato de (8tiba 20 mL). A fase organica
adicionou-se sulfato de sadio, filtrou-se e conmenrte sob vacuo no rotoevaporador.
O produto foi purificado por cromatografia em caurtilizando silica gel com misturas
de eluentes (hexano/acetato de etila). O rendimeasoreacdes foi superior a 90%.
Andlises por CG utilizando coluna quiral de cicltdima mostrou a resolucéo
enantiomérica de todos os alcoodis. Os alcodivagos do feniletanold¢6 e 11- 149
foram analisados por CG e caracterizados anteridamneelo grupo (Kagoharet al,
2008; Da Rocha, 2008; Comassetal, 2006; Andradest al, 2005; Comassetet al,
2003). Os alco0id7 — 18estédo sendo caracterizados por RMN. Na figuénde as

estruturas dos alcodis racémicos preparados.
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1-(2-iodofenil)etanol4) 1-(4-iodofenil)etanol §)

1-(3- |odofen|I)etanoI5)
OH OH
K:ﬁl:\ Cjc\

1-(2-fluorfenil)etanol {1) 1-(2-clorofenil)etanol12) 1-(2-bromofenil)etanoli3) 1-(2-nitrofenil)etanol 14)

@)‘\)\cF

4,4, 4-triflior-1-(furan-2-il)-3-hidroxibutan-1-ol{)

%

CF3

O
Eio
I

4,4, 4-triflGor-1-(naftalen-2-il)-3-hidroxibutan-1-¢18)

Figura 2. alcoois racémicos

Algas Bostrychia tenella e Bostrychia radicans

A coleta das algaB. tenellae B. radicansfoi realizada pela Profa. Dra. Hosana
M. Debonsi da Faculdade de Ciéncias Farmacéutedilitirdo Preto (FCFRP/USP).
A identificacdo das espécies foi realizada pela. Diair S. Yokoya do Instituto de
Botanica de S&o Paulo (IB/SP). As algas foram adét em setembro de 2007 no
Manguezal da Praia Brava em Ubatuba, litoral daeNdo Estado de Sdo Paulo. Foram
coletados 2 Kg de algas, as quais foram armazersgfggadamente em pequenas

por¢cdes em embalagens plasticas sob refrigerac@aews plasticos (-1I°L).
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Isolamento de bactérias das algas B. tenella eaBicans

As algas foram descongeladas em refrigerador soipeaeatura de 4 °C,
mantendo-as embaladas e imersas em agua desHadaeguida foram lavadas em
agua do mar artificial (pH 8) e imersas por 30 ssaucdo de hipoclorito de sodio
0,01% e por fim, lavadas com agua destilada. Eguida em frascos erlenmeyers
adicionaram-se 100 mL de agua esterilizada (pH B) gedas alga8. tenella e B.
radicans A mistura foi mantida sob agitacao orbital (1ptny 32°C, 5 dias). A seguir
transferiram-se com uma alca de inoculacédo porgdesaldo contendo fragmentos de
alga para placas de Petri contendo meio de culterextrato de malte 2%. As placas
foram mantidas em estufa (~30 °C) onde observoo-sgescimento dos micro-
organismos por um periodo maximo de 8 dias. Utilige extrato de malte 2% com o
objetivo de isolar linhagens fungicas. Entretafdbopbservado o crescimento uniforme
de uma col6nia de bactéria flamentosa para osuloscprovenientes das alg8s
tenella e B. radicans As bactérias foram nomeadas de Bt-01 e Br-Olt&oesendo
identificadas no Centro de Pesquisas Quimicas, Ofichs e Agrarias

(CPQBA/UNICAMP) pela Dra. Fabiana Fantinatti-Gargimg,

Isolamento de fungos da alga Sargassym

A coleta da alg&argassunsp. e o isolamento dos fungos foram realizados pelo
grupo do Prof. Dr. Roberto G. S. Berlinck (IQSC/J%®Pda Profa. Dra. Mirna H. R.
Seleghim (UFSCar). A alg@argassunsp. utilizada neste trabalho foi coletada em Sao
Sebastido/SP e em janeiro de 2007. O material daadfoi colocado em sacolas de

plastico esterilizadas, as quais foram imediataengahsportadas para o laboratorio de
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apoio nas dependéncias do Centro de Biologia Mar{@fEBIMar/USP). Os talos das
algas foram submetidos a esterilizacdo superfati@vés de sucessivas lavagens com
solucdo de 0,001 glde HgCh em etanol 5% por 1 minuto, seguido de trés lavage
com agua estéril.

Apébs a esterilizacdo superficial foram realizadés procedimentos diferentes
de in6culos, em todos os casos foram utilizado®snde cultura apropriados para o
crescimento de fungos.

(a) O primeiro in6culo consistiu em transferir frs@ntos da alga (1 dnpara
placas de Petri contendo dois meios de culturatéVvi&ho e GPY).

(b) O segundo indculo consistiu em triturar a adga agua destilada estéril
obtendo-se um extrato aquoso, o qual foi inoculado placas de Petri tanto sem
diluicdio, quanto diluido para thos meios de cultura de malte 2% e GPY.

(c) O terceiro procedimento realizou-se um esfreghas fragmentos da alga na
superficie dos meios de cultura de malte 2% e GPY.

Todos os meios de cultura foram preparados com d&guanar artificial
esterilizada. ApoOs a inoculacdo nas placas de Retidboratorio do CEBIMar (USP),
estas foram levadas para o Laboratério de Microbial da Universidade Federal de
Séo Carlos (UFSCar) e incubadas em uma estuféppor 7 dias. O isolamento dos
fungos foi realizado pela Profa. Dra. Mirna H. Rleghim e pela Mestranda Stelamar
Romminger (Stelamar, 2008).

A composicdo dos meios de cultura utilizados parandculos foram o meio
GPY [glicose (1 g), peptona de carne de soja (D,®xgrato de levedura (0,1 g), agar
(15 g), agua do mar artificial (1 L)] e o meio déARIi[extrato de malte (2 g), agar (15

g), 4gua do mar artificial ( 1L)].
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As placas foram examinadas a intervalos regulaaes facilitar o isolamento
das linhagens de fungos que cresceram a partifrdgsientos e extratos da alga. A
purificacdo das linhagens isoladas foi realizada petodo de esgotamento por estrias
em placas de Petri contendo meio agarizado, passivos repiques até obter-se as
colonias puras. Estas col6nias foram caracterizagasicordo com suas principais
caracteristicas macroscopicas: coloracdo da colémispecto algodonoso ou
pulvurulento e pela presenca de presenca de maéien.

Em seguida as colénias foram nomeadas de acord@sanitérios:

a) organismo a partir do qual as linhagens foratadas;

b) meio de cultura original do isolamento;

c) método de isolamento;

d) linhagem.

Os fungos foram nomeados de SMA2-C, SMA2-8, SMAZSE5PY-41 e estao
sendo identificados no Centro de Pesquisas QuimiBaslogicas e Agrarias

(CPQBA/UNICAMP) pela Dra. Lara D. Sette.

Isolamento de fungos da alga Bostrychia radicans

O isolamento dos fungos endofiticos foi realizagdop alunos do grupo de
pesquisa do Laboratério de Quimica Organica do Antbi Marinho (FCFRP/USP),
sob a orientagédo da Profa. Dra. Hosana M. Debonsi.

A alga B. radicansfoi lavada com agua do mar para remocdo de impsrez
(areia, folhas). A desinfeccdo superficial destéen para o isolamento dos micro-
organismos foi realizada por trés diferentes mdoaas:

(@) Incubacdo em etanol 70% por 15 segundos e trégdaseem agua do mar

26



esterilizada.
(b) Incubagcdo em etanol 70% por 10 segundos, incubagédipoclorito de
sédio 0,01% por 5 segundos e trés lavagens emdiguomar esterilizada.

(c) Incubacdo em etanol 70% por 5 segundos, incubagédipoclorito de

sédio 0,01% por 15 segundos e trés lavagens emdaguar esterilizada.

As amostras esterilizadas foram fragmentadas coon dés pinga e bisturi
cirdrgico estéreis e os fragmentos foram transberjghra placas de Petri com meios de
cultivo sélidos de agar-alga e batata-dextrose-RjaA).

O meio agar-alga foi preparado pesando-se 20 dgdeBa radicans os quais
foram fragmentados em liquidificador com 200 mLé&tgia do mar esterilizada. Em
seguida foram adicionados cloranfenicol (200 mgar £15 g) e agua do mar (1 L). As
placas foram incubadas em estufa &2& 0s micro-organismos que se desenvolveram
nas placas foram sucessivamente repicados atémrcébtdas linhagens puras. Algumas
linhagens foram avaliadas frente as reducfes deazt Os fungos foram nomeados de
Br-09, Br-23, Br-27 e Br-53 e estdo sendo iderdidios no Centro de Pesquisas

Quimicas, Bioldgicas e Agrarias (CPQBA/UNICAMP) @é&lra. Lara D. Sette.

Fungos marinhos

Os fungos marinhos foram isolados das espofijaslonaplysilla erectae
Geodia corticostyliferaps quais fazem parte da colecdo do Prof. Dr. Rob@rtS.
Berlinck (IQSC). O isolamento foi realizado pelaugo da Profa. Dra. Mirna H. R.
Seleghim e as cepas encontram-se depositadas wooati@io de Microbiologia
(UFSCar). A identificacdo das espécies foi reabizpdla Dra. Lara D. Sette (curadora

(CBQBA/UNICAMP) (Da Rochat al., 2009).
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Meios de cultivo pra crescimento dos micro-orgamism

Meio liquido de extrato de malte 2% (MA2): em fraserlenmeyers de 250 mL
foram adicionados agua do mar artificial (100 mLgx¢rato de malte (2 g). O pH da
solugéo foi ajustado em 8 com solucdo de KOH 2Mnee® foi autoclavado (120 °C,
20 minutos).

Meio solido de extrato de malte 2% (MA2): em umsé@ tipo shott foram
adicionados extrato de malte (30 g), peptona dehfarde soja (3 g), agar (15 g) e agua
do mar artificial (1 L). O pH do meio foi ajustagdmn 8 com solugcdo de KOH 2M e o
meio foi autoclavado (120 °C, 20 minutos).

Meio solido nutrient broth (NB): em um frasco tipeshott foram adicionados
extratonutrient broth(3 g), peptona de farinha de soja (5 g), agamgjl® agua do mar
artificial (100 mL). O pH do meio foi ajustado ent@m solucdo de KOH 2M e 0 meio
foi autoclavado (120 °C, 20 minutos).

Todos os micro-organismos foram cultivados em niigjoido de extrato de
malte 2%, os quais foram utilizados para realizareacdes de reducdo de cetonas. O
meio solido NB foi somente utilizado para cultivas bactérias Br-O1 e Bt-01 para

identificacao.

Agua do mar artificial

Composicdo da 4gua do mar artificial (1L): GaZH,0 (1,26 g), MgCGl.6H,O

(9,68 g), KCI (0,61 g), NaCl (30,0 g), bi#P O, (0,014 mg), NgBOs (3,47 g), NaHC®

(0,17 g), KBr (0,1 g), SrGI6H,0 (0,040 g), HBO3(0,030 g).
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Reacdes de biocatalise com algas B. tenella edcaas

As algas foram descongeladas em refrigerador soipemtura de 4 °C,
mantendo embaladas e imersas em agua destiladae@inda foram lavadas em agua
do mar artificial (pH 8) e imersas por 30 s em satude hipoclorito de sodio 0,01% e
por ultimo lavadas com agua destilada. Em frasatsnmeyers de 250 mL foi
adicionada agua destilada (100 mL), as algas €ag)cetonas (10 — 50 mg) dissolvidas
em 300uL de DMSO. As reacdes foram mantidas sob agitachibab (150 rpm, 32
°C). Aliquotas foram retiradas em tempos fixadoeaisadas por cromatografia gasosa

utilizando-se coluna quiral de ciclodextrina.

Reacfes de biocatalise com as bactérias e fungdadiss das algas (B. tenella, B.

radicans e Sargassum sp) e com os fungos marinhos

Em frascos erlenmeyers de 250 mL foi adicionadoetorde cultura de extrato
de malte 2% (100 mL). Cultivaram-se as bactérias€O(B Bt-02), os fungos (SMA2-C,
SMA2-8, SMA2-58, SGPY-41, F-09, F-23, F-27, F-6b) @-3 dias em agitacao orbital
(150 rpm, 32C). ApOs este tempo adicionou-se ao meio de cu#teroetonas (10 — 50
mg) dissolvidas em 300 uL de DMSO. As reacdes fomzentidas sob agitacdo (150
rom, 32 °C). Aliquotas foram retiradas em tempos fixados malisadas por
cromatografia gasosa utilizando-se coluna quiralidedextrina.

O mesmo procedimento foi realizado para os fungasinmos, Aspergillus
sydowii Cel5,Aspergillus sydowiCel19,Aspergillus sydowiGc12,Bionectriasp Ceb,
Penicillium raistrickii Cel6, Penicillium miczynskiiGe5 e oTrichodermasp Gcl),

porém estes foram cultivados por 5 dias.

29



Extracdo das reacdes para determinacédo dos rendivsen

Apos as reacdes serem completadas, foi realizaddiliracdo a vacuo (fungos)
em capela de fluxo laminar e os produtos obtidas rdacdes biocatalisadas foram
extraidos com acetato de etila (3 x 30 mL) em faleilseparacdo. A fase organica
adicionou-se sulfato de sédio anidro, filtrou-sevaporou-se o solvente sob presséo
reduzida. O rendimento foi obtido apoOs purificagémr cromatografia em coluna
utilizando silica gel como fase estacionaria e hexacetato de etila como eluentes. Os

rendimentos para algumas reacoes estdo sumarizadakela 1.

Tabela 1 Rendimento das reacdes biorreducao

Biocatalisador t (dias) Cetona Alcool (%)
algaB. radicans 7 1 (50 mg; 0,20 mmol) 15
bactéria Bt-01 8 1 (50 mg; 0,20 mmol) 20
fungo SMA2-09 10 1 (50 mg; 0,20 mmol) 32
fungo SMA2-61 10 1 (50 mg; 0,20 mmol) 40
bactéria Bt-01 8 2 (50 mg; 0,20 mmol) 19
algaB. tenella 8 3 (50 mg; 0,20 mmol) 15
fungo SAM2-C 10 7 (50 mg; 0,36 mmol) 34
fungo SAM2-09 10 8 (50 mg; 0,32 mmol) 50
fungo SMA2-61 10 8 (50 mg; 0,32 mmol) 55
fungo SMA2-58 10 8 (50 mg; 0,32 mmol) 44
bactéria Bt-01 10 9 (50 mg; 0,25 mmol) 15
fungo SAM2-09 10 9 (50 mg; 0,25 mmol) 54
bactéria Bt-01 10 10 (50 mg; 0,30 mmol) 23
fungo SAM2-09 10 10 (50 mg; 0,30 mmol) 40
fungo SMA2-61 10 10(50 mg; 0,30 mmol) 46
fungo Gcl2 7 15 (50 mg; 0,24 mmol) 60
fungo Gcl 7 16 (50 mg; 0,18 mmol) 30
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Cromatografia em coluna

As cromatografias em coluna (CC) foram realizaddzando-se silica gel 60
230-400 flesh da Across e cromatofolhas de sile@e6§ ks, da Sorbent Technologies
para cromatografia em camada delgada (CCD). Asaafoihas foram analisadas em
uma camara com luz UV (254 nm) e reveladas conolle&o de anisaldeido (100 mL
de acido acético, 1 mL deanisaldeido, 1 mL de &cido sulfarico) ou com sétuc
alcodlica de vanilina (135 mL de,8 destilada, 30 mL de &cido sulfarico, 35 mL de
metanol, 3 g de vanilina). Como fase movel, utiize misturas de solventes (hexano e

acetato de etila).

Evaporadores rotativos
Para remocao dos solventes foram utilizados ropmeadores da marcas Fisaton
e Tecnal T-210, equipados com bomba de vacuo TEeQ®&igeracdo Tecnal modelo

TE-2005.

Agitador orbital rotativo termostatizado
O crescimento dos fungos e as reacdes de biorreddeacetonas foram

realizadas em agitador rotativo modelo Tecnal ZE-du Superhom.

Outros equipamentos
Balanca analitica modelo AY-220 marca Shimadzugleaple fluxo laminar
marca Veco, autoclave vertical modelo Phoenix, ptimenodelo 8010 da marca

Qualxtron.
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Rotacgdo Optica e configuracdo absoluta

As medidas de rotacdo Optica foram realizadas nuaiemento de Quimica-

UFSCar em um Polarimetro Perkin-ElImer modelo 24al{hNgn MA, USA) equipado

com lampada de Na%89 nm). As amostras foram diluidas em 1 mL de GHEGiu

HPLC e os experimentos foram realizados a 25 °G.d&los de rotacdo Optica estdo

sumarizados na tabela 2. Todos os alcodis tiveram configuracdo absoluta

determinada, exceto para o 4,4,4-triflGor-1-(nafta2-il)-3-hidroxibutan-1-ol18).

Tabela 2. Dados de rotagdo Optica e tempo de retencdo dogi@meros dos alcodis
em coluna quiral CP-Chirasil-Dex-CB-Varian (25 3,25 mm x 0,39um)

Composto [a]ZDS exp. [a]ZDS lit. t. (min) Ref.
1-(2-iodofenil)etanol4) (S -17,6 (R) +37,7 (R)18,0 [a]
(c1,7; CHCY) (c 0,934; CHCJ) (9 20,0
1-(3-iodofenil)etanolg) Ca (9-12,9 (R21,0 [b]
(c 2,4; CHC}) (922,55
1-(4-iodofenil)etanol§) Ca (9-32,7 (R) 20,0 [c]
(c 5,99; CHCY) (9 22,5
1-(2-fluorofenil)etanol (S -45,5 (9 -43,5 (R 21,1 [d]
(11) (c 2,0; CHC}) (c 1,39; CHCY) (9 22,5
1-(2-clorofenil)etanol Ca (9 -57,7 (R) 23,0 [d]
(12 (c1,46; CHCY}) (9 25,0
1-(2-bromofenil)etanol  (R) +26 (S -50,45 (R) 24,0 [d]
(13 (c 2,5; CHC}) (c 1,33; CHCY) (S 26,0
1-(2-nitrofenil)etanol (S +17 (5 +18,5 (R) 26,0 [e]
(14) (c1,8; CHC) (c 0,23;MeOH) (9 27,5
4.,4,4-trifldor-1-(furan-2- (R) +10,6 (R) +18,3 (917,5 [f]
il)-3-hidroxibutan-1-0l (¢ 1,6; CHC}) (CHCl) (R)18,3
17
4,4 A-triflGor-1- -6° (c 2,1, Ndg] 19,3
(naftalen-2-il)-3- CHCLy) 20,0

hidroxibutan-1-ol 18)

[a] 1zumi, T.; Itou, O.; Kodera, KI. Chem. Tech. Biotechndl996 67, 89
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[b] Da Rocha, L.C. Reducao de derivados de acetofescom fungos de origem marinha. Dissertacdo de
mestrado. IQSC, USP, 2008.

[c] Salvi, N.A.; Chattopadhyay, Setrahedror2001, 57, 2833

[d] Salvi, N.A.; Chattopadhyay, Setrahedron: Asymmet3008 19, 1992

[e] Barros-Filho, B.A.; De Oliveira, M.C.F.; Lemos§,L.G.; De Mattos, M.C.; De Gonzalo, G.; Gotor-
Fernandez, V.; Gotor, Vl.etrahedron: Asymmet8009 20, 1057

[f] Forni, A.; Moretti, |.; Prati, F.; Torre, Gletrahedronl994 50, 11995

[g]Nd = N&o determinado

Ca = configuracéo absoluta determinada pelo terapetgncéo de cada enantibmero

exp. = dado de rotacdo Optica experimental; litdado de rotacdo Optica experimentak tempo de

retencdo em coluna quiral para cada enantibmero

Cromatografia a gas

Todas as reacOes de biocatalise foram analisadasrpmatografia gasosa
utilizando coluna quiral com fase estacionaria GiaSil-Dex-CB-Varian Capillary
Column com EZ-GRIP" (25 m x 0,25 mm x 0,3@m). O gas de arraste foi nitrogénio.
O equipamento utilizado foi um cromatografo a gasMarca Shimadzu, Modelo
GC2010 com auto-injetor AOC-20i. Na tabela 3 témesedados da programacao

utilizadas no cromatégrafo a gas com coluna gdeaticlodextrina.

33



Tabela 3.Programacdo utilizada no CG para as andlisesdadeas

Composto T f; Tt tf t

1 115 2 175 8 3 11,0

4 115 2 175 8 3 18,0 e 20,0
2 120 2 190 8 3 11,3

5 120 2 190 8 2 21,0e 225
3 120 2 165 8 2 11,5

6 120 2 165 8 2 21,0e 22,0
7 100 2 180 5 2 7,5

11 100 2 180 5 2 21,0e 22,0
8 100 2 180 5 2 11,5

12 60 2 180 5 2 23,0e 25,0
9 90 2 140 6 10,5

13 90 2 140 6 2 24,0 e 26,0
10 100 2 150 6 2 16,0

14 100 2 150 6 2 26,0 e 27,0
15 110 2 180 6 2 13,0

17 110 2 180 6 2 17,5 e 183
16 120 2 180 6 2 16,0

18 120 2 180 6 2 19,0 e 20,0

T; (°C) = temperatura inicial; {T(°C) = Temperatura final; {min.) = tempo inicial;t(min.) = tempo

final; r (°C /min.) = taxa de aquecimentp(rin.) tempo de retencdo
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Biocatalisadores de origem marinha (algas, bactérias e fungos) para

reducao estereosseletiva de cetonas

RESULTADOS E DISCUSSOES

Ana Maria Mouad

Prof. Dr. André L.M. Porto
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ISOLAMENTO DE MICRO-ORGANISMOS ASSOCIADOS AS
ALGAS Bostrychiatenella e Bostrychia radicans

As algas Bostrychia tenellae Bostrychia radicanscoletadas mantidas no
laboratério, foram descongeladas e lavadas com dguaar artificial, filtradas em
peneira, sendo em seguida imersas em solucédo deldrifp de sédio 0,01% por 30 s.
Apés as lavagens, as algas (5 g) foram transfepdeasfrascos erlenmeyers de 250 mL
contendo agua esterilizada (100 mL). Os frascaaridevados para um agitador orbital
por 5 dias (150 rpm, 3ZC). Apos este periodo de incubagéo, retirou-se aaxilio de
um alca de inoculagdo amostras do caldo, transi@@s para placas de Petri contendo
0 meio de cultura de extrato de malte 2%.

Neste isolamento optou-se pelo uso do meio derautta extrato de malte 2%
para selecionar preferencialmente o crescimenfardgs. Apds os indculos, as placas
foram incubadas em estufa (8Q) por até 8 dias, onde obteve-se um crescimento
microbiano uniforme. Contudo, as colonias que semlolveram no extrato de malte
foram de bactérias filamentosas. Assim, realizoo-seltivo destes isolados em meio
de cultura de agar nutrient&utrient Broth. As col6nias destes microrganismos
isolados também cresceram de forma uniforme e damedntos. Amostras destes
foram enviadas para identificacdo no Centro de WHess] Quimicas Bioldgicas e
Agricolas (CPQBA/UNICAMP) sob responsabilidade daa.DFabiana Fantinatti-
Garboggini.

As bactérias isoladas (Malte 2%) foram submetidaseacdes de biocatalise para
avaliar a presenca de enzimas élcool desidrogenatiiesando-se cetonas como

substratos.
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Na figura 1 tém-se as alg&vstrychia radicanse tenella suspensas em agua
esterilizada. Na figura 2 tém-se colbnias das bastésolados das algas marints

tenella(Bt-01) eB. radicans(Br-01) em meio de cultura NB.

Figura 1. AlgasBostrychia radicans e B. tenelkaspensas em agua esterilizada.

Figura 2. Bactérias isoladas das algas maridasadicans(Br-01) eB. tenella(Bt-01)

em meio de cultura NBh(trient broth
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Pelo grupo da Profa. Dra. Hosana M. Debonsi foreatizados isolamentos de
fungos presentes na alBaradicans A algaB. radicansap0s esterilizacao foi cortada
em pequenos fragmentos os quais foram transfeadsspticamente para placas de
Petri contendo meio de cultura apropriado. ApGxabacao da placa em estufa £@8
por até 8 dias obteve-se o crescimento de varlasies de microrganismos. A partir de
sucessivos repiques chegou-se a obtenc¢éo de of@umas. Os fungos isolados (Br-09,
Br-23, Br-27 e Br-62) em meio de cultura de batatam mantidos no laboratorio e
utilizados para as reacdes de biocatélise em neegxtlato de malte 2%.

Na figura 3, tém-se o crescimento de colbnias dgds oriundos da alga.
radicans Na figura 4, tém-se os fungos isolado8deadicans os quais foram obtidos
por novos repiques realizados no laboratério ded&@ise /IQSC, para este trabalho, e

gue foram utilizados como fontes biocataliticasreatdes de reducao de cetonas.

Figura 3. Coldnias de microrganismos obtidas da alga

Bostrychia radicanegém meio de batata
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Linhagem Br-09 Linhagem Br-23

Linhagem Br-27 Linhagem Br-62*

Linhagem Br-61 Linhagem Br-61

Figura 4. Fungos isolados da al@strychia radican® cultivados em meio
de cultura de extrato de malte. *linhagem Br-6@ ufilizada nas reacfes de biocatdlise

39



REDUCAO DE IODOACETOFENONAS COM A ALGA MARINHA
Bostrychia tenella

As primeiras reagdes de reducdo com a alga maBobaychia tenelladoram
realizadas com as iodoacetofenohas3

Nestes ensaios foram realizados 5 experimentosngm-se a concentragao de
iodoacetofenonas - 3 adicionadas: 10 mg (0,041 mmol); 20 mg (0,082 mnatl mg
(0,22 mol); 40 mg (0,16 mmol); 50 mg (0,20 mmol).

Apbs o preparo das reacdes, os frascos foram |sevaal@gitador rotativo (150
rpm, 32C) e as reacdes foram mantidas sob agitacado enoseimmpdos. Amostras das
reacdes foram retiradas com pipetas de Pastdtagfbk e extraidas com acetato de etila
e analisadas por cromatografia gasosa utilizanadmis@a capilar com fase estacionaria
quiral de ciclodextrina. Os resultados das reactes a algaB. tenellaencontram-se

sumarizados na tabela 1.
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Tabela 1.Reducao de iodoacetofenoras 3com a alga marinhBostrychia tenella

Q OH
‘ \ alga \ S
/ = Bostrychia tenella / =
orto-l (1) : orto-1 (4)
metal (2) metal (5)
paral (3) para| (6)
Linhas Cetonas Tempo (dias) c (%) c (%) ee(%)
cetonas alcodis alcodis (ca)
Experimento 1 (10 mg; 0,041 mmol)
o-iodo 7 80 20 999
m-iodo 7 - - -
3 p-iodo 7 - - -
Experimento 2 (20 mg; 0,082 mmol)
o-iodo 7 78 22 9299
m-iodo 7 - - -
p-iodo 7 - - -
Experimento 3 (30 mg; 0,12 mmol)
o-iodo 7 70 30 999
m-iodo 7 - - -
p-iodo 7 88 12 999
Experimento 4 (40 mg; 0,16 mmol)
10 o-iodo 7 52 48 999
11 mriodo 7 97 3 999
12 p-iodo 7 90 10 999
Experimento 5 (50 mg; 0,20 mmol)
13 o-iodo 3 70 30 999
14 8 60 40 9299
15 m-iodo 3 - - -
16 8 95 5 999
17 p-iodo 3 89 11 9299
18 8 84 16 999

Condicdes reacionais: em frascos erlenmeyers den5fbram adicionados agua esterilizada (100 mL),

algaB. tenella(5 g), iodoacetofenonds— 3(10 — 50 mg) dissolvidas em 3QQ de DMSO. As reacdes

foram mantidas sob agitacao orbital (150 rpm,°@2 Aliquotas foram retiradas em tempos fixados e

analisadas por cromatografia gasosa utilizandostgna quiral de ciclodextrina. ¢ (%): concentracédo

determinada por CGee(%): excesso enantiomérico; ca: configuracdo aitesol
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Pelos dados obtidos na tabela 1 pode-se obsereaagjindoacetofenondse 3
foram reduzidas nos respectivos alcodis em at@s8 dk reacdo. Em todos os casos 0s
alcodis4 — 6 apresentaram excelentes seletividades, pois @s&& enantioméricos
foram superiores a 98%. Observou-se quei@oacetofenond apresentou melhores
resultados, pois em 8 dias de reagédo obteve-sedd8€étona remanescente (Linha 14,
Tabela 1). Constatou-se que as conversoeasiddoacetofenond foram dependentes
da quantidade de cetona adicionada, pois a coacé@otrdo alcool §-4 formado
aumentou de 20 para 52% (concentragGes de 0,04l andp20 mmol). (Linhas 1, 4, 7,
10 e 14, Tabela 1).

A mriodoacetofenon& teve uma discreta reducéo, obtendo-se entre 3 d®%
alcool §-5, mesmo prolongando-se o tempo reacional por 8 (lieshas 11 e 16,
Tabela 1). Inclusive em quantidades inferioresiadadas (10 - 30 mg) de cetoBa
nado se observou a formagéo do aldmol

O mesmo ocorreu parapaiodoacetofenon&, ou seja, em menores quantidades
de cetona adicionada, ndo foram observadas comgersBnquanto que em
concentragcdes superiores obteve-se uma maior &#oyeporém ndo ultrapassando
13% (Linhas 9, 12 e 18, Tabela 1).

Os alcoodis4 — 6 foram obtidos com seletividade Prelog, pois aprsam
configuracdes absolutefs A configuracdo absoluta foi determinada pela cheedia
rotacdo Optica e comparada com a literatura (Palateriais e Métodos).

Concluiu-se através destes experimentos que ansgahaBostrychia tenella
tem potencial para reducdo das iodoacetofendnasd pois os alcoois apresentaram
excelentes excessos enantioméricos. Como estdseseagvolvem a reducdo de grupos

proquirais, a seletividade das reacdes independeodeersdo. Portanto, as enzimas
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presentes na alda. tenellaapresentam excelentes seletividades para esigiesede
reducao.

Nas figuras 5 - 7 tém-se os cromatogramas dos eadids iodoacetofenonhs
3 e dos alcoois racémicds— 6 obtidos por cromatografia gasosa em coluna qdial

ciclodextrina.
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“*| Chrondtogram
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d A
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3.5
30 |
2.5
2.0
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0.5
00—
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11\M(x10,000)
5.9 Chromatc ra
OH
4. (B)
4.
3.
3.
2. |
2.
1.
1.
0.
0.
-0 25 5.0 75 100 125 150 175 20.0 225 25.0 275 min

Figura 5. Cromatogramas obtidos por CG. (A) padrémdadoacetofenona
(B) padréo do 1-(2-iodofenil)etanc-4
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REDUCAO DE IODOACETOFENONAS COM A ALGA MARINHA

Bostrychia radicans

Dando continuidade aos experimentos, realizararasseeacbes com a alga
marinhaBostrychia radicanaitilizando as iodoacetofenonas- 3 com o objetivo de
comparar o potencial biocatalitico das duas al§adas reacfes foram realizadas
seguindo os mesmos procedimentos das reac¢des algaBostrychia tenella

Os resultados das reagcdes com a Blgeadicansencontram-se sumarizados na
tabela 2. Os resultados das reacdes com éBalgalicansdemonstraram que a cetaha
prosseguiu com a melhor reatividade para este thigador entre esta série de cetonas.
Observou-se que em todas as concentracfes a detor@nvertida, porém com um
pequeno descréscimo em relacdo as reacfes comaB.i@igella No entanto, na adicédo
de 50 mg deste substrato, a concentragdo do §Bedlobtida foi 42%, muito similar
ao resultado corB.tenella(Linhas 14, Tabela 2).

. No caso da ceton? os resultados prosseguiram com pequenos val@&es d
conversao, mesmo com 0 aumento das concentragie®l&cao g-iodoacetofenona,
as conversdes foram observadas a partir das coac@es iniciais, porém com valores
POUCO expressivos.

Como observado, os resultados de converséo dasasé&te 3aumentaram com
quantidade de cetonas adicionadas, isto pode terida devido uma maior interacéo
dos compostos com o biocatalisador. Este estudwatotaro ndo apenas a forte
influéncia da posicdo dos substituintes nos conggpstomo o fato de cada alga
apresentar propriedades caracteristicas em reegessta série de cetonas. Entretanto,
ambos biocatalisadores foram estereosseletivos,fponaram alcodis com excelentes

excessos enantioméricos.
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Tabela 2.Reducao de iodoacetofenorias 3com a alga marinhRostrychia radicans

o OH
X
‘ alga _ \ S
/ = Bostrychia radicans / =
orto-1 (1) ! orto-1 (4)
metal (2) metal (5)
pare-l (3) paral (6)
Linhas Cetonas Tempo (dias) c (%) c (%) ee(%)
cetonas alcodis alcodis (ca)

Experimento 1 (10 mg; 0,041 mmol)

o-iodo 7 90 10 999
m-iodo 7 - - -
3 p-iodo 7 93 7 99(S)
Experimento 2 (20 mg; 0,082 mmol)
o-iodo 7 88 12 9299
m-iodo 7 - - -
p-iodo 7 93 7 9%
Experimento 3 (30 mg; 0,12 mmol)
o-iodo 7 85 15 999
m-iodo 7 - - -
p-iodo 7 90 10 999
Experimento 4 (40 mg; 0,16 mmol)
10 o-iodo 7 77 23 999
11 mriodo 7 97 3 999
12 p-iodo 7 86 14 999
Experimento 5 (50 mg; 0,20 mmol)
13 o-iodo 3 87 13 939
14 8 58 42 9299
15 mriodo 3 95 5 94 (S)
16 8 92 8 999
17 p-iodo 3 90 10 9299
18 8 83 17 999

Condicdes reacionais: em frascos erlenmeyers den5fram adicionadas agua esterilizada (100 mL),
algaB. radicans(5 g), iodoacetofenonds— 3(10 — 50 mg) dissolvidas em 30Q de DMSO. As reacdes

foram mantidas sob agitacao orbital (150 rpm,°@2 Aliquotas foram retiradas em tempos fixados e
analisadas por cromatografia gasosa utilizandostgna quiral de ciclodextrina. ¢ (%): concentracédo

determinada por CGe(%): excesso enantiomérico; ca: configuracdo aitesol
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REDUCAO DE IODOACETOFENONAS COM AS BACTERIAS ASSOCI ADAS

AS ALGAS MARINHAS Bostrychia tenella e Bosrtychia radicans

Embora os resultados obtidos nos experimentos de 5l apresentados nas
tabelas 1 e 2 pudessem ser otimizados (com ad&&o-dubstratos, alteracdo de pH e
temperatura e adicdo de co-solventes) com o objeter aumentar a producao dos
alcodis, optou-se em realizar o isolamento de pessimicrorganismos associados as
algas.

O isolamento das bactérias associadas as Blygtsychia tenellae Bostrychia
radicans foi realizado em um tdpico especifico descritoedntmente (Parte I,
Materiais e Métodos). Aqui serdo discutidas as@esbiocataliticas com a bactéria Bt-
01 isolada da alg@. tenellae a bactéria Br-01 isolada da aBsadicans

Apdés a obtencdo das bactérias Bt-01 e Br-01, ekiemm mantidas em
incubadoras em meio sélido contendo extrato deen2#t. Embora sejam bactérias,
todas as reacgOes foram realizadas em meio deadéuextrato de malte 2%.

Em frascos erlemenmeyers de 250 mL foram adiciandd® mL do meio de
cultura preparado em agua do mar artificial. Emugka realizou-se o repique e 0
in6culo da bactéria Bt-01. ApGs 2-3 dias de cultdicionaram-se as iodoacetofenonas
1- 3 (50 mg; 0,20 mmol) no meio contendo o caldo eé&slas da bactéria Bt-01. Os

resultados destas reacgOes estdo sumarizados fe3abe
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Tabela 3. Reducédo de iodoacetofenonhs- 3 com a bactéria Bt-01 isolada da alga

marinhaBostrychia tenella

o OH
X bactéria Bt-01 X S
‘/ / isolada deB. tenella ‘/ /
orto-l (1) ! orto-l (4)
metal (2) metal (5)
parea-l (3) paral (6)
Linhas Cetonas Tempo (dias) c (%) c (%) ee(%)
cetonas alcoois alcoois (ca)
1 o-iodo 4 94 6 99
2 8 70 30 99 (9
3 mriodo 4 92 8 99 (S
4 8 87 13 99 (S
5 p-iodo 4 91 9 99 (S
6 8 80 20 99 (S

Condicdes reacionais: Em frascos erlenmeyers der25fdi adicionado o meio de cultura de extrato de
malte 2% (100 mL). Cultivou-se a bactéria por 2i&sdem agitacdo orbital (150 rpm, 32). Apds este
tempo adicionou-se ao meio de cultivo 50 mg (0,200ih das cetona% — 3dissolvidas em 300 uL de
DMSO. As reacdes foram mantidas sob agitacdo (80 82°C). Aliquotas foram retiradas em tempos
fixados e analisadas por cromatografia gasosazartilio-se coluna quiral de ciclodextrina. ¢ (%):

concentracdo determinada por GB(%): excesso enantiomérico; ca: configuragao aieol

Os resultados da reducéo biocatalitica das iodofereinasl — 3com a bactéria
Bt-01 apresentaram excelentes seletividades, poaonois4 — 6 foram obtidos com
excessos enantiomeéricos superiores a 98% (Tahela 3)

Os resultados das reducdes das iodoacetoferiora8 com a bactéria Bt-01
foram semelhantes aos obtidos com a d&gdenella(Tabela 1). A reducdo de
iodoacetofenonal apds 8 dias de reacdo apresentou uma conversa@Dideno
respectivo alcool)-4 (Linha 2, Tabela 3). A reducao daiodoacetofenon2 também

continuou apresentando baixa conversao, sendo cestede 13% (Entrada 4, Tabela
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3). Enquanto que parapsiodoacetofenon& houve um pequeno acréscimo no valor da
conversao, atingindo um maximo de 20% (Linha 6 glaB).

Conclui-se que os resultados obtidos tanto pelacém com a alg8. tenella
quanto pela bactéria Bt-01 podem ser utilizadosa pestas reagfes. Entretanto a
limitacdo do uso destes biocatalisadores restréeges baixas concentragdes dos alcoois
formados. A baixa producdo dos alcodis pode sesiatada por diferentes fatores,
como por exemplo, baixa concentracdo da enzimap@$0s biocatalisadores (alga e
bactéria Bt-01) e condi¢Bes reacionais.

As reacdes de reducao das iodoacetofenbra8também foram realizadas com
a bactéria Br-01 isolada da alBastrychia radicansOs resultados para estas reagdes
estdo sumarizados na tabela 4. Pode-se observaraqugo-iodoacetofenonal
apresentou uma boa converséo e alto excesso anaritio para o alcool§-4 (Linha
2, Tabela 4). Inclusive este resultado foi supambobtido pela bactéria Bt-01(Linha 2,
Tabela 3).

A reducédo danriodoacetofenona foi similar tanto para a bactéria Br-01 quanto
para a bactéria Bt-01, ou seja, baixas conversdresnf obtidas (Linha 4, Tabela 4).
Contudo, estes resultados foram superiores aagoslbtom as algas.

A reducdo dap-iodoacetofenon88 com a bactéria Br-01 apresentou melhor
conversao, atingindo 48% (Linha 6, Tabela 4), goatwmparado com a bactéria Bt-01
gue foi de 20% (Linha 6, Tabela 3).

Na figura 8 tém-se o cromatograma da reacao-@oacetofenond com a
com a bactéria Br-O1 obtido por cromatografia gas@n coluna quiral de

ciclodextrina.
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Tabela 4. Reducéo de iodoacetofenonhs- 3 com a bactéria Br-O1 isolada da alga

marinhaBostrychia radicans

o OH

X bactéria Br-01 X )

‘ isolada deB. radicans ‘

AF AF

orto-l (1) ! orto-l (4)

metal (2) metal (5)

parea-l (3) paral (6)
Linhas Cetonas Tempo (dias) c (%) c (%) ee(%)

cetonas alcoois alcoois (ca)

1 o-iodo 4 97 3 99
2 8 54 46 99 (9
3 miodo 4 98 2 99 (9
4 8 83 17 99 (9
5 p-iodo 4 96 4 99 (9
6 8 52 48 99 (9

Condicdes reacionais: em frascos erlenmeyers dem25fi adicionado o meio de cultura de extrato de
malte 2% em 100 mL de agua do mar artificial (pH@®)Itivou-se a bactéria por 2-3 dias em agitacdo
orbital (150 rpm, 32C). ApGs este tempo adicionou-se 50 mg (0,20 maed)cetonas — 3dissolvidas
em 300 pL de DMSO. As reacbes foram mantidas sditacdg (150 rpm, 32C). Aliquotas foram
retiradas em tempos fixados e analisadas por cograia gasosa utilizando-se coluna quiral de
ciclodextrina. ¢ (%): concentracdo determinada@®@r ee (%): excesso enantiomérico; ca: configuracdo

absoluta.
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REDUCAO DE ORTO-ACETOFENONAS COM A ALGA MARINHA

Bostrychia tenella

Embora os resultados alcangados nas reducdesdizcetofenonas — 3com
as algas$. tenellae B. radicansforam interessantes, observou-se que ocorreraxadai
conversoes, principalmente quando o substituirde &stava ligado nas posicdesta
e para do anel aromatico. Assim, resolveu-se ampliar segtstudos com novos
substratos contendo diferentes substituintes, pa@mente na posicawto, uma vez
gue ao-iodoacetofenond apresentou melhores resultados, quando compacado®s
grupamentos em posicoe®tae para

As cetonas utilizadas foram selecionadas em funigdalisponibilidade e da
resolucdo enantiomérica dos alcodis em coluna lgquiraa vez que o objetivo deste
trabalho foi investigar o potencial enzimatico digas e dos microrganismos marinhos
na producdo de alcodis enantiomericamente puroseftas empregadas forano-a
fluoracetofenon&, o-cloroacetofenon&, o-bromoacetofenonf e ao-nitrocetofenona
10.

As reacdes enzimaticas com os novos derivadasadetofenonag — 10foram
conduzidas em frascos erlenmeyers de 250 mL ondaliseonou 100 mL de agua
esterilizada e a algB. tenella(5 g). As quantidades de cetonas adicionadas foram
cetona 0 mg; 0,36 mmol) 8 (50 mg; 0,32 mmol) 9 (50 mg; 0,25 mmol) 10 (50
mg; 0,30 mmol).

Apés o preparo das reacdes, os frascos foram margab agitagdo orbital (150
rpm, 32C). Amostras das reacdes foram retiradas em teggiesminados com pipetas

de Pasteur, filtradas, extraidas com acetato de etianalisadas por cromatografia
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gasosa com coluna capilar de ciclodextrina. Oslteetas destas reacdes encontram-se
sumarizados na tabela 5.

Tabela 5.Reducéo derto-acetofenonag — 10com a alga marinhBostrychia tenella

(o] OH
alga C)
Bostrychia tenella
R R
R=F(7) R = F(11)
Cl @) Cla2
Br @) Br (13
NG, (10) NG, (14)
Linhas Cetonas Tempo (dias) ¢ (%) c (%) ee(%)
cetonas alcoois alcoois (ca)
1 o-fldor 4 67 33 9y
2 8 48 52 959
3 o-cloro 4 93 7 995
4 8 80 20 989
5 o-bromo 4 95 5 99 (S)
6 8 90 10 999
7 o-nitro 4 100 0 0
8 8 87 13 999

Condicdes reacionais: em frascos erlenmeyers den25oram adicionados 100 mL de agua esterilizada,
a algaB. tenella(5 g) e 50 mg das cetonas- 10dissolvidas em 30QlL de DMSO. As reacdes foram

conduzidas em agitacdo orbital (150 rpm, €. Aliquotas foram retiradas em tempos fixados e
analisadas por cromatografia gasosa utilizandostgna quiral de ciclodextrina. ¢ (%): concentracédo

determinada por CGee(%): excesso enantiomeérico; ca: configuracéo alesol

De acordo com os dados obtidos observaram-se taralb@snseletividades para
os alcolisll — 14 Entretanto, para a-fluoracetofenona7 ocorreu um pequeno
decréscimo no excesso enantiomérico (Linha 2, &algl Enquanto que a&-
cloroacetofenon8, o-bromoacetofenon@ e o-nitroacetofenond 0 foram reduzidas nos
respectivos alcodis com excessos enantioméricexisngs a 98%, porém com baixas

conversoes (Linhas 4, 6, e 8, Tabela 5).
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Nas figuras 9 — 12 tém-se os cromatogramas dasaeto- 10e dos alcodis

racémicosll — 14obtidos por cromatografia gasosa em coluna cagdaniclodextrina.
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Figura 9. Cromatogramas obtidos por CG. (A) padré@dlaoroacetofenond
(B) padréo do 1-(2-fluorfenil)etanchc-11
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REDUCAO DE DERIVADOS DE ACETOFENONAS COM 0OS
MICRORGANISMOS ISOLADOS DA ALGA MARINHA

Bostrychia radicans

Como descrito em materiais e métodos anteriormeatdizou-se também as
reacOes de biocatalise com os microrganismos issldd alg8. radicans(bactéria Br-

01 e os fungos Br-09, Br-23, Br-27 e Br-61). Ascies de reducdo foram realizadas

com aso-acetofenonag - 10. Na tabela 6, encontram-se os dados das reagfes de

reducdo das-acetofenonag — 10com a bactéria Br-01.

Tabela 6. Redugcdo dev-acetofenonag — 10 com a bactéria Br-O1 isolada da alga

marinhaBostrychia radicans

9 OH

bactéria S

isolada deB. radicans

R R
R=F(7) R =F(11)
Cl® Cl @2
Br @) Br 3
NG, (10 NG, (14)
Linhas Cetonas Tempo c (%) c (%) ee(%)
(dias) cetonas alcoois alcoois (ca)
1 o-flior 10 27 73 99 (9
2 o-cloro 10 51 49 99 (9
3 o-bromo 10 5 95 99 (9
4 o-nitro 10 93 7 109

Condicdes reacionais: em frascos erlenmeyers dem25fi adicionado o de meio de cultura de extrato
de malte 2% (100 mL). Cultivou-se a bactéria Brpdt 2-3 dias em agitacédo orbital (150 rpm,°8J.

Apoés este periodo adicionou-se 50 mg das cetdragOdissolvidas em 300 uL de DMSO. As reacdes
foram mantidas em agitagdo orbital (150 rpm,°82. Aliquotas foram retiradas em tempos fixados e
analisadas por cromatografia gasosa utilizandostena quiral de ciclodextrina. ¢ (%): concentragdo

determinada por CGee(%): excesso enantiomeérico; ca: configuracéo aitesol
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A bactéria Br-01 reduziu asrto-acetofenona3 — 9 com excelentes excessos
enantioméricos e com boas taxas de conversdesad.ihh 3, Tabela 6). Enquanto que
a p-nitroacetofenond0 foi discretamente reduzida, obtendo-se 7% de ceéwves 10%
de excesso enantiomérico para o correspondentel &omado (Linha 4, tabela 6). O
melhor resultado foi cora-bromoacetofenong, pois foi reduzida no alcooB)-13 com
95% de conversao e 99% de excesso enantioméricwltge que a bactéria Br-01
isolada da alga marintostrychia radicansem potencial para reduzir derivadosode
acetofenonas. Assim, este trabalho demonstra goesea por novas enzimas para
atuarem como biocatalisadores é promissor.

Ainda, dando continuidade aos trabalhos, reacdes reducdo das
iodoacetofenonak — 3e orto-acetofenonag — 10foram realizadas com as linhagens de
fungos (Br-09, Br-23, Br-27 e Br-61) isolados dgad. radicans

As reacOes de biocatalise foram realizadas fazeadis in6culos dos fungos em
meio de cultura liquido de extrato de malte 2%. Apccrescimento dos fungos por 3
dias em agitacdo orbital adicionaram-se 50 mg da&mnas { — 3e 7 -10 dissolvidas
em dimetilsufoxido (DMSO). As reacdes foram margidab agitacdo e temperatura
controladas (150 rpm, 3ZC). Aliquotas foram retiradas em tempos determisaglo
analisados por cromatografia gasosa utilizandomseodfase estacionaria coluna quiral
de ciclodextrina. Os resultados obtidos estdo saados nas tabelas 7 e 8.

As linhagens de fungos Br-09 e Br-61 catalisaramreducdo dao-
iodoacetofenona no correspondente alcod)¢11 com excelentes valores de excessos
enantioméricos (Linhas 1 e 4, Tabela 7). Entretantonverséo do alcodR)f-11 com a
linhagem Br-09 foi superior a linhagem Br-61 (Lisha e 4, Tabela 7). Este alcool

apresentou seletividade anti-Prelog, pois sua gordcéo absoluta fét.
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A reacao dg-iodoacetofenon& com a linhagem Br-09 apresentou altos valores
de conversdo e excesso enantiomérico para o al@d4 (Linha 3, Tabela 7).
Contudo, com a linhagem Br-61 ocorreu um acentulnéscimo na conversao e na
seletividade (Linha 6, Tabela 7). Nestes experiognhdo foram realizadas reacdes

com am-iodoacetofenon@ com os fungos Br-09 e Br-61.

Tabela 7.Reducéo de iodoacetofenorias 3com os fungos Br-09 e Br-61 isolados da

alga marinh@ostrychia radicans

(o] OH
‘ N fungos isolados ‘ N
® A deBostrychia radicans A Rou®
) e
paral (3) paral (6)
Linhas Cetonas Tempo c (%) c (%) ee(%)
(dias) cetonas alcoois alcoois (ca)
Fungo Br-09
1 o-iodo 10 0 100 29 R
mriodo - - - -
p-iodo 10 2 98 99
Fungo Br-61
4 o-iodo 10 32 68 9 R
5 mriodo - - - -
6 p-iodo 10 70 30 42 (S

Condicdes reacionais: em frascos erlenmeyers dem25fi adicionado o meio de cultura de extrato de
malte 2% em agua do mar artificial (100 mL). Cwdtam-se os fungos por 2-3 dias em agitacéo orbital
(150 rpm, 32C). Apbs este tempo adicionou-se 50 mg (0,20 mauas)cetonas — 3dissolvidas em 300
pL de DMSO. As reagbes foram mantidas em agitagédab (150 rpm, 32°C). Aliquotas foram
retiradas em tempos fixados e analisadas por cograta gasosa utilizando-se coluna quiral de
ciclodextrina. ¢ (%): concentracao determinada@®@r ee (%): excesso enantiomérico; ca: configuragao

absoluta.
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As reacdes com as-acetofenonas/ -10 apresentaram bons resultados de
conversoes e seletividades com as quatro linhadgigngos utilizadas. Os resultados
destas reacdes estdo sumarizados na tabela 8.

O fungo Br-09 reduziu todas as-acetofenonas7 — 10 com excelentes
conversdes (Linhas 1 - 4, Tabela 8). Este foi fufigioque apresentou melhores
conversdes para todos os substratos utilizados eworiér deste trabalho. As
seletividades também foram excelentes, sendo wgasiores a 98%, exceto para-a
fluoracetofenond@ que foi de 42% (Linha 1, Tabela 8).

O fungo Br-23 também apresentou excelentes corees@eletividades para as
reacdes que catalisaram (Linhas 5 - 8, Tabelax8gte para a-cloroacetofenon8 que
apresentou uma baixa conversdo no alcool (Linh@abgela 8). Este fungo também
apresentou uma boa seletividade para o alceftliorfeniletanol 11, cujo excesso
enantiomérico foi de 90% (Linha 5, Tabela 8).

O fungo Br-27 apresentou um resultado similar aoranganismo Br-23, ou
seja, bons valores de seletividades e conversOes gm reacdes, exceto pava
cloroacetofenonad, cuja conversao foi de 4% (Linhas 9 -12, Tabela @)o-
bromofeniletanoll3 foi o Unico alcool obtido com configuracdo absal® com os
fungos Br-23 e Br-27.

O fungo Br-61 reduziu com boas seletividades e ewmdes ao-
fluoracetofenon& e ao-nitroacetofenond 0. Enquanto a-cloroacetofenon8& e ao-
bromoacetofenon@ ndo foram convertidas.

A o-fluoracetofenonat foi o Unico substrato que levou a um decréscimo no
excesso enantiomérico do alcod)-8 formado, possivelmente devido ao menor

tamanho do &tomo de flior em posigéto.
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Na figura 14 tem-se 0s cromatogramas das reacOesediecdo dao-
fluoracetofenon& e o-nitroacetofenond 0 obtidos com o fungo Br-09 isolado da alga

marinhaB. radicans

Tabela 8.Reducdo de-acetofenonag — 10com os fungos Br-09, Br-23, Br-27 e Br-61 isoladasalga

marinhaBostrychia radicans

®

fungos isolados

Bostrychia radicans
R

R =F(7) R =F(11)
Cl® Cl @2
Br @) Br 3
NGO, (10) NG, (19
Linhas Cetonas Tempo c (%) c (%) ee(%)
(dias) cetonas alcoodis alcodis(ca)
Fungo Br-09
1 o-flior 10 1 99 429
2 o-cloro 10 0 100 999
3 o-bromo 10 0 100 9y
4 o-nitro 10 10 90 9299
Fungo Br-23
5 o-fldor 10 23 77 909
6 o-cloro 10 92 8 999
7 o-bromo 10 4 96 IR)
8 o-nitro 10 8 92 989
Fungo Br-27
9 o-flior 10 1 99 809
10 o-cloro 10 96 4 9299
11 o-bromo 10 24 76 IR
12 o-nitro 10 30 70 999
Fungo Br-61
13 o-fldor 10 17 83 999
14 o-cloro 10 100 0 -
15 0-bromo 10 100 0 -
16 o-nitro 10 70 30 999

Condicdes reacionais: Em frascos erlenmeyers der25fbi adicionado o meio de cultura de extrato de
malte 2% em agua do mar artificial (100 mL). Cwdtiem-se os fungos por 2-3 dias em agitacédo orbital

(150 rpm, 32°C). ApOs este tempo adicionou-se 50 mg das cetbrad0dissolvidas en800 pL de
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DMSO. As reagOes foram mantidas em agitacéo orfdi&0 rpm, 32°C). Aliquotas foram retiradas em
tempos fixados e analisadas por cromatografia gastilizando-se coluna quiral de ciclodextrina%e):(

concentracdo determinada por G&8(%): excesso enantiomérico; ca: configuracao aleol

5. u\/'(” 10,000)
(A)

OH
4.0
3.5]
3.0
2.5 F
2.0
15
1.0
0.5
0.0p———
-0 25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 30.0 min
S_Guglxlf)ﬂ )
®)
4.
3.5]
3.0)
2.5 OH
2.0
15
1.

NO,

0.5 —k
o.o’} A
0 25 50 75 10.0 125 150 175 20.0 235 250 275 30.0 325 35.0 min

Figura 14. Cromatogramas obtidos por CG das reacdes de @dogd o fungo Br-09 isolado da alga

radicanscom 10 dias de reac¢do. (&)fluorfeniletanol7 (B) o-nitrofeniletanol10
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REDUCAO DE DERIVADOS DE ACETOFENONAS COM FUNGOS

ISOLADOS DA ALGA Sargassum sp.

O isolamento dos fungos da al§argassunsp. estdo descritos em materiais e
métodos.Foi realizada uma triagem com quatro fuli§d$A2-C, SMA2-8, SMA2-58,
SGPY-41) isolados da aldggargassunsp. frente a-acetofenona3 — 1Q Realizaram-
se os cultivos dos microrganismos em 100 mL de mieiextrato de malte 2% por 2-3
dias. Posteriormente adicionaram-se 50 mgodasetofenonag — 10solubilizadas em
300 uL de dimetilsulfoxido. As reacdes foram mantidab agitacdo (150 rpm, 3X)
por 10 dias. ApOs este periodo as reacdes foramaigas com acetato de etila e
analisadas por cromatografia gasosa utilizandoetena quiral de ciclodextrina. Os

resultados obtidos estdo sumarizados na tabela 9.
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Tabela 9.Reducao de-acetofenonas — 10com fungos isolados da alga marirgsrgassunsp.

0 OH
fungos isolados (R ou ©
R algaSargasssump R
R=F(7) R =F(11)
Cl @) cl @2
Br @) Br (13)
NG, (10) NO, (14)
Linhas Cetonas Tempo c (%) c (%) ee(%)
(dias) cetonas alcoodis alcodis (ca)
Fungo SMA2-C
1 o-fltior 10 2 98 80R)
2 o-cloro 10 22 78 999
3 o-bromo 10 93 7 9
4 o-nitro 10 95 5 999
Fungo SMA2-8
5 o-fltor 10 15 85 94R)
6 o-cloro 10 2 98 999
7 o-bromo 10 54 46 9%y
8 o-nitro 10 85 15 989
Fungo SMA2-58
9 o-flior 10 2 98 779
10 o-cloro 10 3 97 9299
11 o-bromo 10 68 32 9y
12 o-nitro 10 90 10 989
Fungo SGPY-41
13 o-fldor 10 2 98 809
14 o-cloro 10 22 78 999
15 o-bromo 10 93 7 995
16 o-nitro 10 95 5 989

Condicdes reacionais: em frascos erlenmeyers dem25fi adicionado o meio de cultura de extrato de

malte 2% em agua do mar artificial (100 mL). Cwdtiem-se os fungos por 2-3 dias em agitacéo orbital

(150 rpm, 32°C). ApOs este tempo adicionaram-se 50 mg das ceforalOdissolvidas em 300 pL de

DMSO. As reacdes foram mantidas em agitacdo oris0 rpm, 32°C). Aliquotas foram retiradas em

tempos fixados e analisadas por cromatografia gasiiizando-se coluna quiral de ciclodextrina%e):(

concentracao determinada por @&8{%): excesso enantiomérico; ca: configuracao alesol
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Todos os fungos isolados da ag@rgassunsp. (SMA2-C, SMA2-8, SMA2-58,
GPY-41) catalisaram a reducgdo ddluoracetofenona/7 com excelente conversao,
porém, 0s excessos enantioméricos foram infera@8% para o correspondente alcool
(R)-11 (Linhas 1, 5, 9 e 13, Tabela 9). Todos os fungeartem a formacéo preferencial
do R-enantidbmero.

Os fungos SMA2-C e GPY-41 catalisaram a reducao-daroacetofenond®
com menores conversdes que os fungos SMA2-8 e SB&8APorém todos forneceram
altos excessos enantioméricos para o al®elZ (Linhas 2, 6, 10 e 14, Tabela 9).

O melhor resultado da cetormmbromoacetofenona foi obtido com o fungo
SMA2-8, com conversfes de 46% ao respecti8dS)-alcool, com 99% de excesso
enantiomérico (Linha 7, Tabela 9).

Concluiu-se através destes experimentos que osodfugigos isolados da alga
Sargassumsp. catalisaram a reducdo desacetofenonas/ — 10 em diferentes
conversoes e seletividades.

Na figura 15 tém-se o0s cromatogramas das reacOesediecdo dao-
cloroacetofenona8 obtidos com os fungos SMA2-8 e SGPY-41 isoladosalim

marinhaSargassunsp.

o

uV(x10,000]
Chromatogrfdm

4.5
4.0
3.5
3.0

OH

2.5

15

10 Cl

0.00——m—

25 5.0 75 10.0 125 15.0 175 20.0 225 25.0 275 30.0 min
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_UV(x10,000)
Chromatogral

w |l (B)

o OH
1.25
1.0
€]
0.75
05 cl -

7 N

25 5.0 75 10.0 125 150 175 20.0 225 250 2715 30.0 min

Figuras 15.Cromatogramas obtidos por CG das reacdesdlaroacetofenon& com fungos isolados da

algaSargassunsp com 10 dias de reacao (A) fungo SMA2-8 (B) tuBgPY-41

REDUCAO DE a-TRIFLUORMETILCETONAS COM FUNGOS MARINHOS

Nesta parte do trabalho realizou-se a reducaotdea® 1,3-dicarboniladd$
— 16 com fungos marinhos. Os fungos foram isolados esgonjas marinhas
Chelonaplysilla erectae Geodia corticostylifera As espécies utilizadas foram o
Aspergillus sydowiiCel5, Aspergillus sydowiiCel9, Aspergillus sydowiiGcl2,
Bionectria sp Ce5, Penicillium raistrickii Cel6, Penicillium miczynskiiGe5 e o
Trichodermasp Gcl.

Na figura 16 tém-se as fotos de alguns fungos tnasincultivados no

laboratorio e utilizados neste trabalho.
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Periditm raistrickii Cel6

Figura 16. Colénias de fungos marinhos cultivadas em exttatmalte 2%
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Os fungos foram cultivados por 5 dias em frascésnereyer de 250 mL,
contendo 100 mL de extrato de malte 2% preparad@gum do mar artificial. Apds
este periodo adicionou-se 50 mg das cetdifas- 16 dissolvidas em 300 uL de
dimetilsulfoxido. As reacgdes foram mantidas em aggio orbital. Aliquotas foram
retiradas em tempos fixados e analisadas por comradia gasosa acoplada por
cromatografia gasosa quiral. Os dados das reagdesddicdo estdo sumarizados nas
tabelas 10 e 11.

Tabela 10.Reducéo da-trifluormetilcetonal5 com os fungos marinhos

(0] (0] (0] OH

O .
fungos marinhos

¢}
) s A

Linhas Tempo c (%) c (%) ee(%)

(dias) cetona alcool alcool (ca)

Aspergillus sydowiCel19

1 4 86 24 61R)
2 7 5 95 70R)
Aspergillus sydowiGc 12

4 44 56 81R)

3 97 87R
Penicillium raistrickiiCel16

4 85 15 20R

6 7 - 100 20R)
Penicillium raistrickii Gc5

7 4 10 90 85R)

8 7 2 98 87R)

Condicdes reacionais: em frascos erlenmeyers dem25fi adicionado o meio de cultura de extrato de
malte 2% em agua do mar artificial (100 mL). Cwtem-se os fungos marinhos por 5 dias sob agitacao
orbital (150 rpm, 32C). Apds este tempo adicionou-se ao meio de culiivong (0,24 mmol) da cetona
15 dissolvida em 300 pL de DMSO. As reacdes foramtitias sob agitacao orbital (150 rpm, 32).
Aliquotas foram retiradas em tempos fixados e aad#s por cromatografia gasosa utilizando-se coluna
quiral de ciclodextrina. ¢ (%): concentracdo deteatta por CGee (%): excesso enantiomérico; ca:

configuracdo absoluta.
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Como observado na tabela 10 todos os fungos marirdtuziram a cetonkb
no correspondente alcooR)17. Os fungos marinho#&spergillus sydowiiGec 12 e
Penicillium raistrickii G¢c5 isolados da esponfaeodia corticostyliferaforam os que
reduziram melhor o grupa-trifluormetilcarbonilico da cetond5 fornecendo altas
conversdes e bons valores de excessos enantiog@aca 0 alcoolR)-17 (Linhas 4 e
8, Tabela 10). Enquanto os funglspergillus sydowiiCel9 ePenicillium raistrickii
Cel6 isolados da esponfzhelonaplysilla erectaapresentaram menores seletividades
para o alcoolR)-17 com 7 dias de reacao (Linhas 2 - 6, Tabela 10).

As reducdes catalisadas pelas enzimas dos fungoseseamparam
regiosseletividade e estereosseletividade, pois@csomente a reducdo do grupo
trifluorocarbonilico del5 e com a formacéo preferencial 8enantibmero do alcool
17. A configuracdo absoluta do alco®){17 foi determinada por comparacdo com a
rotacdo descrita na literatura (Parte Il, Matersaldétodos). Neste caso, as enzimas dos
fungos marinhos promoveram o ataque pela faada cetonal?, formando o alcool

com configuracaoR), de acordo com a regra de Prelog (Figura 17).

ataque pela
facesi facesi
o]
fungos
marinhos
OH o]

ataque pela o
facere cr (9 \ /

17

Figura 17. Regra de Prelog para a reducéo da cet@na

com fungos marinhos
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As reac0Oes de reducgédo da cetdodoram realizadas com os fungos marinhos
Bionectria sp Ceb,Penicillium raistrickii Ge5 e Trichodermasp Gcl (Tabela 11).
Todos os fungos reduziram o grupetrifluormetilcarbonilico com boa seletividade,
sendo que os melhores resultados foram com os suPgoaicillium raistrickii Ge5 e
Trichodermasp Gcl (Linhas 4 e 6, Tabela 11). O furgjonectriasp Ce5 foi o que
apresentou menor conversao (Linha 2, Tabela 11).

As reducdes promovidas pelas enzimas destes fuagusem foram regio- e
estereosseletivas, pois ocorreu somente a reducgoudoa-trifluorocarbonilico del6
obtendo preferencialmente um enantibmero do alt@oAté o presente momento nao
foi determinada a configuracdo absoluta do &l&é@ol

Tabela 11.Reducéo da-trifluormetilcetonal6 com os fungos marinhos

o} O (0] OH

CF3 CF4
18

fungos marinhos

Linhas Tempo c (%) c (%) ee(%)

(dias) cetona alcool alcool (ca)

Bionectriasp Ce5

1 4 96 4 70
2 7 58 42 78
Penicillium raistrickii Gc5
4 42 58 60
37 63 75
Trichodermasp Gcl

5 4 88 12 21
6 7 28 72 73

Condicdes reacionais: em frascos erlenmeyers dem25fi adicionado o meio de cultura de extrato de
malte 2% em agua do mar artificial (100 mL). Cutam-se os fungos marinhos por 5 dias em agitacéo
orbital (150 rpm, 32C). Apos este tempo adicionou-se 50 mg (0,19 mu@lyetondl6 dissolvida em
300 puL de DMSO. As reac¢fes foram mantidas em atagbital (150 rpm, 32C). Aliquotas foram

retiradas em tempos fixados e analisadas por cograta gasosa utilizando-se coluna quiral de
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ciclodextrina.c (%): concentracdo determinada p@r €& (%): excesso enantiomérico; ca: configuracédo

absoluta ndo determinada.

Na figura 18 tém-se os cromatogramas da dicet®ma do &lcool racémica?
obtidos por cromatografia gasosa em coluna cagdaniclodextrina.

Na figura 19 tém-se os cromatogramas das reacOesddeédo da dicetonkb
obtidos com os fungos marinhBenicillium raistrickii Ge5 eAspergillus sydowiCel9.

Na figura 20 tém-se os cromatogramas da dicet@ma do &lcool racémica8
obtidos por cromatografia gasosa em coluna cagdaniclodextrina.

Na figura 21 tém-se os cromatogramas das reacdesddedo da dicetonk6

obtidos com os fungos marinhBenicillium raistrickii Gc5 eBionectriasp Ceb5.

(A)

%5 LT ] i% L] [E L] [E] o5 T ] -] =i 1 1] s
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(B)
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) E7] () -r L) wr Y = [ oy e

Figura 18. Cromatogramas obtidos por CG. (A) padréo da dizeté
(B) padréo do alcoahc-17
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Figura 19. Cromatogramas obtidos por CG das reacdes da daEbiecom fungos marinhos

com 7 dias de reacao (Renicillium raistrickii Ge5 (B)Aspergillus sydowiCel19
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Figura 20. Cromatogramas obtidos por CG. (A) padréo da dizel6
(B) padréo do alcoohc-18
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Figura 21. Cromatogramas obtidos por CG das reag¢des da daEbacom fungos marinhos

em 7 dias de reacao (Renicillium raistrickii Gc5
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As cetonas dicarboniladas5 - 16 também foram submetidas as reacdes
biocataliticas com as alg&ostrychia tenellae Bostrychia radicansOs resultados das
reacOes estdo sumarizados nas tabelas 12 e 13.

Em todos os casos as algastenella e B. radicansatalisaram as reagdes de
reducdo das cetondd — 16com altas seletividades, porém com baixas congersd
(Tabelas 12 — 13). Os baixos valores de convergédem ser em funcdo da baixas

guantidades enzimas presentes nas algas.

Tabela 12.Reducéo da-trifluormetilcetonal5 com as algas marinhas

O O (@] OH

O .
algas marinhas

O
L J L) we

Linhas Tempo c (%) c (%) ee(%)
(dias) cetona alcool alcool (ca)

Bostrychia tenella

1 4 96 4 9 R

2 8 90 10 9R)
Bostrychia radicans

3 4 89 11 9R)

4 8 78 22 9R)

Condig6es reacionais: em frascos erlenmeyers den25@i adicionada agua esterilizada (100 mL), alga
B. tenellaou B. radicans(5 g), a-trifluormetilcetonal5 dissolvida em 30QL de DMSO. As reacdes

foram mantidas sob agitacdo orbital (150 rpm,°@2 Aliquotas foram retiradas em tempos fixados e
analisadas por cromatografia gasosa utilizandostena quiral de ciclodextrina. ¢ (%): concentragédo

determinada por CGee(%): excesso enantiomeérico; ca: configuracéo aitesol
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Tabela 13.Reducéo da-trifluormetilcetonal6 com as algas marinhas

o} O (0] OH

CF3 CF3

algas marinhas

Linhas Tempo c (%) c (%) ee(%)
(dias) cetona alcool alcool (ca)

Bostrychia tenella

88 12 99

2 8 82 18 99
Bostrychia radicans

3 4 91 9 99

4 8 87 13 99

Condig6es reacionais: em frascos erlenmeyers den25@i adicionada agua esterilizada (100 mL), alga
B. tenellaou B. radicans(5 g), a-trifluormetilcetonal6 dissolvida em 30QL de DMSO. As reacdes

foram mantidas sob agitacdo orbital (150 rpm,°@2 Aliquotas foram retiradas em tempos fixados e
analisadas por cromatografia gasosa utilizandostena quiral de ciclodextrina. ¢ (%): concentragdo

determinada por CGee(%): excesso enantiomérico; ca: configuracéo altesaoldo determinada.
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CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo deste trabalho foi realizar reacfesathicdo de cetonas proquirais
com novos biocatalisadores. Apesar da grande eédetid costa maritima no pais, 0
potencial biocatalitico de organismos marinhos s bactérias, algas) é pouco
explorado. Neste sentido, o estudo realizado temoitancia no que se refere ao
emprego de algas e microrganismos marinhos conmuatailisadores, tornando-se um
trabalho pioneiro.

Os resultados obtidos podem ser comparados condosstrealizados na
literatura. Por exemplo, cinco espécies de algasnhes foram estudadas em reacdes
com derivados de acetofenonas. As algakrella minutissimaNannochloris atomus,
Porphyridium purpureunDunaliella parvae Isochrysis galbanaatalisaram a reducéo
de cetonas com diferentes conversdes e seletigd@dacetofenona foi reduzida no
feniletanol apés 5 dias de incubacdo com conversfies65% e com excesso
enantiomérico de 15% com a algaminutissimgHook et al, 2003). Enquanto que a
p-metilacetofenona e prhidroxiacetofenona nem sequer foram reduzidas gigaC.
minutissima(Hook et al, 2003). Estes resultados, de certa forma, sadasa®m aos
obtidos com as algd3. tenellae B. radicans uma vez que de acordo com a estrutura

dos substratos variou-se a seletividade e as cede®das reacdes.
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CONCLUSOES

Neste trabalho foram realizadas reacdes de reddedeetonas utilizando
diferentes organismos marinhos como biocatalisad¢atgas, fungos e bactérias).
Foram utilizados como substratos sete derivadacdmfenonasl(-3e7 — 10 e duas
cetonas 1,3-dicarboniladasy— 1§.

As algasB. tenellae B. radicansforam utilizados nas reagfes de reducédo das
cetonasl -3, 7 — 10e 15 - 16 e levaram a formacao dos correspondentes alcoais
excelentes seletividades, contudo observaram-sestagiconversoes.

Também foram isoladas no laboratério as bactérte®1Be Bt-02 das algaB.
tenella e B. radicans respectivamente. Estas bactérias promoveram dagdes de
derivados de acetofenonds-Be 7 — 10, cujos resultados foram similares aos obtidos
com as algas, ou seja, altos excessos enantioméricaixas conversoes.

Ainda, realizaram-se as reacOes de reducdo dasasetp -3 e 7 — 10
utilizando-se quatro linhagens de fungos isoladesalda Sargassunsp. Os fungos
(SMA2-C, SMA2-8, SMA2-58, SGPY-41) catalisaram a&magdes de reducao das
cetonas aos respectivos alcodis com diferentesecedes e seletividades.

Realizaram-se as reduc¢des de duas cetonas didadamcom sete linhagens
de fungos marinhosAépergillus sydowiCel5,Aspergillus sydowiCel9,Aspergillus
sydowii Gc12,Bionectriasp Ceb,Penicillium raistrickii Cel6,Penicillium miczynskii
Gc5 e oTrichodermasp Gcl). Todos 0s micro-organismos promoveramdacéo
regiosseletiva e estereosseletiva das cetonadvbdibadas. Observou-se que o grepo
trifluorocarbonilico foi reduzido preferencialmengen boas conversoes e seletividades.

Ainda, as algas marinhasBostrychia radicans e Bostrychia tenella

demonstraram bom potencial biocatalisador paratengho de )-alcodis em reacdes
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com derivados de acetofenonas. Através dos ressltalitidos, concluiu-se que as
algas e seus micro-organismos associados tém patgaca serem utilizados como
biocatalisadores em reacdes de reducéo. Portatés, @ganismos podem ser fontes de
novas enzimas para processos biotecnolégicos. tedtalho foi o primeiro estudo

realizado no pais envolvendo algas marinhas ems@merganismos associados.
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BIOCATALISADORES DE ORIGEM MARINHA (ALGAS,
BACTERIAS E FUNGOS) PARA REDUCAO ESTEREOSSELETIVA

DE CETONAS
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