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RESUMO

INTERMEDIARIOS SINTETICOS VERSATEIS,
ENANTIOMERICAMENTE PUROS, OBTIDOS POR BIOCATALISE

Regina Aparecida Correia Gongalves

QOrientadora: Profa. Dra. Anita Jocelyne Marsaioli

'O trabalho apresentado nesta tese refere-se a avaliagdo da atividade
enzimatica de microrganismos pertencentes a Colegdo de Culturas Tropicais da
Fundacgdo Tropical “André Tosello” e de outros isolados de ambientes especificos,
visando sua aplicacio em transformagdes orgénicas preparativas.

O primeiro capitulo descreve o isolamento de microrganismos de ambientes
especificos: solo e abelhas Trigona sp. Foram isoladas 35 bactérias do solo de cana-
de-aglicar previamente tratado com cicloexanodiol e das abelhas Trigona sp, que
coletavam resina floral de Clusia, material com atividade antibiética conhecida, 17
fungos foram isolados.

Os procedimentoé do plano de sintese dos 8 substratos e produtos racémicos
ndo comerciais foram elaborados e estdo descritos no segundo capitulo. Os
derivados da ciclobutanona foram utilizados para monitorar a atividade enzimatica
dos microrganismos isolados de ambientes especificos € da Colegdo de Culturas
Tropicais da Fundagio Tropical “André Tosello”. As bactérias isoladas do solo
‘apresentaram atividade de oxidoredutase, enquanto os fungos isolados de abelhas
Trigona sp, biotransformaram os derivados da ciclobutanona em derivados do

" ciclobutanol e em derivados da y-butirolactona. Uma atividade de Baeyer Villigerase
significante estd presente nos microrganismos Curvularia lunata CCT 5629 e

' .Aspergillus niger CCT 5559. Estes resultados estdo descritos no capitulo 3.

0 -capitulo 4 descreve reaghes biocatalisadas que produzem compostos de

interesse. Redugdo da 4-metil-heptano-3,4-diona com células integras da Serratia
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rubidaea CCT 5732 e de Aspergillus terreus CCT 3320 conduz a sintese de
intermedidrios chaves dos feroménios (+)-“Sitophilure” e (-)-“Stegobiol” via
biorredugdo com alto enantio e diastereosseletividade. A Serratia rubidaea CCT
5732 foi eficiente na redugdo enantiosseletiva de P-cetoéster. O caminho
estereoquimico da reacdo pode ser explicado através da atividade conjunta de duas
enzimas, enolase ¢ oxidoredutase, resultando numa resolugdo dindmica parcial com
racemizacéo “in situ”.

Finalmente, a Serratia rubidaea foi suportada numa matriz inorganica de
Silica-Titania (Si0,/TiO;) preparada pelo processo sol-gel, visando disponibilizar as
células integras de Serratia rubidaea como um reagente quimico com um tempo de
prateleira de pelo menos alguns meses. Este objetivo foi alcangado e as células
suportadas foram ativas por 2 meses com manutencdo da enantio e

diastereosseletividade.



ABSTRACT

ENANTIOMERICALLY PURE VERSATILE SYNTHETIC
INTERMEDIATES VIA BIOCATALYSIS

Regina Aparecida Correia Gongalves

Adviser: Profa. Dra. Anita Jocelyne Marsaioli

The work presented in this thesis refers to the evaluation of the enzymatic
activity of microorganisms from the Culture Collection of the “Fundacdo Tropical
André Tosello” and others isolated from specific environments, with a view to their
appplication for preparative organic transformations.

The first chapter describes the isolation of microorganisms from two specific
environments: soil and Trigona sp bees. Thus, 35 bacteria were isolated from sugar-
cane plantation soil previously treated with cyclohexanediol and from Trigona sp
bees,.collecting Clusia floral resin, material of known antibiotic activity, 17 fungi
were isolated.

| Proceeding according to plan the synthesis of 8 racemic noncommercial
substrates and products were ellaborated and are described in second chapter. The
cyclobixtanone derivatives were used to monitor the enzymatic activity of
microorganisms isolated from specific environments and from the Culture
Collection of the “Fundagio Tropical André Tosello”. The bacteria from the soil
mainly depicted oxidoreductase activity while the Trigona sp bees fungi
biotransformed cyclobutanone derivatives into cyclobutanol derivatives and into y-
butyrolactone  derivatives. A significant B.Villigerase activity exists in
microorganisms Curvularia lunata CCT 5623 and Aspergillus niger CCT 5559.
These results are described in chapter 3.
Chapter 4 \focus reactions producing compounds of interest. Therefore

reduction of 4-methyl-heptane-3,4-dione with Serratia rubidaea CCT 5732 and
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Aspergillus terreus CCT 3320 whole of cells led to the synthesis of (+)-Sitophilure
and (-)-Stegobiol pheromones key intermediate via bioreduction in high enantio and
diastereoselectivity. Serratia rubidaea CCT 5732 was also efficient in
enantioselective $-ketoester reduction. The reaction stereochemical pathway could
be explained by invoking the joint activity of two enzymes, enolase and
oxidoredutase , resulting in a dynamic resolution with “i sify “racemization.

Finally Serratia rubidaea was supported onto an inorganic matrix of Silica-
Titania (SiO,/Ti0,) prepared by sol-gel process viewing to transform the Serratia
rubidaea whole cells into a chemical reagent with a shelf time of at least some
months. This was indeed achieved and the supported cells were active for 2 months

with no detectable deterioration of the enantio and diastereoselectivity.
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Introducio

INTRODUCAO

A biocatélise transcende os tempos modemnos e vai até povos primitivos onde
os processos fermentativos eram utilizados para transformar uma matéria em outra.
As transformagdes microbianas tém sido utilizadas pelos humanos desde os tempos
antigos em panificagdo, laticinios e bebidas alcoolicas. Estas operagSes
biotecnologicas utilizavam culturas mistas de microrganismos e foram
primariamente direcionadas para areas da agricultura e nutrigio humana [1].

Uma das primeiras aplicagdes, cientificamente comprovada, utilizando uma
cultura pura de microrganismo foi a oxidagdo do etanol para o 4cido acético
promovida pelo microrganismo Bacterium xylinum e atribuida a lf'asteur em 1862
[2).

Atualmente as biotransformagSes s#io realizadas com culturas puras de
microrganismos, células de plantas, enzimas puras ou parcialmente purificadas e
representam um caminho para realizar modificagbes seletivas de compostos puros
em produtos finais definidos [3].

A quimica orginica moderna se apéia fundamentalmente sobre métodos
sintéticos altamente seletivos, especialmente os enantiosseletivos. Na tentativa de
melhorar o desempenho dos catalisadores, os quimicos procuram imitar a natureza

ou entio tentam fazer com que a natureza “trabalhe” segundo projetos
preestabelecidos. Neste sentido, as enzimas constituem biocatalisadores quimio,

regio e estereosseletivos sobre os seus substratos naturais € também para os néo

1
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naturais. Estas propriedades foram os fatores determinantes para o desenvolvimento
exponencial da utilizagdo de biocatalisadores na sintese orgénica atual (4-8].

As enzimas que tradicionalmente eram utilizadas no processamento de
alimentos, atualmente tém sido aplicadas na produgéio de farmacos quirais ¢ de
produtos agricolas sob forma enantiomericamente puros [9 — 13]. Por exemplo,
reacdes c;nziméticas sdo correntemente empregadas na produgio de ca. 1800
kilotoneladas por ano de intermediarios para industria farmacéutica [14 - 15].

Progressos biotecnoldgicos recentes concentram-se na otimizacdo de
microrganismos de interesse para obter linhagens com propriedades Gtimas, inibi¢do
seletiva de uma das enzimas competitivas, desenvolvimento de novas técnicas de
estabilizagdo de enzimas através da variagdo dos parimetros me_tabélicos pela
imObiiizag:éo, na biologia celular e molecular, originando novas ferramentas para
manipulagio de material genético para constru¢do de genes que expressem as
proteinas desejadas melhorando a seletividade das reagdes biocataliticas, eliminando
desta forma alguns problemas inerentes a biocatlise [16].

Dentro deste enfoque, nosso grupo implantou a pesquisa de
biotransforma¢des mediadas por enzimas de células microbianas integras. A
biotran'sfonnagﬁo seria a etapa chave numa cascata reacional levando a produtos
alvos enantiomericamente puros a partir de substratos racémicos ou aquirais.

Hé basicamente duas estratégias para realizar as biotransformacdes:

- utilizar enzimas puras ou parcialmente purificadas;
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- c€lulas de organismos vivos, usualmente células de microrganismos (bactérias,
leveduras e fungos filamentosos).

A utiliza¢8o de enzimas isoladas pode apresentar problemas, especialmente
enzimas intracelulares ou endoenzimas, que sdo aquelas que normalmente atuam
dentro das células em que foram sintetizadas. Muitas enzimas intracelulares sio
relativamente instiveis fora do ambiente celular no qual normalmente operam.
Conseqiientemente tais enzimas apresentam pouco valor como agentes para
biocatalise quando extraidas da fonte celular [17].

Algumas enzimas extracelulares ou exoenzimas, que atuam fora das células
que lhe deram origem (por exemplo, hidrolases), néio sdo dependentes de nenhum
tipo de cofator para promoverem a atividade catalitica. No entanto as enzimas
intracelulares, como por exemplo, as enzimas da classe oxidoredutase catalisam a
transferéncia de um hidreto com alta estereosseletivade e sdo dependentes de
cofatores. Os cofatores mais utilizados para estas redu¢des sdo 0o NADH ou NADPH
(Esquema 1). Ambos possuem dois hidrogénios diastereotopicos que podem ser
transferidos como hidreto para o substrato na forma oxidada (como aldeido, cetona,
imina ou dupla liga¢do). Estes substratos podem conter duas faces diastereotopicas
'ou eﬁantiotépicas (re ou si) no C-sp® a ser reduzido. Dependendo da redutase

'emj:regada, ¢ possivel controlar com alta especificidade o H a ser transferido, assim
como a-'face do substrato a ser atacada (Esquema 2). Nos organismos vivos estes
cofatores s3o reciclados por biotransformacgdes complementares [17 — 18] (Esquema

3).
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Esquema 2: Biorredugao de compostos carbonilicos e derivados.




Introducio

R'< R'H,

Esquema 3: Reag#@o de regeneracio do cofator nas céiulas.

Entretanto, a utilizagio de enzimas isoladas dependentes de cofatores
significa empregar cofatores extremamente caros [16] (NADH - U$ 500 por mol e
NADPH - U$ 200000 por mol) como co-substratos em quantidades
estequiométricas ou a necessidade de desenvolver um sistema compativel de
réciclagem de cofator “in vitro” para viabilizar o seu uso em sintese. Entretanto,
este processo também pode apresentar dificuldade de execugdo e ser dispendioso
{191, justiﬁcahdo desta forma a utilizagdo de células integras de microrganismos que
ja contém um sistema multienzimatico capaz de aceitar substratos ndo naturais,
todos os cofatores necessarios e 0s caminhos metabdélicos para sua regeneragdo.

As oxidoredutases sdo classificadas em trés categorias: desidrogenases,
oxigénases e oxidases [20]. Dentre essas, as 4lcoois desidrogenases sdo as enzimas
responsévéis pela catalise na reduglo estereosseletiva de compostos carbonilicos ¢
_derivaclbs. Estas enzimas podem ser obtidas a partir de microrganismos ou fontes

| animais. Durante o' processo de purificagdo, o cofator necessario, o nicotinamida

~ adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), ¢ desligado da proteina. Para recuperar a

5
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atividade catalitica enzimética, o cofator deve ser reposto. E impossivel usar
quantidade estequiométrica do cofator devido o alto custo do NADPH, sendo assim
quantidades cataliticas sdo utilizadas e a reciclagem do cofator é empregada
(Esquema 4).

Células microbianas integras sdo utilizadas em substitui¢do as desidrogenases
isoladas por possuirem desidrogenases multiplas que sdo capazes de aceitarem
substratos ndo naturais e a reciclagem de cofatores nfio é necessaria, ji que é
realizada automaticamente pelas células microbianas. Como conseqiiéncia, fontes de
carbono baratas tais como sacarose ou glicose podem ser utilizadas como substratos
auxiliares para as reagdes de redugGes assimétricas. Desta forma, todas enzimas e

co-fatores estdo bem protegidos em seu ambiente celular natural.

0O enzima
I desidrogenase H?/< H2
RV R? » R R

substrato /\ produto

NADPH NADP?*
+ H'

N

reciclar

Esquema 4: Reciclagem de NADPH nas reducdes catalisadas por enzimas.

Enzimas que catalisam a incorporagdc direta de oxigénio molecular em

moléculas orgénicas séio chamadas de oxigenases [21]. As reagBes de oxidagdo
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enzimaticas sdo particularmente interessantes, ja que a oxifuncionalizagdo de

substratos organicos ndo ativados permanece um desafio na quimica organica

sintética, principalmente com relagdo a regio e enantiosseletividade.
A transferéncia de oxigénio para moléculas orgénicas pode proceder-se

através de trés mecanismos distintos (Esquema 5):

- Monoxigenases incorporam um atomo de oxigénio a partir do oxigénio
molecular no substrato, o outro € reduzido & custa de um doador (usualmente
NADH ou NADPH) para formar agua [22];

- Dioxigenases incorporam simultaneamente os dois atomos do oxigénio
molecular no substrato, por isso sfo algumas vezes chamadas erroneamente de
oxigénio transferases;

- Oxidases catalisam principalmente a transferéncia de elétrons para o oxigénio
molecular, através da transferéncia de dois ou quatro elétrons, envolvendo
peréxido de hidrogénio ou 4gua como doador de oxigénio, respectivamente. Sob

o ponto de vista sintético as oxidases ndo s&o utilizadas extensivamente.
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monoxigenase
Sub + DoadordeH, + O, ——» SubO + Doador + H,O
T reciclagem de cofator
dioxigenase

Sub + O, — SubO,

oxidase N
) +2H

O, + 26 —» O —_—> HO;
+4H"

O, + 46 —» 20° —/—*> 2HO0

Esquema 5: Reacdes de oxidacdo enzimaticas.

As reagdes de oxidag@o de interesse sintético catalisadas por monoxigenases

sdo : hidroxilagdo, epoxidagdo, reagdes de Baeyer-Villiger, etc. (Esquema 6).
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Sub + O, + H'

monoxigenase
+ NADPH —s SubO + NADP" + H,0

' H OH
to OO

— (I'_: - —»
|
0
K R/Q Ry—X ——> Ry—X=0
' X=N,S, Se¢,P.
0 0
Rl)LRZ E—- R1>_ O‘R2
Substrato Produto Tipo de Reagéo Tipo de cofator
Alcano Alcool hidroxilaggo dependente de metal
 aromatico Fenol hidroxilago dependente de metal
Alceno Epoxido epoxidagéo dependente de metal
Hetéroétomo dxido do heterodtomo oxidac#o de heterodtomo dependente de flavina
Cetona Ester / lactona Baeyer - Villiger dependente de flavina

‘Esquema 6: Reagbes catalisadas por monoxigenases.

As monoxigenases sdo comumentes ligadas 2 membrana celular e portanto

dificeis de serem isoladas. Este fato e a necessidade de reciclagem do NADPH faz

com que a maioria das reagdes catalisadas por monoxigenases sejam realizadas por

células microbianas integras.

- . Reagdes de oxidagdo de Baeyer-Villiger (BV) de cetonas lineares e ciclicas,

que resultam na produgio de ésteres ou lactonas, sdo reagBes de oxidagdo

importantes na quimica orgénica. Aspectos estereoquimicos desta reagdo foram

9
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extensivamente estudados ao longo dos anos. Atualmente com a crescente demanda
- de moléculas quirais biologicamente ativas, é necessirio ampliar os métodos
disponiveis para oxidagio de BV assimétrica, pois somente recentemente foi
descrito BV assimétrica com algum sucesso [23].

Entretanto, estes procedimentos, que essencialmente implicam em reacdes
catalisadas por metal, demonstram uma baixa versatilidade e frequentemente
fornecem .produtos com pureza enantiomérica moderada. Por outro lado, o
envolvimento de uma etapa de oxidagdo de BV no caminho metabélico de muitos
microrganismos, mediada pela enzima conhecida por Baeyer-Villigerase (BVase),
permitiu realizar nos ultimos 10 anos a oxidagdo de BV assimétrica de virios
substx_'atos utilizando biocatalisadores muito promissores. Esta metodologia
deinonstrou ser um caminho eficiente para produzir lactonas enantiopuras, a partir
de cetonas ciclicas pro-quirais ou racémicas [24 — 27].

Neste cohtexto, a bactéria Acinetobacter calcoaceticus NCIMB 987.1 foi o
primeiro € mais estudado microrganismo e apresentava uma cicloexanona
monoxigenase (CHMO) que foi aplicada ao biciclo[3 .2.0]hepta-2en—6-ona [28]. Esta
réac;ﬁo atualmente € considerada um tipo de “rea¢do protétipo” para oxidagdo de BV
ﬁssimétrica enzimatica bem como quimica [29].

Nos 1ltimos anos, esta reagéio biocatalisada foi introduzida em sintese

orgﬁniCa,-'sua versatilidade e enantiosseletividade tém sido demonstrada através de

uma série de estudos [30 - 36].
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As Baeyer — Villigerases, enzimas que catalisam as rea¢bes de BV in vivo,
sdo flavoproteinas que estdo ligadas a coenzima denominada de flavina adenina
dinucleotideo (FAD) 1. O mecanismo de oxida¢do proposto por Kelly [36a] explica
a origem da enantiosseletividade e envolve a flavina 2, na forma reduzida, a qual é
oxidada por dioxigénio produzindo o hidroperdxido de flavina 3. A adigdo
nucleofilica na cetona 4 fornece o intermedidrio hidroxiperoxido 5 o qual se
rearranja para dar a lactona correspondente e a hidroxi-flavina 8. A eliminacéo de

agua completa o ciclo (Esquema 7).
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NADPH NADP*

R
| 1
N O
N N O e
=
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— NH N
6 N 4a 4
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Esquema 7: Mecanismo proposto por Kelly [36a] para reagdes de BV biocatalisadas.
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O alinhamento entre os orbitais ligantes e antiligantes favorece o rearranjo de
BV sob um rigoroso controle estereocletrénico fornecendo a lactona correspondente,

regio e enantiosseletivamente (Esquema 8).

Esquema 8: Estado de transi¢éo proposto por Kelly [36a] para o rearranjo de BV. Os orbitais

antiligantes sao mostrados como I6bulos sombreados.

Surpreendentemente, somente alguns outros biocatalisadores foram descritos

e estudados até o momento apesar das potencialidades promissoras de tais
bioxidagdes, portanto € de alto interesse o desenvolvimento de pesquisa de novas
- BVases que podem eventualmente serem complementares com relagdo ao substrato

e enantiosseletividade quando comparadas a bactéria A. calcoaceticus [26].
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OBJETIVOS

Neste contexto, o objetivo geral da nossa tese foi trabalhar com células
integras de microrganismos visando oxidoredutases de a¢do diferenciada , para tanto
iniciamos o trabalho selecionando linhagens de interesse.

Neste sentido, nossa estratégia de trabalho pode ser estabelecida nos
seguintes objetivos especificos:

= Selecionar e isolar microrganismos de ambientes especificos com Baeyer-
Villigerases e oxidoredutases;

s Sintetizar os substratos racémicos, pro-quirais e os padrdes racémicos para
monitoramento das reagSes biocatalisadas;

* Realizar a triagem dos microrganismos adequados para as reag¢des, a partir do
acesso a uma colecdo particular construida através do isolamento de
microrganismos de ambientes especificos ou uma colegdo de culturas com
linhagens puras isoladas do territoric Nacional pertencentes a Colegdo de
Culturas Tropicais da Fundagdo Tropical “André Tosello™;

»  Executar as reacdes biocataliticas com maior potencialidade para produzir
blocos quirais de interesse sintético;

* Imobilizar os microrganismos para aumentar sua estabilidade, permitindo

seu armazenamento sem alterar a sua atividade biocatalitica.
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Capitulo I — Isolamento de microrganismos

L. Isolamento de microrganismos de ambientes especificos

O isolamento, purificagdo, identificagfo, selegdo, caracterizago, conservagio
¢ uso de microrganismos € pratica imprescindivel para o desenvolvimento de
processos biocataliticos ¢ obten¢io de produtos de interesse econdmico,pois
somente pouco mais de 2% do total do nimero estimado de espécies de .
microrganismos do mundo esté sendo preservado em colegdes de cultura [37].

Antes de iniciarmos o isolamento dos microrganismos foi realizado um
treinaxﬁento na Fundagdo Tropical “André Tosello” sob supervisdo dos
microbiologistas Dra. Silvia Y. Eguchi ¢ Dr. Gilson Manfio sobre os principios
basicos de funcionamento de um laboratério de microbiologia, inclqindo seguranga,
principais equipamentos e técnicas basicas de cultivo de microrganismos. As
condigbes Otimas de crescimento (temperatura, pressio de oxigénio e
hidrogenidnica, nutrigio, etc.) bem como os cuidados com assepsia sdo observagdes
importantes para a obten¢io e reprodutibilidade dos resultados nas reagdes de
biocatélise.

Os microrganismos isolados pertencem a dois ambientes distintos:

1) bactérias de solo; |

2) fungos associados a insetos (abetha Trigona sp.).

17
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L1. Isolamento de bactérias do solo
L.1.1. Consideracdes gerais

O solo ¢ um dos ambientes naturais mais ricos em microrganismos e
nonnalm;ente contém populagGes microbianas mistas superiores a 10° por grama, o
que justifica a escolha do ambiente 1. Associada a diversidade dos microrganismos
esta a gfahde variedade das enzimas por eles produzidas. Durante o crescimento
microbiano muitas enzimas sfo sintetizadas independentemente da composigdo do
meio e sdo conhecidas como enzimas constitutivas. Por outro lado, as enzimas
“induzidas” sdo formadas na presenca de um agente indutor, que pode ser o proprio
substfato Ou um composto estruturaimente relacionado. As monoxigenases
responsaveis pela biotransformagdo oxidativa, normalmente sdo consideradas
enzimas adaptativas ou “induzidas”, as quais estio presentes em condigcdes e
periodos especificos do crescimento celular [38].

A cicloexanona monoxigenase tem sido detectada em bactérias de solo dos
g.éneros, Nocardia, Pseudomonas, Acinetobacter e apresentam a capacidade de
crescerem na presenga do cicloexanol ou cicloexanona como tinica fonte de carbono
[30, 39 - 40]. Isto indica que o microrganismo oxida a cetona ciclica a lactona

através -da reagdo de Baeyer — Villiger catalisada pela enzima cicloexanona

monoxigenase. A subseqiiente hidrélise enzimatica da lactona de 7 membros, leva

18



Capitule I - Isolamento de microrganismos

a formagdo de hidroxi 4cidos que podem ser metabolizados a C; € C4 0s quais séo

utilizados no metabolismo primario pelo microrganismo (Esquema 9).

O OLY Céﬂﬁd

NADH NAD@ H,0
I &
C
oy NaD® o NADH o H,0
S E 1 =
o OH
“OH o
Nap® H,0

Esquema 9: Caminho metabélico do cicloexanol e do trans-1,2-cicloexanodiol na

Acinetobacteria.

De_ acordo com a literatura [30], as monoxigenases responsaveis pelas reagdes
de Baeyer-Villiger sdo essenciais para os microrganismos capazes de crescerem em
meios contendo cicloalcanonas (e cicloalcano6is = cicloalcanonas) como tnica fonte
de carbono e energia. Estes microrganismos podem ser obtidos diretamente do meio
ambiente através da técnica de selegdo de microrganismos por enriquecimento [38].
Tais amostras apés a coleta sdo inoculadas em um meio liquido contendo o
cicloalcanol, como unica fonte de energia. Os microrganismos capazes de
metabol'izarem o cicloalcanol proliferardo. Estas culturas isoladas podem ser

avaliadas quanto ao potencial de bioxida¢&o.
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L1.2. Técnica de seleciio de microrganismos por enriquecimento do solo

Amostras de solo foram coletadas nas proximidades de uma plantacdo de
cana-de-aglicar sob superviséio do microbiologista Dr. Gilson Manfio. As amostras
foram coletadas e levadas ao laboratério para submeté-las ao tratamento com o cis e

trans cicloexanodiol sintetizados segundo o Esquema 10, pg 35 [38].

L1.2.1. Selecdo dos meios de cultura para isolamento das bactérias do solo de

cana-de-acglicar

Uma linhagem microbiana em crescimento ativo em um meio de cultura
constitui uma cultura. Nas rea¢des de biocatalise todos os trabalhos sio baseados em
cultufas puras, pois permitem estudos precisos baseados na fisiologia microbiana.

O crescimento de microrganismos em um meio de cultura esté relacionado a
fatores como a disponibilidade de nutrientes apropriados, necessidade ou nio de
oxigenagﬁo (aeragfo), necessidade de um certo grau de umidade, manutengio de pH
aﬁropriado, iﬁcuba_g:ﬁo a temperatura adequada [41 — 42].

Foram escolhidos trés meios de cultura para serem utilizados no isolamento
das bactérias, nestes meios adicionou-se o antifiingico cicloexamida (5 mL de

solugdo antifingica / 100 mL de meio de cultura).
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NA (“Nutrient Agar”) € um meio de cultura utilizado de modo geral ao crescimento
de bactérias menos exigentes quanto  composigdo nutricional;

" BENNETT’S modificado é destinado ao desenvolvimento de bactérias mais
exigentes, constituido de ;arboidratos e aminodcidos;

Amido e caseina, destinado ao desenvolvimento de bactérias de um modo geral e a

.

identificagdo morfolégica.

1.1.2.2. Contagem e identificacdo das colonias

O crescimento microbiano foi determinado pela observagio no aumento do
hﬁtm:ro de colonias.

As colonias bacterianas nas culturas em diluigdes 103, 10™ e 107, conforme
desérito detalhadamente na parte experimental, foram submetidas a contagem para
se estimar o nimero de colénias. A contagem das col6nias foi expressa em unidades

formadoras de colonias (ufc) e é mostrado na Tabela 1.
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Tabela 1: Contagem total das colonias bacterianas isoladas do solo.

Meios de cultura  Diluigsio 107 (24 h) Dilui¢io 10 (24 h) Diluicdo 10~ (24 h)

(ufc) (ufc) (ufc)
Bennett’s
cis cicloexanodiol  Incontavel 387 + aglomerado 48 + aglomerado
trans cicloexanodiol 2688 285 32
NA
cis cicloexanodiol 2752 313 0
trans cicloexanodiol 3584 353 0
Amido/Caseina
cis cicloexanodiol 3328 319 0
frans cicloexanodiol 2944 340 0

ufc — unidades formadoras de colonia; NA — dgar nutriente.

1.1.2.3. Obtencio de culturas puras e isolamento por estria [43]

As coldnias bacterianas nas placas com meio de cultura Bennett’s com

diluiggo 107 foram observadas em lupa e marcadas para serem isoladas. Realizou-se
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0 mesmo procedimento com as placas com meios NA e Amido/Caseina com
diluigdo 107

A técnica de esgotamento em placa com meio sélido (NA) foi utilizado para
obtengdo de coldnias isoladas. As placas semeadas na forma de estrias foram
utilizadas para obtengdo de culturas puras a partir das amostras que continham flora
mista, condi¢do fundamental para dar prosseguimento ao processo de identificagio
de microrganismos e avalia¢do da atividade biocatalitica.

Apoés um periodo de incubagdo de 24 horas, as coldnias foram examinadas
sob lupa para cada cultura semeada por estriamento nas placas e as principais
observagbes macroscopicas com relagdo & morfologia das colonias bacterianas (cor,
forma, superficie, brilho, borda, elevagio, consisténcia, tamanho) sdo mostradas na

Tabela 2.
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Tabela 2: Descrigio da morfologia em meio sélido das colénias isoladas do solo de cana-de-aglicar.

Bactéria Corda Forma  Superficie Brilho Borda Elevacdo Consisténcia Tamanho  Meio de
isolada coldnia {mm) Cultura
RG 01 creme  circular lisa presente Perfeita Convexa Mucoide 3 Bennett’s
RG 02 creme circular rugosa ausente Irregular Convexa Cremosa 1 Bennett's
RG 03 creme  circular lisa presente Perfeita Convexa mucéide 3 Bennett’s
RG 04 creme  circular lisa presente Perfeita Convexa ¢remosa 3 Bennett’s
RG 05 creme circular  granulosa  presente irrgular Convexa cremosa 1 Bennett’s
RG 06 creme  circular  granulosa presente  irregular Convexa cremosa 1 Bennett’s
RG 07 creme rizoide  filamentosa ausente filamentosa Plana seca bastante Bennett’s
seca espalhada
RG 08 creme  circular rugosa ausente  ondulada Convexa cremosa 2 Bennett’s
RG 09 creme  irregular lisa presente  ondulada convexa cremosa 1 Bennett’s
RG 10 creme  circular arenoso ausente perfeita convexa seca 2 Bennett’s
RG 11 creme  irregular lisa presente rizdide plana cremosa espalhada  Bennett’s
RG 12 creme  circular rugosa ausente  irregular lente butirosa 2 Amido/
imperfeita Caseina
RG 13 creme  circular rugosa presente perfeita convexa mucoide 2 Amido/
Caseina
RG 14 creme  circular rigosa presente perfeita convexa mucdide 1 NA
RG 15 creme  circular rugosa presente  irregular convexa mucdide 2 NA
RG 16 creme  circular lisa presente perfeita convexa Cremosa 1 NA
RG 17 creme  circular lisa presente perfeita convexa mucdide 2 Amido /
Caseina
RG 18 creme  circular rugosa ausente irregular lente butirosa 2 NA
RG 19 branca  circular lisa presente perfeita convexa mucédide 3 Bennett's
RG 20 creme  circular lisa presente perfeita convexa mucdide 3 Amido /
Caseina
RG 21 creme  circular lisa presente perfeita convexa mucoide 2 Amido /
Caseina
RG22 creme  circular Tugosa presente regular convexa cremosa 2 NA
RG 23 creme  circular lisa presente regular convexa cremosa 2 NA
RG24 creme circular rugosa presente irregular lente butirosa 3 NA
imperfeita
RG 25 creme circular rugosa ausente irregular lente butirosa 3 NA
imperfeita
RG 26 creme circular rugosa ausente irregular lente cremosa 1,5 Amido /
imperfeita Caseina
RG 27 creme  circular lisa presente quase convexa mucoide 3 NA
perfeita
RG 28 creme  circular rugosa ausente quase lente cremosa 2 Amido /
perfeita Caseina
RG 29 creme circular rugosa presente  irregular convexa mucodide 2 NA
imperfeita
RG 30 Branca  circular arenosa ausente  imperfeita lente -—-- 2 Bennett’s
RG 31 Creme  circular lisa presente perfeita convexa cremosa 2 NA
RG 32 Creme  circular lisa presente perfeita convexa cremosa 2 NA
RG33 Creme  circular lisa presente perfeita convexa cremosa 2 NA
RG34 Creme  circular rugosa ausente irregular lente seca 2 NA
imperfeita
RG 35 Creme  circular arenosa  presente perfeita convexa cremosa 1 NA
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I.1.2.4. Preservagiio das bactérias isoladas do solo

Apés a purificagdo através do método de estrias, as bactérias de solo foram
repicadas em duplicatas em tubos “slants” com meios de culturas Bennett’s e NA e
incﬁbadas por 24 horas para serem utilizadas na avaliagio da atividade biocatalitica
e presei:vadas em caldo nutriente, congeladas a baixa fernpera'mra (- 20 °C) por

tratar-se de um bom método de estocagem.

L.2.Isolamento de fungos de abelhas Trigona sp

O estudo de microrganismos de ambientes restritos é muito i;nportante, pois
as espécies adaptadas sofreram uma selegdo natural e podem apresentar atividades
enzimiticas interessantes. Os microrganismos de Trigona sp, ambiente 2, foram
selecionados, pois estas abelhas coletam material (resinas florais de Clusia) com
reconhecida atividade antibi6tica e antifungica [44 — 45].

A coleta das abelhas foi realizada pelo botinico Dr. Volker Bittrich —
Institﬁto de Biologia/Unicamp que Coletou abelhas que estavam recolhendo resinas
florais, garantindd desta forma que as mesmas participavam do sistema ecologico
Trigona-Clusia-microrganismos. Pode-se observar na Figura 1 uma abelha Trigona

'sp coletarido resina floral de Clusia.
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Figura 1: Abelha Trigona sp coletando resina floral de Clusia.

Em cada espécie microbiana existe determinado O6timo para todas as
condigOes de cultura. A temperatura escolhida para o crescimento dos fungos foi de
28 °C, pois estaria proxima das condi¢des do habitat natural das abelhas.

Os meios de cultura utilizados no isolamento foram especificos para fungos,
“malt agar” (MA) e “corneal maize agar” (CMA).

As abelhas coletadas foram cortadas com auxilio de um bisturi e colocadas
em placas com meios de cultura MA e CMA, agitadas para que as mesmas
“carimbassem” todo o meio e incubadas a 28 °C para que houvesse o crescimento.

Ap6s 48 horas de incubagdo observou-se o inicio do crescimento dos fungos,

com 96 horas todas as placas apresentavam excelente crescimento (Figura 2).
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(B)

Figura 2: (A) Asa da abelha Trigona sp com fungos; (B) Pata da abelha Trigona sp com
fungos

Todas as placas contendo os diversos fungos foram observadas na lupa com
acompanhamento de uma microbiologista para identificagio preliminar dos
diferentes tipos de fungos.

Os fungos isolados e classificados até o momento das abelhas Trigona sp

estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Fungos isolados e classificados das abelhas Trigona sp.

o C6digos

Linhagens Identificagiio

RC 01 CCT 5551 Trichoderma P
RC 02 CCT 5552 Nodulisporium sp
RC03 - CCT 5553
RC 04 CCT 5628 Curvularia lunata
RC 05 CCT 5559 Aspergillus niger
RC 06 CCT 5629
RC 06A - CCT 5654 Curvularia pallescens
RC 07 CCT 5560
RC 08 CCT 5630
RC 09 CCT 5631 Dreschlera dematioidea
RC 10 CCT 5635
RC 11 CCT 5636 Dreschlera halodes
RC12 CCT 5632
RC 13 CCT 5633 Penicillium pinophilum
RC 14 CCT 5634 Curvularia eragrostides
RC15

- RC16 CCT 5561
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1.2.1. Ensaios Biol6gicos

L2.1.1. Ensaio bioautogrifico com as resinas florais de Clusia e o ninho das

abelhas Trigona sp

Para realizagdo do ensaio biolégico preparou-se uma suspensdo de esporos
dos funéos isolados das abelhas (10° - 10’ esporos/mL).

Os testes foram realizados utilizando-se placas CCD (silica gel 60 GFys,
Merck), aplicou-se 10 pL de amostras nas placas a partir de uma solugdo de 10
mg/mL em acetato de etila no caso dos extratos das resinas florais de Clusia
weddelliana masculina e Clusia spiritu-sanctensis masculina, 5 ul a partir.de uma
solugdo de 50 mg/mL do ninho em acetato de etila e 1 UL a partir de uma solugdo 10
mg/ml. em metanol para o padrio fungicida (nistatina). As placas foram eluidas com
hexano / AcOEt (85:15) e feitas em duplicatas, para que uma fosse utilizada no

ensaio biolégibo ¢ a outra como padrdo de comparagdo mediante revelagdo com

solugdo de anisaldeido.

Preparou-se o meio MA, transferiu-se 20 mL para as placas de Petri contendo
a placa CCD e adicionou-se 100 L da suspensdo de esporos dos 17 fungos isolados
dv;a abelhas Trigona sp. Terminada a inoculagio, as placas foram incubadas a 28 °C

por um periodo de 48 horas.
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Os resultados dos ensaios foram avaliados qualitativamente observando se na
superficie do meio de cultura existia ou ndo halo de inibi¢do de crescimento
microbiano decorrido o prazo de incubagio.

Verificou-se que ndo havia halo de inibi¢do em nenhuma placa inoculada
com os diferentes fungos isolados de abelha, conforme pode ser ilustrado na Figura
3, comprovando que os fungos isolados participavam do sistema associativo Trigona

- Clusia - microrganismos.

Figura 3: Ensaio bioautografico do fungo RC 03: N-nistatina, 1-C. spiritu - sanctensis, 2-C.

weddelliana, 3-ninho.

[.2.1.2. Técnica de disco de difusiio em dgar

A técnica de disco de difusdo em dgar € um método comumente utilizado em
laboratérios de microbiologia para mensuracdo da sensibilidade das bactérias aos

varios agentes antibidticos. Os discos de filtro de papel sdo impregnados com
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antibidticos e colocados na superficie do dgar, previamente inoculado com o
microrganismo a ser testado. O antibidtico do disco difunde-se no agar, resultando
em distintas zonas de inibigio do crescimento em volta dos discos os quais a
bactéria testada é sensivel [46].

| Esta metodologia foi adaptada para avaliagio da atividade dos fungos
isolados; de abelha Trigona sp frente aos microrganismos de referéncia apresentados

na Tabela 4.

Tabela 4: Microrganismos de referéncia utilizados nos ensaios bioldgicos.

Microrganismo Temp. 6tima Tempo de Meio de
(0O crescimento (h) cultura
Escherichia coli CCT 5050 37 24 “ MH
Staphylococcus aureus CCT 4295 37 24 MH
Bacillus subtilis CCT 0089 30 24 MH
Rhodococcus equi _CCT 0541 - 37 24 MH
Candida albicans CCT 0776 28 48 YMA
Aspergillus niger CCT 1435 28 168 | MA

MH - “Mueller Hinton Medium” (Difco); YMA — “Yeast Malt Extract Agar”
(Difco);
MA - “Malt Agar”(Difco)

“Todos os fungos isolados das abelhas foram repicados em placas de Petri com
meio de cultura MA em forma de estrias de forma que proporcionasse um

crescimento homogéneo por toda a placa e foram incubadas por duas semanas a 28

°C.
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Apés o periodo de incubagdo as culturas dos fungos obtidas foram cortadas
com um cortador manual em pequenos circulos de dgar (& 5 mm). Estes pequenos
circulos contendo os fungos foram colocados sobre as culturas dos microrganismos
de referéncia, jd previamente inoculados com concentragdes conhecidas no caso das
bactérias, levedura (6,0 x 10 células/mL) e do fungo (2,0 x 10° esporos/mL) (Tabela
4).

A leitura do ensaio biol6gico foi realizada apés 18 horas de incubagio e os
resultados foram muito interessantes, observou-se que vérios fungos inibiam o
crescimento dos microrganismos de referéncia, o halo de inibi¢io de crescimento foi

medido em milimetros (mm) e os valores podem ser vistos na Tabela 5 e o ensaio

biol6gico exemplificado na Figura 6.

Figura 4: Teste de inibi¢ao de crescimento dos microrganismos de referéncia pelos fungos

isolados da Trigona sp.
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Tabela 5: Resultados do ensaio biolégico dos fungos isolados com os microrganismos de

referéncia.

Halos de inibicio dos microrganismos de referéncia (< mm)

S. aureus B. subtilis E. coli R. equi  C. albicans A. niger

Fungos CCT CCT CCT CCT CCT 0776 CCT
isolados 4295 0089 5050 0541 1435
RCO1 e - e - --- 19
RCO2 7 ---- — -~ —— —
RC04 12 13 - 13 -—-- 13
RCO05 - -—-- ——-- — ——- 12
RCO06 9 12 e 14 - —-
RCO6A 11 Il e 20 ---- ——
RC09 -—-- 8 —— - —— 10
RC11 —ee ---- --- — — 10
RCI13 - 8 - 8 S 10
RC14 14 13 T 20 --- 15
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1.3. Concluséo

O presente trabalho levou ao isolamento de trinta e cinco bactérias do solo de
cana-de-aglicar utilizando a técnica de selegio de microrganismos por
enriquecimento do solo e estas encontram-se preservadas na Fundacdo Tropical
“André Tosello”;

A identifica¢@o preliminar dos microrganismos isolados do corpo das abelhas
Trigona sp demonstrou o isolamento de dezessete fungos. Através da técnica de
difusdo em 4gar observou-se que varios fungos apresentaram atividade bactericida e
fungicida ;

As resinas florais ndo metiladas de Clusia ¢ o extrato do ninho das abelhas
polinizadoras ndo inibiram o crescimento de nenhum fungo isolado das abelhas, fato
este que serviu de comprovagdo da participagdo dos mesmos no ambiente réstrito
escolhido resina floral de Clusia- Trigona- microrganismos;

Com a realizagdo destes experimentos foi possivel verificar a interacdo
mutualistica entre as resinas florais de Clusia, as abelhas polinizadoras e os seus
fungos, constituindo um exemplo comprovado de um sistema ecolégico envolvendo

0s trés reinos naturais.
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“IL1. Preparo dos substratos e padrdes racémicos

IL1.1. Preparo do cis e trans cicloexanodiol (10 e 11)

Os cis e trans cicloexanodiol (10 e 11) utilizados como indutores de
monoxigenase na técnica de selegio de microrganismos de solo, foram preparados
por hi;iroxilagﬁo do cicloexeno comercial, usando-se 4gua oxigenada / tetroxido de
0smio ou &cido formico / dgua oxigenada, com rendimento de 45 e 69 %,

respectivamente (Esquema 10) [47)].

HzOz / Os 04

|4»'/.,
; w‘%

= HCO,H/ H,0,

Esquema 10: Preparo do cis e trans (2 e 3) cicloexanodiol.

Os produtos obtidos foram caracterizados por RMN de 'H e de *C. Nos
espéciros de RMN de 'H, dos diols cis (10) e do trans (11) observa-se um conjunto

de 4 sinais, 3 multipletos mais protegidos ( & 0,90 a 2,00 ) correspondentes a 8
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hidrogénios e multipletos (8 3,61-3,66) e (8 3,18-3,24 ) atribuidos a0s hidrogénios
carbinolicos cis e frans respectivamente segundo os dados da literatura [47a]. Os
sinais de RMN de *C demonstram que os carbonos do isémero cis 10 ressonam a
freqiiéncias menores que os carbonos correspondentes ao isdmero frans 11. Este fato
estd de acordo com os dados da literatura [47b). Portanto comprovou-se a sintese

dos dois padrdes desejados.

IL.1.2. Preparo dos B-cetoésteres 13 e 15

Os PB-cetoésteres 13 e 1

—r

utilizados nas biorreducdes foram obtidos
utilizando a metodologia de Bieber [48] através da alquilagdo do acetoacetato de
metila 12 comercial, com brometo de benzila e alila com rendimento de 80 e 85 %,
respectivamente (Esquema 11). As cetonas foram submetidas a reducdo com
NaBH,/MeOH, obtendo-se desta forma os padrdes dos diastereoisémeros racémicos
14a e 14b (90 % de rendimento) ¢ 16a ¢ 16b (95% de rendimento) necessarios para

0 acompanhamento das rea¢Ses biocatalisadas.
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o o OH O OH O
£ ;2

KOs MeOH " |
' 9 %
Acetoma 13 14a @-14b
4 (8] _

B
OMe -

e

K>CO; OH O
12 ove  NaBHs L
B~ MeOH < 3¢ 1OMe
Acetona 9% 9/, H
85 % | \[
13 @)-16a | ) -16

Esquema 11: Preparo dos fB-cetoésteres 13 e 15 e seus respectivos dlcools racémicos.

A configurag@o relativa dos diastereoisOmeros 16a e 16b foi estabelecida
primeiramente por RMN de *C. No espectro de RMN de °C observamos que as
:m'etilas correspondentes aos diastereoisdémeros syn e anti eram distintas. A distinggo
entre os- deslocameﬁtos quimicos pode ser racionalizada levando em considérac;éo 0s
diversos rotdmeros € suas estabilidades relativas (Esquema 12). Deve ser esclarecido
que o sistema em estudo apresenta caracteristicas de um sistema dindmico rapido
para a escala de tempo da RMN (sinais com largura de linha inferior a 1 Hz),
portanto os deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbono-13 sido uma média
popdera&a dos deslocamentos quimicos de cada conférmero. Dentre as
'cbnformag:ﬁes possiveis para estes compostos € possivel observar que os rotdmeros 1

_ ‘e 2 ‘do's_ diastereoisc‘)meros syn e anti sdo estabilizadas por ligagdes de hidrogénio e

deveriam ser as predominantes. Ao comparar as duas conformag&es preferenciais

dos isdmeros syn e anti nota-se que a conformag#o 2 do syn possue duas interagdes
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do tipo y-“gauches”, enquanto que no diastereoisdmero anti ambas conformagcdes
possuem somente uma destas interagSes. Portanto, a partir do fato que interagdes
deste tipo provocam um efeito de protegio em RMN de >C [49], o sinal de metila
que ressona a freqliéncias menores foi atribuido ao syn-16a (8 20,38) e o mais

desprotegido ao anti-16b (8 21,43) .

o /"0
OH 0 o
38 :
/\)mLOMe AN OMe
TS
Hj H
I H
syn - (16a) 1

OMe

anti - (16b)

Esquema 12: Anilise da configuragio relativa para os édlcoois diastereoisoméricos 16a e 16b.

A analise do espectro de RMN de 3¢, levando em consideragéo o raciocinio
acima, demonstra que a redugfio de cetona 15 com NaBH,/MeOH produziu os

dlcoois 16b e 16a na proporgdo anti:syn 2 :1.

A partir desta identificagéio espectral foi possivel identificar os sinais de

RMN de °C do diastereoisémero anti e do syn e a proporcio correta entre eles pode
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melhor ser avaliada através da integracdo dos sinais discriminados por cromatografia
a gas.

Para considerarmos este um padrdo sintético adequado numa avaliagdo
enzimatica (desidrogenases) foi necesséario estabelecer ainda o método ideal para
observar a enantiosseletividade da reagdio. A dificuldade de determinagio da
composi¢do enantiomérica (excesso enantiomérico e.e.) é central para as pesquisas
em biocatalise. E para tanto € necessério ter um método eficiente para discriminar os
enantidmeros. Neste contexto a cromatografia a gas em fase quiral é um dos
métodos mais eficientes no que se refere ao custo e ao beneficio [50 — 51].

A andlise por cromatografia a gis CG(FID) utilizando-se coluna capilar de
silica fundida com fase estaciondria quiral heptakis-(2,6-metil-3-pentil)-B-
éic]odextrina forneceu um cromatograma onde pode ser observada a resolugéio dos

quatro estereoisOmeros na proporgdo 2:2:1:1 (mistura anti : syn). (Figura 5).
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Figura §: Cromatograma obtido por CG/FID equipado com coluna capilar de silica fundida
com fase quiral heptakis-(2,6-metil-3-pentil)-B-ciclodextrina do dlcool racémico e

diastereoisomérico (mistura anti:syn 2:1) 16.

Para determinar a configura¢do absoluta de cada estereoisdémero utilizou-se a
RMN de 'H com derivados O-acetilmandélico e O-metilmandélico. A literatura
recente demonstra o interesse crescente no desenvolvimento de reagentes quirais
derivantes para determinagdo da configuragdo absoluta de compostos orgénicos por
RMN de ('H, F, °C, 3P, 7'Se) [52 - 59]. A diferenciagdo dos sinais de RMN dos
diastereoisﬁmeros [60] ou complexos diastereotopicos [61] obtidos pela reacdo do
reagente derivante quiral (com configurag@o absoluta conhecida) com a molécula do

substrato pode ser utilizada para determinar sua configuragio absoluta.
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O padrdo quimico racémico e diastereoisomérico (mistura anti / syn 2:1) 16a
¢ 16b foram submetidos ao 4cido (R)-O-acetilmandélico ¢ o acido (S)-O-
metilmandélico. A andlise dos resultados obtidos da derivagio com agentes quirais
baseou-se na metodologia descrita por Corey et al, Trost et al, Smith and Konopelki,
Lebreton et al [62] que propde que no espectro de RMN de 'H dos derivados, a
conformagdo mais estdvel para os ésteres é aquela onde o hidrogénio metinico do
éster formado com o dlcool secundério, a carbonila e 0 grupo metoxi ou acetila séo

todos syn e coplanares (Esquema 13).

Ester (S)-MFA; R = Me

Esquema 13: Modelo proposte para explicar os espectros de RMN de 'H dos ésteres de O-

metilmandélico.

Os ésteres (S) e (R) do O-metilmandélico de dlcoois secundérios existem em

duas cbnformagﬁes predominantes a syn-periplanar (sp) e a anti-periplanar (ap).
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OR

Ph

OR

s

Ph

Os grupos (L; ou L,), substituintes do carbono carbinélico, sero protegidos

ou desprotegidos de acordo com a posigao relativa ao anel aromatico (Esquema 14).

OMe

@ {ECOOH .

8) - (B -O-metilmandélico

o H
MCO% o 1-42
Ry 0
Py L
H
protecio
OH
& — -
L
o H
L2 MeQ, ~la
dleool racémico € O
diastereoisomérico Ph“H
protecio

Esquema 14: Derivagdo do alcool racémico e diastereoisomérico {(mistura anti:syn 2:1} 16a e

16b com o (S)- (+) -O-metilmandélico.

Dentre as varias conformag¢des possiveis dos derivados de 16a e 16b com o

(S)-O-metilmandélico as mais estiveis estdo indicadas no Esquema 15, e se

apoiaram em estudos anteriores realizados por Corey et al., Smith and Konopelski,

Trost ef al e Lebreton [62].
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H OH O
/Rk‘"‘cm — /l\z/“\
3™y 17 0CH;
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anti 2R, 3R
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M eo% /sk‘..CH-COOMe >
Ph" o CH3
H
anti 25,38
protecio
>
syn H| 28,3R

: o ?HO

H
MeO \-;)k /Sk&.cn-coom _ /3\2,){\0(:33
9 Tonms :

8
e
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2R, 38
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Esquema 15: Conformagio mais estiavel dos derivados de (S)-O-metilmandélico (mistura
anti : syn 2:1) 16a e 16b proposta de acordo com a literatura [62].

Analisando-se o espectro de RMN de 'H (Figura 6) na regido da metila (&

1.2) para o padrio quimico racémico do dlcool 16, verificamos que os sinais
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majoritdrios correspondem aos diastereoisdmeros anti (2R, 3R) e (28, 35) e os

" minoritdrios aos diastereoisdmeros syn (25, 3R) e (2R, 39).

2R, 3R "o
¥
28, 3R
L] e L] B L] i T L] L] A
1.35 1.9 3.25 1.20 3.15 1.16 rom
(A)
25,38
anti
2R, 3R
OH ©

---------------------- Laptldadadd |

(®)

Figura 6: Espectro de RMN de 'H {500 MHz) do: (A) alcool racémico e diastereoisomérico
(mistura syn : anti 1:2) 16 derivado com o acido {S)-O-metilmandélico; {B) aicoo! racémico e
diastereoisomeérico 16 derivado com o acido {R)-O-acetilmandélico.
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Tendo otimizado os métodos cromatogréaficos para os possiveis produtos de
redugdo do dlcool 16 e caracterizado cada um dos estereoisémeros por RMN de 'H,
considerou-se que os padrdes estavam devidamente identificados para o

acopanhamento das reagdes biocatalisadas e partiu-se para a preparagfio dos padrbes

das ciclobutanonas.
I1.1.3. Preparo das ciclobutanonas proé-quirais 21 ¢ 22

As ciclobutanonas pré-quirais eram padrdes essenciais para monitorar a
atividade de monoxigenases e foram preparadas seguindo o procedimento descrito
por Ghosez e colaboradores [63] envolvendo uma cicloadigdo intermolecular [2 + 2]

do dicloroceteno para as olefinas reativas (Esquema 16).

| cl R
R cyccocl R q o R AMCPB .
—
l EtyO/Zn ACOH N CH,Cl,
| o o NaHCO;, (I)
1718 1920 21e22 2324

R=CsHs (19), Q1) (72 %), (23) (86 %)
CoHys 20) (52 %), (22) (84 %), (24) (60 %)

Esquema 16: Preparagéo das ciclobutanonas 21 e 22 e suas lactonas racémicas

correspondentes.
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O dicloroceteno € uma espécie 1abil e reativa, é deve ser gerada in situ
através de uma técnica eficiente ¢ conveniente para o emprego na sintese. Os dois
métodos mais comumente utilizados para a formagfio do dicloroceteno sio a
desalogenagdo do cloreto de tricloroacetila pelo zinco ativado e a
desidrohalogenagdo do cloreto de dicloroacetila com trietilamina [64 - 65]. O
método d;: desalogenagéo utilizando o zinco € o procedimento mais empregado ¢ a
realiza_gﬁo da reagdo sob sonicagio aumenta significativamente a eficiéncia e a
velocidade da cicloadigdo olefina — dicloroceteno [66]. Os compostos 1-octeno 17 ¢
estireno 18 reagiram sob sonicagdo com o dicloroceteno formando as dicloro-
éiclobutanonas que sofrem redugdo dos atomos de cloro na presenca de
zinco/AcOH. As ciclobutanonas foram submetidas a reagéo de oxidagéo de Baeyer-‘
ViIliger quimica utilizando o 4cido meta-cloroperbenzdico (m-CPBA) obtendo-se
desta forma os padrdes racémicos das lactonas 23 e 24 para o acompanhamento das
reagdes biocatalisadas (Esquema 16).

A convers@io de cetonas aciclicas para ésteres ou de cetonas ciclicas para
lactonas, conhecidas como reagdo de Baeyer-Villiger pode ser alcancada

quimicamente utilizando um per-acido (Esquema 17).

&—m&m Rl—(ﬂ)—& + R;—(D—O—Rz

Esquema 17: Reagéo de Baeyer-Villiger.
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A adigdo do per-acido para o grupo carbonila da cetona (etapa 1) origina um
intermedidrio tetraédrico “Criegee”. Subseqiientemente (etapa 2), este intermediario
rearranja-se para formar o éster correspondente ou a lactona. Quando substituintes
distintos estdo ligados ao atomo de carbono carbonilico, aquele que melhor acomoda
a carga positiva parcial migra para o novo atomo de oxigénio da molécula (R; no
Esquema 18) [67 — 68]. Conseqiientemente, a preferéncia de migragio para grupos
alquilas na oxidag¢do de Baeyer-Villiger ¢ terciario > secundario > primério > metila.
Esta sequéncia tem sido atribuida ou a maior tendéncia de doar elétrons, ou a
aceleragdo estérea de migracio pelo grupo maior (69 -~ 71]. Fatores
conformacionais, estéreos e eletrénicos podem alterar a preferéncia normal do grupo
que migrard, embora a regioquimica da reagéo € usualmente previsivel [68, 72 — 73].
Entretanto, os problemas surgem quando os dois grupos que irdo migrar sao
similares e, portanto ambos regioisdmeros possiveis do produto sdo frequentemente

formados.

Esquema 18: Mecanismo proposto para oxidac¢ao de Baeyer-Villiger.
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Desta forma, todos os substratos racémicos, pro-quirais e os padrdes
racémicos foram sintetizados para posterior avaliagdo da atividade enzimatica dos
microrganismos isolados de ambientes especificos e de linhagens puras e
autenticadas do territrio Nacional obtidos a partir da Colegdo de Culturas Tropicais

da Fundagdo Tropical “André Tosello”.
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1I1. Monitoramento de Linhagens Isoladas de Ambientes Especificos e de
Algumas Linhagens Puras e Autenticadas Obtidas a Partir da Colecdo de

Culturas da Fundagio Tropical “André Tosello”

IIL.1. Triagem de microrganismos para lactoniza¢io das ciclobutanonas pro-
quirais.

Dentro do objetivo de selecionar microrganismos com enzimas capazes de
bioxidar compostos orgdnicos, monitorou-se os microrganismos isolados de
ambientes especificos e de linhagens puras (isoladas em territério nacional) obtidas
a partir da Colegfo de Culturas Tropicais da Fundagio Tropical “André Tosello”.
Para tanto utilizou-se as ciclobutanonas pré-quirais preparadas segundo a sequéncia
sintética descrita no Esquema 16, as quais seriam convertidas em y - lactonas
quirais.

As y-lactonas quirais s@o intermedidrios versateis na sintese de varios
produtos naturais como alcaléides, feroménios e medicamentos contra leucemia [25,
76 — 80, 80a, 80b}.

Estas sdo particularmente dificeis de serem preparadas via reagdo do tipo
Baeyer-Villiger assimétrica, pois sdo poucos os métodos quimicos disponiveis.
Consequentemente 0s processos biocataliticos representam atualmente alternativas
eficientes para a transformacéo sitio, estereo ¢ enantiosseletiva de ciclobutanonas

através da acdo enzimatica com células integras [26, 66].
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IIL2. Avaliagiio da Atividade enzimdtica das Bactérias Isoladas do Solo de

- Cana-de-Aciticar

Apos o isolamento dos microrganismos e a sintese dos padrdes, iniciou-se o
monitoramento das enzimas de interesse nos microrganismos isolados. O
monitoramento foi féito de forma separada e iniciou-se com as bactérias isoladas do
solo. As 35 bactérias isoladas foram inoculadas em meio liquido constituido por sais
minetais e o cis e trans cicloexanodiol, indutores de monoxigenases, como tinica
fonte de carbono. As 20 culturas que apresentaram o melhor crescimento foram
avaliadas quanto ao potencial de biocatélise na presenga da 3-fenilciclobutanona 21
pro-quiral.

As biomassas centrifugadas foram transferidas para tubos de ensaio contendo
5 mL de sdlugﬁo tampéo fosfato 0,1 M pH 7, 3 mg da ciclobutanona 21 ¢ 1 mg de
cicloexanodiol. Os tubos foram incubados em agitador rotatério (120 rpm) a 28 °C,

A reagfio foi monitorada a cada 12 h, retirando-se aliquotas (0,5 mL),
extraindo o produto da reagfo com acetato de etila, secando sobre sulfato de sodio e
analisando por cromatografia a gds CG(FID), utilizando-se coluna capilar de silica
ﬁﬁdidé com fase estacionaria quiral heptakis-(2,6-metil-3-pentil)-B-ciclodextrina

(Figura 7).
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T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 t(min)

Figura 7: Cromatograma obtido por CG/FID equipado com coluna capilar de silica fundida
com fase quiral heptakis-(2,6-dimetil-3-pentil}-p-ciclodextrina da reacio da 3-

fenilciclobutanona 21 com bactéria isolada do solo.

Os resultados obtidos na avaliagdo das 20 linhagens pré-selecionadas
demonstraram que a formagdo do produto de redugdo da carbonila da ciclobutanona

21 ocorreu preferencialmente (Esquema 19). O ciclobutanol 26 resultante foi

determinado por CG/EM (m/z = 148).
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0 _OH

. Bactérias
i
isoladas do solo

21 26

Esquema 19: Reagao de biocatélise da ciclobutanona 21.

HL3. Avaliacfio do potencial enzimatico de fungos isolados de abelha Trigona

sp

Selecionamos as oito linhagens de fungos (Curvularia pallesce;zs CCT 5654,
Curvularia lunata CCT 5629, Dreschelera halodes CCT 5636, Dreschelera
dematioidea CCT 563 1, Curvularia lunata CCT 5628, Curvularia eragrostides CCT
5634, Aspergillus niger CCT 5559 e Trichoderma sp CCT 5551) isolados da abelha
¢ j4 identificados na Fundagdo Tropical de Pesquisa e Tecnologia “André Tosello”
pzira avaliagdo de IB.Villigerases. Os mesmos foram crescidos em meio nutriente
liquido (ME) por 72 horas, a 28. °C em agitador rotatdrio. A biomassa foi filtrada e
transferida parﬁ erlénmeyers contendo os substratos 21 e 22 (pg 45), em solugdo

tampéo fosfato 0,1 M pH 7.
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As reagdes biocatalisadas foram incubadas a 28 °C por 24 — 60 horas, sob
agitacio continua. No decorrer deste periodo, aliquotas foram retiradas e os produtos
extraidos da fase aquosa com acetato de etila.

As amostras foram analisadas por cromatografia gasosa (FID) empregando-se
a coluna capilar de silica fundida com a fase quiral heptakis-(2,6-dimetil-3-pentil)--
ciclodextrina. As condigdes iniciais de analise foram preestabelecidas pela injegdo
dos padrdes sintéticos das lactonas racémicas 23 e 24 e dos substratos 21 e 22

(Figuras 8A e 8B).
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Figura 8A: Cromatograma obtido por CG/FID equipado com coluna capilar de silica fundida

com fase estacionaria quiral heptakis-(2,6-dimetil-3-pentil)-p-ciclodextrina da: (a)

ciclobutanona 21; (b) lactona 23.
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Figura 8B: Cromatograma obtido por CG/FID equipado com coluna capilar de silica fundida
com fase estacionaria quiral heptakis-(2,6-dimetil-3-pentil}-B-ciclodextrina da: (c)
ciclobutanona 22; (d) lactona 24.
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As linhagens Curvularia pallescens CCT 5654, Curvularia lunata CCT 5629,
i richodérma sp CCT 5551 e Aspergillus niger CCT 5559 apresentaram uma boa
atividade de bioxidagdo do substrato 22, enquanto que as linhagens Dreschelera
halodes CCT 5636, Curvularia lunata CCT 5628 e Curvularia eragrostides CCT
5634 apresentaram reagbes competitivas de reducdo e oxidagio, estes resultados
foram conﬁrmados através de padrbes das ciclobutanonas 21 e 22 reduzidos com
NaBH,/MeOH. Com as demais linhagens testadas ndo se obéervou nem o produto
de oxidag:ﬁd nem de redugio.

Os resultados preliminares obtidos com a reagdo de oxidagdo da
ciclobutanona 22 pré-quiral na presenca de células em repouso de fungos isolados
da abelha Trigona sp estdo resumidos na Tabela 6. Os melhores resultados foram
obtidos com os fungos C. lunata CCT 5629, 4. niger CCT 5559 e Trichoderma sp
CCT 5551 ¢ os cromatogramas obtidos com as oxidagdes biocatalisadas sdo
mostrados na Figura 8C.

No caso da ciclobutanona 21 néo foi observado a formagdo da lactona 24 com
nenhum dos fungos-testados e o produto de reagdo majoritario foi o proveniente da

redugdo.
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- Tabela 6: Oxidacao da ciclobutanona 22 pré-quiral com células em repouso de fungos

isolados da abelha Trigona sp.

Microrganismos Conversédo (%)* Produto de Formagéo da lactona 24
reducio (%) (%)

C. pallescens
CCT 5654 100 ---e 54
D. holodes
CCT 5636 80 44 26
D. dematioidea
CCT 5631 50 m—-- R—
C. lunata
CCT 5629 100 - 80
C. lunata
CCT 5628 70 26 44
Trichoderma sp
CCT 5551 70 70
C. eragrostides
CCT 5634 85 10 20
A. niger

85 -n-- 80

CCT 5559

* calculado por cromatografia a gas.
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Figura 8C: Cromatograma obtido por CG/FiD equipado com coluna capilar de silica fundida
com fase gstacionaria guiral heptakis-(2,6-dimetil-3-pentil)-p-ciclodextrina da: (a) bioxidagao

da ciclobutanona 22 com C./unata ; (b) bioxidagdo da ciclobutanona 22 com A. niger.
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IIL4. Avaliacdo do potencial enzimatico de linhagens puras isoladas do

territorio macional

Além dos microrganismos isolados de ambientes especificos considerou-se
adequado testar a atividade enzimitica de microrganismos com reconhecida
atividade de monoxigenages{31, 74]. Foram selecionadas trés linhagens do fungo
Cunninghamella echinulata (CCT 4424, CCT 4259, CCT 3140). Os substratos, 3-
hexil-ciclobutanona 22 e 3-fenil-ciclobutanona 21 foram adicionados a uma solucdo
tampédo fosfato 0,1 M pH 7 contendo células em repouso dos microrganismos
citados anteriormente, mantendo-se a mistura sob agitagdo constante a 28 °C. Os
produtos da reagdo foram extraidos com acetato de etila e analisados por
cromatografia em fase gasosa (FID) empregando-se a coluna capilar de silica
fundida com a fase quiral heptakis-(2,6-dimetil-3-pentil)-p-ciclodextrina.

A ciclobutanona 22 foi testada com o microrganismo C. echinulata CCT
4424 e CCT 4259 . Em ambos os casos, apés 24 horas de reagdo, observamos a
formacdo de lactona 24. A ciclobutanona 21 foi testada na presenca da linhagen C.
echinulata CCT 4259 e CCT 3140. Em ambos os casos detectamos a formacdo da
lactona 23. Entretanto, o produto majoritario formado foi o ciclobutanol 26
resultante da redugdo da carbonila do composto 21.

'Os microrganismos Geotricum candidum CCT 1205, Aspergillus terreus
CCT 3320 e Geotricum candidum CCT 4964 foram selecionados e utilizados para as

reagBes de biocatalise do substrato 21. No caso dos microrganismos Geotricum
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candidum CCT 1205 e Geotricum candidum CCT 4964 o produto resultante da
biocatalise foi o da reducdo (26), entretanto com o Aspergillus terreus CCT 3320
Jobservamos também a formagFo da lactona 23.

Enfim, os resultados preliminares obtidos com a reagdo de oxidacdo de

ciclobutanonas pré-quirais podem ser resumidos na Tabela 7.

Tabela 7: Reagdes de biocatalise com ciclobutanonas pro-quirais.

Linhagens Substratos Conversio Produtode Formagio da

(%)* reducdo (%) lactona (%)

C. echinulata
CCT 4424 22 80 --- 80
C. echinulata
CCT 4259 22 80 --- 80
C. echinulata
CCT 3140 21 69 61 8
C. echinulata
CCT 4259 21 67 64 3

G. candidum

CCT 1205 21 100 100 -
R. oryzae CCT 4964 21 100 100 ---
A. terreus CCT 3320 21 93 44 49

* calculado por cromatografia a gés.
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A configuracio absoluta e os excessos enantioméricos das lactonas deverdo
ser determinados numa préxima etapa.

Dando continuidade ao monitoramento de microrganismos com atividade de
monoxigenases utilizou-se o substrato pro-quiral, cicloexano-1,3-diona 2,2-

dissubstituida (27).

Para este estudo foi selecionado o fungo Curvularia eragrostides CCT 5634
isolado da abelha o qual havia revelado uma atividade modesta de B.Villigerase
frente ao substrato 21. Com o intuito de avaliar se¢ a atividade sofreria um
incremento frente a cicloexanonas selecionou-se a diona 27. A rea¢do biocatalitica
foi realizada adicionando-se a diona 27 (20 pl) a uma solugéo tampéo fosfato 0,1 M
pH 7 (25 mL), contendo células em repouso do fungo, previamente cultivado em
caldo nutritivo de extrato de malte (ME).

A suspensdo do microrganismo contendo a diona foi incubada a 28 °C por 24
~ 60 h, sob agitagdo continua. No decorrer deste periodo, aliquotas foram retiradas e

os produtos extraidos da fase aquosa com acetato de etila analisados por
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'mﬁétograﬁa gasosa (FID) equipado com uma coluna capilar de silica fundida com

-a'ar'fase Quiral héptakis—(2,6-dimctil-3-pentil)-B-ciclodextrina ¢ cromatografia a gas
'a.c0p1a'da a espectrometria de massas (CG/MS).

As analises demonstraram que ndo havia ocorrido a oxidagio e sim a redug:ﬁo
da diona. Estes resultados foram confirmados através das injegdes dos padrdes
quirais do cetol alilico, sintetizados por Gelson J. A. da Conceicdo [75]. Através da
comparagio dos 'tempos de reteng@o com os compostos auténticos sintetizados e co-
| injecdo, constatou-se a mono-redugio assimétrica da diona 27 promovida pela
Curvularia eragrostides CCT 5634 (Esquema 20).

| A razdo diastereoisomérica (rd) entre os produtos de biomonoredugdo trans e
cis foi de 39:61, excesso enantiomérico (ee) (trans; cis) 34 % (R, S); 90 % 5.5 e

coﬁversﬁo de 90 %.

cis (61%) trans (39%)

r "

C. eragrostides

e ot / sy,
o . OH
920%
x K

ee. 90 % ee. 34 %

Esquema 20: Biorreduc¢dio da diona 27.
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TIL.5. Conclusido

Os resultados obtidos demonstram uma boa perspectiva quanto ao potencial
biocatalitico dos microrganismos isolados de ambientes naturais especificos,
exemphﬁcada pela atividade redutora das 20 linhagens isoladas do solo de cana-de-
aglicar em presenga de um substrato nio natural;

Os resultados preliminares da aplicacdo dos fungos isolados da abelha
Trigona sp demonstram que eles apresentam potencial atividade de bioxidagéio da

ciclobﬁtanona 22, no entanto n#o foi possivel determinar o excesso enantiomérico,
pois néo houve resolugdo dos enantibmeros da lactona 24 nas colunas quirais

disponiveis em nosso laboratério (Figura 8b). Trabathos futuros deverfio completar

este estudo.
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IV. Reacdes Biocatalisadas Uteis para Produgciio de Blocos Quirais de Interesse

Sintético

IV.1. Biotransformacoes redutivas de compostos carbonilicos

A redugdo assimétrica de compostos carbonilicos por desidrogenases é um
método bem estabelecido para preparagfio de dlcoois enantiomericamente puros que
sdo blocos de construgdo uteis para a sintese de produtos naturais, farmacéuticos e
agroquimicos [81 - 83]. Estes biocatalisadores sdo utilizados nas redugdes
estereosseletivas sob condi¢des reacionais suaves ¢ seguras.

Durante o curso da rea¢do, a enzima libera o hidreto preferencialmente na
face si ou re da cetona para dar o alcool (R) ou (S) correspondente, respectivamente.
Para muitos casos, o curso estereoquimico da reagfo, que depende principalmente da
estrutura tridimensional do substrato, pode ser previsto baseado num modelo

simples que geralmente é conhecido como regra de Prelog (Esquema 21) [84];

Regra de Prelog
Desidrogenase
o ou sistema de

-1 célula integra “‘\OH

NADPH  NADP)

Es"ﬁuama 21; Redugiio estereosseletiva do grupo carbonila pela face re, definido pelo
arranjo no sentido horéario do oxigénio, grupos grande (G) e pequeno (p) (modelo da regra

de Prelog).
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A grande versatilidade desta técnica ¢ devido a disponibilidade de
desidrogenases ou sistemas de células integras (vantajoso em relacdo as enzimas
isoladas, ja que a reciclagem externa de cofatores néo é necessaria) que apresentam
especificidade Prelog ou anti-Prelog. A maioria das enzimas desidrogenases seguem
a regra formulada por Prelog, enquanto as enzimas com atividades complementares
sd0 mais dificies de serem obtidas [85]. Desta forma a estereoquimica resultante
desta reagdo pode ser determinada pela escolha do sistema enzimatico apropriado
[86].

Os produtos da biorredugdo de cetonas racémicas sdo diastereoisbmeros
(Esquema 22). O curso desta reagéio pode seguir dois caminhos diferentes: a) ambos
os diastereosidmeros sdo produzidos (razdes distintas ou iguais)rcom €XCessos
enantiomericos varidveis; b) um unico diastereoisdmero é produzido com alto

€xcesso enantiomérico.
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R H

/'\l/E (R)+(S)-28 /l\/E
t t !
28¢

- o~ .
282 Py
/

R racemizacao es pontinea
@ cat, OH ou Hgo
— OH —_
E
R

E=grupo retirador de elétrons, por exemplo: -CO;R; -CN; -Hal.

Esquema 22: Redugao da cetona racémica 28.

O primeiro tipo de reag@o constitui uma redugdo com resolugdo cinética O
segundo caso resulta de uma resolugido dindmica onde duas enzimas, enolase e
oxidoredutase atuam em conjunto sobre a cetona racémica de partida 28. As
enolases, um tipo de epimerase, sdo enzimas da via glicolitica, que promovem a
remogio reversivel de uma molécula de agua do 2-fosfoglicerato para liberar

fosfoenolpiruvato.
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- ' O -
()\\ , ' H,0 \\C/ o
' ~. C—0—P—0
l-I—(I: : enolase (|3|H 6—
HO—CH, 2
2-fosfoglicerato fosfoenolpiruvato

—— — —————— e NS |

POr analogia, estas enzimas podem epimerizar centros estereogénicos
contendo hidrogénios acidos, passando pela forma endlica semelhante 2 reagdo
usual. Como conseqiiéncia, a redugdo biocatalitica assimétrica podera levar a
formacdo quantitativa de um tnico estereoisdbmero dentre os quatro compostos

possi{reis [86] (28 a-d, Esquema 22).
IV.2. Redugdes biocataliticas de dicetona

IV.2.1. Consideracdes gerais

As B-hidroxicetonas enantiomericamente puras s&o intermediarios versateis e
pérticulanneﬁte uteis na sintese de produtos naturais, especialmente feromdnios.

Em 1984, Schmuff ez al [87] reportaram o isolamento e identificagdo quimica
do feromdnio de agregacdo do Sitophilus oryzae (arroz) e Sitophilus zeamais (milho)
que sio | f@Sponséveis por grandes perdas de grios estocados. Estes insetos

reépondem mais efetivamente ao (45, 5R)-5-hidroxi-4-metil-3-heptanona, conhecido
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como “Sitophilure”, que € o maior componente do feromdnio de agregacdo de

ambas as espécies.

Seepfiilus ocyrae. SHORMWGS 2earmas
' Forgulh e des airoe
sarunchn ou gorgulhe do milhol

Figura 9: Sitophilus oryzae (arroz) e Sitophilus zeamais (milho).

O besouro Stegobium paniceum é uma peste devastadora que afeta alimentos
armazenados e colheitas. O “stegobiol” representa um dos principais componentes
do feromdnio deste inseto e foi isolado por Kodama et al [88].

A segunda parte do trabalho teve como objetivo a biorreducido
enantiosseletiva e diastereosseletiva da dicetona 29 para obten¢io de um

intermedidrio quiral versatil para a sintese destes feromonios.
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OH O

(+)-Sitophilure

(-)-Stegobiol

wt

)

H”““

TV.2.2. Resultados e Discussdes

Os microrganismos selecionados foram crescidos a 28 °C em meios

apropriados conforme mostrado na Tabela 8:
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Tabela 8: Microrganismos selecionados para as reagGes de biocatélise da dicetona 29.

Microrganismos Tempo de incubagio (h) meio de cultura

" Rhodotorula glutinis CCT 2182 48 YMA

Cunnfnghamella echinulata CCT

4259 60 MA
Aspergillus terreus CCT 3320 60 MA

Serratia rubidaea CCT 5732 48 NA

As células da levedura e da bactéria foram colhidas por centrifugagdo, as dos
fungos por filtragio e lavadas com solugio tampéo fosfato 0,1 M pH 7.

A biorredugsio de 29 foi realizada em erlenmeyer (125 mL) com solugdo
‘tampéo fosfato (20 mL), células lavadas com solugdo tampio fosfato 0,1 MpH 7 ¢
20 pL do composto 29. A mistura foi agitada a 28 °C e areagio foi monitorada por
CG/FID equipada com a coluna capilar de silica fundida com a fase quiral heptakis-
(2,6-dimetil-3-pentil)-p-ciclodextrina ¢ as condigdes de resolugdo foram otimizadas
com um padrio racémico e diasterecisomérico numa propor¢do syn:anfi 2:1.

Na Figura 10A apresentamos como exemplo, o perfil cromatografico obtido
com a injegdo da dicetona 29, bem como da injecdo da mistura de dlcoois syn:anti
correspondentes, onde pode ser observada a resolugdo entre os quatros possiveis

estereoisdmeros.
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Figura 10A: Cromatograma obtido por CG/FID equipado com coluna capilar de silica fundida
com fase estacionaria quiral heptakis-(2,6-dimetil-3-pentil}-f-ciclodextrina da: {a) dicetona
29; (b) alcool racémico 29a.
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Durante o acompanhamento das reagbes biocatalisadas observou-se que a
bactéria Serratia rubidaea CCT 5732 reduzia enantiosseletivamente e
diastereosseletivamente a dicetona 29, com baixa conversdo. Entretanto a baixa
conversdo poderia ser o resultado de uma inativagio enzimatica pelo produto.

Este fato ndo ¢ incomum e é importante estar alerta, pois muitos substratos ou
seus produtos, compostos “xenobidticos”, podem ser toxicos as c€lulas e uma das
formas de contornar este problema seria a “adaptagéo” da cultura ao substrato ou ao
produto.

A estratégia utilizada para evidenciar e para contornar este problema foi a
utilizacdo da Serratia rubidaea nas reagOes de biocatdlise apés o seu crescimento

com quantidades crescentes do alcool racémico 29a.

I1V.2.3. Condicdes experimentais para selecionar células de Serratia rubidaca

CCT 5732 na presenca do alcool racémico 29a

Foi retirada uma pequena por¢cdo da colbnia bacteriana e transferida
assepticamente com auxilio da alca de semeadura para erlenmeyer (250 mL)
contendo meio nutriente liguido (100 mL), adicionou-se 1 pL do élcool racémico e
incubou-se a 28 °C por 24 horas, as células foram colhidas por centrifugacéo,
lavadas com solugdo tampdo fosfato 0,1 M pH 7. A biomassa resultante foi

inoculada em um novo meio (100 mL) e 5 uL do alcool racémico adicionado, a
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suspensdo foi entdo incubada a 28 °C por 24 horas, sob agitacdo continua,
centrifugada e as células lavadas com solugéo tampio fosfato.

Este procedimento foi repetido mais uma vez e a reagio de biotransformagéo
realizada com a biomassa resultante em uma soluggo tampéo fosfato 0,1 M pH 7 (20
mL} e adicionou-se 20 puL da dicetona 29 e incubada a 28 °C por 72 horas, sob
agitag&o continua. No decorrer deste periodo, aliquotas da reacdo foram colhidas e o
produto extraido da fase aquosa com acetato de etila e analisadas por CG/FID.

Apos as inje¢Bes verificou-se que houve um aumento significativo na
conversdo do substrato, confirmando a hipétese formulada de que o produto seria
toxico para as bactérias. Este resultado também evidenciou que a selecdo de células
da Serratia rubidaea CCT 5732 resistentes ao 4lcool racémico foi eficiente.

Os resultados obtidos com os microrganismos testados encontram-se
sumarizados na Tabela 9 ¢ os nossos melhores resultados foram obtidos com as
células em repouso do Aspergillus terreus CCT 3320 e Serratia rubidaea CCT 5732
que converteram o composto 29 para o (45, 55)-5-hidroxi-4-metil-3-heptanona (30)
com conversdo de 90 % e 50 % respectivamente, excesso enantiomérico (ee %) > 98

e excesso diastereoisomérico (ed %) > 98, (Esquema 23).
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Tabela 9: Reduc¢io biocatalitica do composto 29.

Microrganismo Ee % (syn:anti) Conversao (%)*

C. echinulata _— —

R. glutinis 93 (4R, 55), 98 (48, 59) 90
S. rubidaea > 98 % (45, 59) 50
A. terreus > 98 % (48, 55) 90

* calculado por cromatografia a gas.

Aspergilius terreus CCT 3320 OH O
ﬁ ﬁ Serratia rubidaea CCT 5732 =
. :
w - \/\l/\/

Esquema 23: Biotransformacio da dicetona 28 por células em repouso do Aspergillus

terreus CCT 3320 e Serratia rubidaea CCT 5732.

A Figura 10B ilustra o cromatograma obtido da monorredugio assimétrica da

dicetona 29 promovida pelo Aspergillus terreus CCT 3320.
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Figura 10B: Cromatograma obtido por CG/FID equipado com coluna de silica fundida com
fase estacionaria quiral hetakis-(2,6-dimetil-3-pentil)-p-ciclodextrina da: (A) alcool racémico
29a; (B) redugio da dicetona 29 com Aspergillus terreus CCT 3320.
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A dicetona 29 e os padrbes racémicos e diastereoisoméricos dos alcoois 29a
foram sintetizados e caracterizados por Valéria B. Riatto sob orientagdo do Prof. Dr.
Ronaldo A. Pilli. A configuragdo absoluta do produto de biocatalise 30 foi
estabelecida como (4S, 5S) através do isolamento do produto da biorredugio ¢

comparando sua atividade dptica com os dados da literatura { [a]p*® + 21,5 ° (c 0,8,

Et,0), [alpi® + 24,2 ° (¢ 0,8, Et,0) [76]} .

IV.3. Reduc¢do microbial assimétrica de B-cetoésteres

IV.3.1. Consideracgdes gerais

As redugles estereosseletivas de [(-cetoésteres tém sido estudada ﬁelos
quimicos sintéticos para preparagdo de alcoois opticamente ativos, que s&o
intermediarios importantes para sintese de produtos naturais complexos [3, 89]. A
reducdo de [B-cetoésteres o-substituido gera simultaneamente dois centros
estereogénicos.

Trabalhos da literatura demonstram que em geral as redugdes catalisadas por
Saccharomyces cerevisiae de ésteres 2-alquil-3-oxobutanoato sdo enantiosseletivas
para foi'necer os alcoois opticamente ativos, usualmente com configuragio §. Para

sintese de varios tipos de produtos naturais e compostos ativos fisiologicamente €
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necessario encontrar microrganismos que possuam a habilidade de realizar reducdes

com resolugdo dindmica [90-91].

IV.3.2. Resultados e discussio

Com a finalidade de obter a reducio diastereo e enantiosseletiva dos P-

cetoésteres 13 e 15 (Esquema 11, pg 37) vérios microrganismos foram testados
(Tabela 10).

Tabela 10: Microrganismos testados para redugio microbiana dos p-cetoésteres 13 e15.

Microrganismos Linhagens
Rhodotorula glutinis CCT 2182
Aspergillus niger CCT 6252; CCT 5560 e CCT 5559
Cunninghamella echinulata CCT 4259
Curvularia lunata CCT 5634
Serratia rubidaea CCT 5732

Os microrganismos listados na Tabela 10 foram cultivados nos meios
nutritivos liquidos adequados e as reagdes de biocatélise promovidas adicionando-se
os P-cetoésteres (20 uL) a uma solugdo tampdo fosfato 0,1 M pH 7, contendo
c€lulas em repouso das linhagens em estudo e incubadas a 28 °C por 48-72 horas,

sob agitagdo continua.
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As reagOes foram monitoradas a cada 12 horas retirando-se aliquotas,
extraindo o produto da reagdo com acetato de etila e analisadas. As andlises por
cromatografia a gas (FID), para determinacio do excesso enantiomérico dos
produtos de biorredugdo foram realizadas empregando-se a coluna capilar de silica
fundida com a fase quiral heptakis-(2,6-dimetil-3-pentil)-B-ciclodextrina e a
condi¢do de resolugdo foi otimizada pela injecdo dos padrdes racémicos e
diastereoisoméricos dos dlcoois sintetizados conforme descrito no Esquema 11.

Nossos melhores resultados foram obtidos com Serratia rubidaea CCT 5732
(Figura 11), bactéria isolada do cdco fruta, que converteu o composto 15 para os
alcoois 16a’ e¢ 16b’ com conversio de 90 % (Esquema 24), com uma
diastereosseletividade 1(anti) : 4(syn). O excesso enantiomérico para ambos

diastereoisdmeros foi superior a 98 %, somente um enantidémero foi detectado.

Figura 11: Bactéria isolada do céco fruta, Serratia rubidaea CCT 5732.
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Esquema 24: Redugfo microbiana do B-cetoéster 15.

A reago foi repetida vérias vezes e interrompida a virias conversdes e 0s

resultados foram similares, com relagdo a proporgdo diastereoisomérica e somente -

um enantiémero foi detectado de cada par possivel (Figura 12).
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Figura 12; Cromatograma' obtido por CG/FID equipado com coluna caplilar de sflica fundida
com fase quiral heptakis-(2,6-metil-3-pentil)-B-ciclodextrina da redugo enantioseletiva do p-

cetoéster 15 com Serratia rubidaea CCT 5732.
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Este resultado pode ser explicado como uma resolugio cinética com
racemizagdo “in situ”, conhecida como resolugfio dinidmica [92]. Devido a
quiralidade do sitio ativo da enzima, um enantidbmero encaixa-se melhor no sitio
ativo em relagéo ao outro e, portanto é convertido mais rapidamente, resultando na
resolugéo cinética de um racemato.

Na resolugdo cinética de um racemato, cada um dos enantidmeros pode ser
obtido no maximo com 50 % de rendimento. Para superar estd desvantagem, a
resolugdo dindmica com racemizagio “in situ” do material de partida, que
usualmente € alcangada via quimica ou pela a¢@o de enolases ou epimerases, tornam
dindmica a intercon;rersﬁo entre os enantiémeros R e S do substrato, podendo levar a
formag@io de um tnico produto P com 100% de rendimento teérico, desde que a

fedug:ﬁo de um dos enantiémeros seja mais rapida do que a outra (Figura 13).

Resolucfio cinética Resolugiio dinfimica
k; k
R —— P R_—X . p
rdpido
Krac
sk g s o
lento kg
R, S = enantiémeros dos substrado
k. = constante de racemizacfio do substrato
P e Q = enantiomeros do produto
kg, Ks = constantes de velocidades individuais

Figura 13: Principios da resolug3o cinética e dindmica.
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Na resolu¢do dinfimica os enantibmeros do substrato estdo num rapido
equilibrio, mas 0s do produto nfo. Assim, quando o enantiémero do substrato que
melhor se encaixa ¢ convertido pela enzima, o equilibrio é restaurado pela
racemizagdo do enantibmero que ¢ pouco aceito pela enzima. Neste caso, varias
reacOes ocorrem simultaneamente e as velocidades relativas determinam a
estereoquimica resultante do processo completo (Figura 13). Para este processo ser
eficiente as condi¢des abaixo sdo exigidas:

A enzima devera apresentar alta especificidade pelos substratos
enantioméricos R/S, kg >> kg ou ke>> kg;

A racemizagdo do substrato deverd ocorrer numa velocidade necesséria para
que ocorra interconversio do enantidmero “indesejado™ para o enantidmero
“desejado” (Ko " > kg ou kg, respectivamente) ;

A racemizagio do produto (K™

) devera ser inexistente.

Para concluir sobre a resolugdo dindmica deste processo foi imprescindivel
determinar a configuragéo absoluta do produto de biorredugio do B-cetoéster 15.
Para tanto utilizou-se a RMN de 'H com derivados do 4cido mandélico.

O padréio quimico racémico e diastereoisomérico (mistura anti / syn 2:1) 16 ¢
o produto resultante da biocatalise do B-cetoéster 15 foram reagidos com o acido
(R)-O-acetilmandélico.

Analisando-se o espectro de RMN de 'H (Figural4-A) na regido da metila

para o padrdo quimico racémico do alcool 16 (em torno de 1,12 ppm), verificamos

que 0s sinais majoritirios correspondem aos diastereoisdmeros anti (2R, 3R) e (28,
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38) e os minoritarios aos diastereoisdmeros syn (25, 3R) e (2R, 35). Comparando-se
estes dados com o espectro de RMN de 'H do produto de biorredugdo esterificado
(Figura 14-B), constatamos que o sinal majoritirio corresponde a0 enantiémero syn
(2S, 3R) e o minoritdrio ao anti (2R, 3R) (Figura 14).

Os resultados indicam claramente que a oxidoredutase € bastante
estereosseletiva do ponto de vista facial , pois em ambos os produtos 0 NADH
atacou pela face si da cetona 15 levando a formagdo de produtos 3R com alto ee.
Entretanto ndo foi muito diastereosseletiva, pois produziu diastereoisomeros 2S:2R
na proporgdo 4:1. Este fato pode ser explicado como uma epimerizagdo ineficiente

pela enolase ou pela baixa seletividade da oxidoredutase.
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oH o
OH 0

B, CH;

) ;

anfi

1S

(B)

Figura 14: Espectro de RMN de "H (500 MHz) do: (A) alcool racémico e diastereoisomérico 16

derivado com o acido R-O-acetilmandélico; (B) produto de biorredugao derivado com o

acido R-O-acetilmandélico.

O P-cetoéster 13 nao foi reduzido por nenrhum microrganismo investigado.

90



Capitulo IV - Reacées Biocatalisadas

IV.4. Concluséo

Os resultados reportados neste trabalho demonstram a versatilidade das
células em repouso do Aspergillus terreus CCT 3320 e Serratia rubidaea C_CT 5732
para promoverem a redugfio enantiosseletiva e diastereosseletiva da diée.to_na 29¢ca
hidroxi-cetona 30 quiral pode ser empregada como um intermedidrio versétil na
sintese de feromdnios de insetos, como (+)-sitophilure e (-)-stegobiol;

A reducdio enantiosseletiva de B-cetoésteres com Serratia rubidaea CCT
5732 se apresenta como uma metodologia muito promissora, devido a alta
enantiosseletividade (ee > 98 %) deste sistema e 6tima conversdo, explicado como
uma resolugdo dindmica parcial com racemizaglio “in situ”. Através desté
niefodologia pode-se obter o controle da estereoquimica absoluta na produg@o dos
alcoois opticamente ativos 16a’ ¢ 16b’ resultante da especificidade anti - Prelog das
enzu'nas A eStereoquimica foi oposta a oriunda da redugBio dos B-cetoésteres por
Saccharomyces cerevisiae [90].

A etapa seguinte deste trabalho foi a otimizagiio das condigBes de reaclio
biocatalitica com o objetivo de melhorar a estabilidade operacional do sistema
biorrédutor, facilitar o isolamento do produto e abrir perspectivas para reutilizagdo

“do sistema biorredutor, uma vez que a Serratia rubidaea CCT 5732 se mostrou um
sistema 'c_le biorredugéo eficiente.

Com este pfopésito, iniciou-se os estudos para imobilizagdo da Serratia

rubidaea CCT 5732.
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Capitulo V ~ Imobilizagdo da Serratia rubidaea CCT 5732 no Oxido Misto SiQy/TiO;

* V.Imobilizacio da Bactéria Serratia rubidaea CCT 5732.

V.1. Consideracdes gerais

A imobilizacdo de enzimas e células microbianas é um setor da biocatalise
com ampla aplica¢do industrial devido a maior facilidade de armazenamento e vida
util do biocatalisador. As reagbes realizadas com enzimas e microrganismos
suportados apresentam vantagens sobre as condi¢des tradicionais (ndo suportadas),
pois sdo mais facilmente processadas, permitem processos continuos € diminuem o
nimero de operag3es unitarias necessérias nas indéstrias [93 - 94]. Neste contexto é
necessario haver uma compatibilidade entre o suporte € o biocatalisador de forma
qﬁe o nimero de células vidveis por unidade de volume seja alta ¢ que a atividade
das enzimas de interesse continuem com igual eficiéncia do ponto de vista da
bioﬁmsformagﬁo. Assim, a pesquisa € o desenvolvimento de novos suportes e de
metodos para imobilizagdo com a finalidade de melhorar o desempenho e a
produtividade dos biocatalisadores para transformagdes especificas é uma area de

- grande interesse biotecnologico. As caracteristicas essenciais sdo a area superficial,
a: estabilidade mecénica do suporte, além da viabilidade econémica [95 - 96].

Atualmente os métodos usuais de imobilizacdo sdo baseados em quatro
técnicas alternativas: encapsulamento em matriz polimérica, adsor¢do em superficie,
ligacdo covalente ezﬁ suportes sélidos insoliiveis em agua e ligacdo quimica cruzada

- com reagentes bifuncionais. Devido ao alto grau de variabilidade individual inerente
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aos sistemas biol6gicos ndo existe um método genérico e ideal para todo o universo
dos microrganismos e reagdes de interesse, [95].

A selecdo do material suporte e do método de imobilizagio ¢ feita
ponderando as vérias caracteristicas e os aspectos praticos necessarios para
aplicagdo da enzima e ou célula microbiana versus as propriedades, limita¢Ges e
caracteristicas dos métodos de imobilizagdo e do suporte [95].

Na imobilizagéo por encapsulamento em matriz polimérica as moléculas das
enzimas/células ndo estdo livres em solugdes, seu movimento & restrito pela
estrutura cristalina do gel. Este método ¢ limitado a enzimas isoladas previamente
estabilizadas ou altamente estiveis e células microbianas que ndo estejam em
crescimento.

Os métodos gerais de encapsulamento sdo:

1 — Gelificag¢do ionotrépica de macromoléculas com cations multivalentes
(alginatos);

2 — Gelificagdo induzida por temperatura (agarose, gelatina);

3 — Polimerizagdo organica por reagdes quimicas e ou fotoquimicas
(poliacrilamida);

4 — Precipitagio a partir de solventes imisciveis (poliestireno);

A ligagdo covalente em suportes sélidos insoluveis em 4gua envolve a
formagao de uma ligacdo covalente entre a enzima e ou célula e o material suporte.
A ligag3o ¢ normalmente formada entre os grupos funcionais que fazem parte dos

residuos de aminoacidos na superficie da enzima, freqlientemente representados por
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grupo amino (NHj) da lisina ou arginina, grupo carboxilico (CO,H) do 4cido
aspartico ou 4cido glutdmico, o grupo hidroxila (OH) da serina ou treonina e o grupo
sulfidrila (SH) da cisteina.

Os materiais de suporte usualmente utilizados sdo: celulose, dextranas
(Sephafiex), amido, agarose (Sepharose). Os polissacarideos sdo suportes
susceptiveis a degradagiio pelos microrganismos, e danos provocados pelos
solventes orgénicos. Outros suportes utilizados para imobilizag#io sdo silica porosa e
vidros porosos. A silica porosa consiste de pequenas particulas esféricas fundidas
que apresentam microcavidades, pequenos canais, _alta resisténcia e durabilidade. O
vidro de borosilicato sinterizado deve ser temperado para formar um sistema de
- canais uniformes, este suporte também € durdvel e resistente A degradacgdo
microbioldgica ou danos provocados pbr solvente.

Ao escolher o método de imobilizagfio através de ligagdo covalente devé se
ter o cuidado na escolha dos grupos funcionais reativos do suporte para que os
mesmos ndo inativem 0 processo enzimatico ligando-se quimicamente aos amino-
acidos do sitio ativo.

A ligacdio cruzada ¢ livre de suporte ¢ envolve a ligagdo de células ou de
enzirhas entre si para formar uma estrutura complexa tridimensional grande, e pode
ser obtida através de métodos quimicos ou fisicos. Os métodos quimicos de ligagéo
cruzada normalmente baseiam-se na formacdo de ligacdio covalente entre as células

através de reagentes tais como glutaraldeido e diisocianato de tolueno. Entretanto, a
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toxicidade de tais reagentes € um fator limitante a aplicagfo desta metodologia para
c€lulas microbianas ¢ muitas enzimas.

O método fisico normalmente utilizado € a floculagfio, formando particulas
com alta densidade celular. Os agentes floculantes, tais como poliaminas,
polietilenoimina, poliestirenos sulfonados e varios fosfatos sdo extensivamente
utilizados e bem caracterizados. A liga¢fio cruzada é raramente usada como tnico
meio de imobilizachio devido a auséncia de propriedades mecanicas e baixa
estabilidade que sdo limitagGes severas, ela ¢ mais freqlientemente empregada para
melhorar outros métodos de imobilizagdo, normalmente por reduzir as perdas
celulares que possam ocorrer em outros sistemas.

A imobilizag&o por adsorgdo ¢ o método mais simples e envolve interacdes de
superficie reversiveis entre enzima/célula e o material suporte. As forcas envolvidas
sd0 principalmente atragbes eletrostiticas, tais como forgas de van der Waals,
interagdes i6nicas, ligagdes de hidrogénio, embora liga¢des hidrofobicas possam ser
significantes. Estas forgas sio fracas, mas suficientemente importantes em nimero
para fornecer uma ligagdo razoavel. Nenhuma ativagdo ou modificagdo quimica ¢
necessaria durante o processo de adsor¢@o, e normalmente nenhum dano ¢ feito para
as enzimas e ou células.

O presente trabalho tem como finalidade a imobiliza¢do da Serratia rubidaea
CCT 5732 na superficie da matriz inorgénica de Silica-Titdnia (SiO4/TiO,)
preparada pelo processo sol-gel que permite obter materiais com alta

homogeneidade, pureza, porosidade controlada, e particulas bem modeladas [97 -
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98], para aumentar a vida util do biocatalisador sem alterar a sua atividade

biocatalitica.

V.2. Imobilizagiio da Bactéria Serratia rubidaea CCT 5732 no Oxido Binario

Silica -Titinia (Si0,/TiO; ) e Reaciio Biocatalitica

A Serratia rubidaea CCT 5732 foi inoculada em meio nutriente liquido

apropriado (100 mL) em erlenmeyer (500 mL) ¢ mantido em agitador rotatério(120
| rpm), 28 °C por 72 h . Apds este periodo de crescimento foi centrifugada e a
biomassa resultante foi transferida para um erlenmeyer (250 mL) contendo dgua
destilada estéril (50 mL) e o éxido binario SiO,/TiO, previamente esterilizado. O
sistema foi agitado e apés 12 h o sélido foi filtrado.

| A imobilizagio da bactéria foi observada através de andlises de microscopia
eletrénica de varredura (MEV) [99].

Nenhuma técnica preserva a natureza in vivo do material estudado, mas deve-
se procurar manter a sua estrutura. Para isso, na técnica de microscopia eletronica de
vaglrrédura,. deve-se procurar: estabilidade mecénica, remogdo ou imobilizagio da
égué e o direcionamento dos elétrons.Isso pode ser conseguido pela fixagdo do
_ materi_sil por congelamento, seguida por fixag8o, desidratagio e revestimento. Os

procedimentos gerélmente incluem: 1- a fixa¢8io em glutaraldeido; 2- desidratacio
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em etanol .e./ou acetona; 3- emprego do ponto critico; 4- revestimento com um filme
de metal pesado, como ouro ou paladio [100 - 102].

A atividade biocatalitica foi avaliada através da reacdo de redugio do B-
cetoéstér 15.

A reacio de biotransformagdo foi realizada em erlenmeyer (125 mL)
contendo' solugdo tampdo fosfato pH 7 (NaHPO,.7H,0 / KH2P04,0,1m01.L'I, 25
mL), substrato (20 uL) e células imobilizadas, mantida num agitador rotatdrio a 28
°C € 120 rpm. A reagdio foi monitorada a cada 12 h retirando-se aliquotas, extraindo
0 produto da reagio com acetato de etila, filtradas e analisadas por cromatografia
em fase gasosa CG (FID) utilizando-se coluna capilar de silica fundida com fase
estaciondria quiral heptakis-(2,6-metil-3-pentil)-B-ciclodextrina e _ condi¢do de
reéolugﬁo otimizada com um padrdo racémico anti isyn numa proporg¢io 2:1.

Umé parte do material imobilizado foi estocado em recipientes estéreis' sob
reﬁ'igeragﬁo pafa testar sua estabilidade e verificar a manutengfio da sua atividade

biocatalitica apds periodos de estocagem (1 semana, 1 més e 2 meses).

V.3, Céracteristic.as do material suporte

A";l"abela 11 mostra o resultado da anilise de titanio no éxido binario

Si0,/Ti0s, obtido por andlise quimica, a medida de area superficial especifica e o
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volume médio de poros. Na tabela 11 observamos que o material apresenta uma alta

area superficial especifica e um elevado volume médio de poros.

Tabela 11: Andlise quimica de titdnio no 6xido binério, 4rea superficial especifica, Saey, @

volume médio de poros, V,.

Matriz Ti/ % em massa Sper/ m*.g" Vy/ mL.g"

Si0»/TiO, 20,3 503 0,35

Uma das maiores motivacdes para a utilizagdo de suportes porosos, como € o
caso do suporte em questdio, € a obteng#o de alta atividade catalitica por unidade de
volume do catalisador através do uso de um material suporte com alta area
superficial disponivel por unidade de volume. Além disso, os substratos podem
frequentemente se difundirem nos materiais porosos muito mais rapidamente que
dentro de gels ou através de membranas de ultrafiltragfio, deste modo minimizando a
limitacdo da difusdo na velocidade de reagdio. As moléculas do substrato com
tamanhos comparaveis aos da enzima ndo podem interagir com a enzima
imobilizada pelo método de aprisionamento, enquanto tais substratos podem
difundir-se, embora lentamente, dentro da estrutura porosa na qual as enzimas estdo
ligadas [103 - 104].

-0 resultado obtido de drea superficial especifica pelo método B.ET. e o
volume médio de-poros pelo método de intruséo de merciirio (Tabela 11) para o

6xido binario $i0O,/TiO, demonstrou um material microporoso com uma elevada
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area superficial. O materiai submetido & microscopia eletrénica de varredura indicou
que o titdnio estd distribuido uniformemente por todo o material. Esta matriz
épresenta_ alta estabilidade térmica, alta resisténcia mecénica e € atoxica frente a
materiais biologicos, desta forma tais propriedades fazem dela uma boa candidata
para imobilizagéo de células.

De acordo com a literatura [95], a imobilizagdo metal-quelato € usualmente
realizada em agua e os microrganismos imobilizados sdo preferidos para conversdes
seqﬂenciais; porque: 1) a célula microbiana contém todo o sistema multienzimético
coni as estruturas nativas para as bioconversdes; 2) a imobilizag@o de células previne
a desativacéo de suas enzimas que pode ocorrer durante o isolamento das mesmas;
3) os produtos de reacdo sdo facilmente separados da biomassa; 4) as c€lulas
conﬁﬁuamente regeneram os fatores endogenos necessarios para os biocatalisadores
por um lonéo tempo.

As imageﬁs de microscopia eletrénica de varredura (Figura 15), mostram as
fnicrograﬁas da particula SiOy/TiO, (Figura 15A) e da bactéria imobilizada (Figura
15B). Po_demds 6bServar que a bactéria esta adsorvida por toda a matriz (Figura
15B), apresentando uma densidade média superficial de 3,9 x 10" células de
bactéri# por metro- quadrado. Sendo que o su;iorte apresenta uma &rea superficial de
503 m 2.g ! a quantidade de células bacterianas no suporte serd de 2 x 10™ células
por granié Vde matriz. Observou-se que a matriz Silica-Titdnia n@o apresenta
nenhuma influéncia t6xica nas células da bactéria Serratia rubidaea, pois nenhuma

alterac@o na morfologia celular foi verificada apés a adsorgdo, Figura 16.
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Figura 15: Microscopia eletrénica de varredura (tensdo de aceleracao 15 KeV). (A)
Micrografia do SiO,/TiO,; (B) Micrografia da bactéria Serratia rubidaea imobilizada no

Si0,/TiO, com aumento de 2.000 x.

103



Capitulo V — Imobiliza¢do da Serratia rubidaea CCT 5732 no Oxido Misto Si0yTiO;

(B)

Figura 16: Microscopia eletrénica de varredura (tensao de aceleragao 15 KeV). (A)

Micrografia da bactéria Serratia rubidaea CCT 5732 com aumento de 10.000 x; (B)
Micrografia da bactéria Serratia rubidaea CCT 5732 imoblilizada no SiO./TiO, com aumento

de 10.000 x.
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Capitulo V — Imobilizacdo da Serratia rubidaea CCT 5732 no Oxido Misto Si0TiO:

A imobilizagdo da bactéria também foi testada em silica gel, SiO,, (area

superficial 500 m’.g") e 6xido misto de Silica-Zircénia (Si0, / ZrO,), no entanto as

imobiliza¢Ses ndo foram bem sucedidas apresentando nenhuma ou baixa adsorg¢do,

respectivamente. Sugerindo que a adsor¢do da bactéria no suporte do 6xido misto de

Silica-Titania pode estar associada a interagdo da bactéria com o metal de transicdo

(Ti) do suporte.

A boa adsor¢dio celular e a néo toxicidade facilitou o desenvolvimento da

atividade biocatalitica através da redugdo enantiosseletiva do [-cetoéster 15,

Esquema 25 (Figura 17).
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Esquema 25: Redugdo microbiana do B-cetoéster 15 com células imobilizadas de Serratia

rubidaea CCT 5732 na matriz inorganica de silica-titania (Si0,/TiO3).
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Capitulo V — Imobilizacio da Serratia rubidaea CCT 5732 no Oxido Misto Sio/Tio;
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Figura 17: Cromatograma obtido por CG/FID equipado com coluna capilar de silica fundida
com fase estacionaria quiral heptakis-(2,6-dimetil-3-pentil)-B-ciclodextrina da redugéo

enantiosseletiva do p-cetoéster 15 com Serratia rubidaea.

A Tabela 12 mostra a comparagdo dos resultados obtidos da reagdo
biocatalisada com células livres em repouso versus células imobilizadas da Serratia

rubidaea.
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Capitulo V - Imobiliza¢do da Serratia rubidaeca CCT 5732 no Oxido Misto SiOy/TiO;

Tabela 12: Células livres x células imobliizadas.

Excesso Razio Conversio Tempo de
enantiomérico diastereoisomérica (%)* reagio
Células livres >98% 4 syn:1 anti 90 72 horas
Células
imobilizadas >98% 6 syn:1 anti 80 96 horas
Célu}as
imobilizadas
apos 60 dias de >98% 6 syn:1 anti g 100 horas
estocagem

*calculada por cromatografia a gés.

'A Serratia rubidaea CCT 5732 imobilizada no oxido bindrio SiOy/TiO,

converteu o composto 15 para os élcoois 16a ¢ 16b com conversdo de 80 %

(Esquema 25, pg 98), com uma diastereosseletividade anti : syn igual a 1: 6. O

excesso enantiomérico para ambos diastereoisémeros foi superior a 98 % (somente

um enantidmero foi detectado, Figura 17). Este resultado pode ser explicado como

uma resolugdo dindmica parcial com racemizagio “in situ”. O tempo maior de

reacdo ¢ a menor conversdo podem ser otimizados por um aumento da quantidade de

célulaS suportadas.
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Capz'tulo V — Imobilizacido da Serratia rubidaea CCT 5732 no Oxido Misto Si0y/TiO,

As células imobilizadas através desta metodologia sdo estdveis a estocagem
sob refrigeragdio (60 dias), comprovada através da manutengdo da atividade
biocatalitica apds este periodo (Tabela 12).

Os resultados promissores com a imobilizagiio da Serratia rubidaea levou-
nos a testar outros microrganismos ¢ os fungos Aspergillus terreus CCT 3320 ¢
Rhizopus oryzae CCT 4964 foram selecionados.

Os fungos foram cultivados em meios de cultura adequados, filtrados e a
biomassa agitada na presenca da matriz suporte, de maneira similar ao protocolo da
imobilizagdo da bactéria, conforme descrito detalhadamente na parte experimental.

As analises de microscopia eletrénica de varredura (Figura 18) demonstraram
que ndo havia ocorrido a adsor¢do dos fungos na matriz.

Estes resultados evidenciaram que as caracteristicas das células microbianas
representam pardmetros essenciais durante a selegio do material suporte para um
processo de imobilizagdo [95].

O processo de imobilizacdo da célula bacteriana, Serratia rubidaea CCT
5732, na matriz inorgnica de silica-titinia se mostrou adequada e de grande

importéncia pratica.
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Capitulo V — Imobilizacdo da Serratia rubidaea CCT 5732 no Oxido Misto SiO/TiO,

15kVU  ZBum

(b)

Figura 18: Microscopia eletronica de varredura (tensao de aceleragao 15 KeV). (A)

Micrografia do fungo CCT 3320 e particula da SiO2/TiO2; (B) Micrografia do fungo CCT 4920

e particula da SiO2/TiO2.
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Capitulo V — Imobilizacdo da Serratia rubidaea CCT 5732 no Oxido Misto SiOQyTiO;

V.4.Conclusio

O processo de imobilizagdo da Serratia rubidaea CCT 5732 foi apropriado
para a biorredugfo efetiva de f-cetoéster 15, sendo observado um incremento
significativo da diastereosseletividade (razdo diastereoisomérica syn:anti 6:1) em
relagfio as células livres em repouso (razo diastereoisomérica syn:anti, 4:1), com
manutengdo da enantiosseletividade, >98%;

O método de imobiliza¢do utilizado ndo causou danos & célula microbiana, é
simples, rapido e economicamente vidvel;

A bactéria imobilizada apresentou uma boa estabilidade apds estocagem em
refrigerador (4 °C) por um periodo de 60 dias;

O oxido binario silica — titdnia foi adequado para adsor¢do da bactéria
Serratia rubidaea, mas ndo para os fungos Aspergillus terreus CCT 3320 ¢
Rhizopus oryzae CCT 4964, demonstrando que as caracteristicas das células
microbianas sdo importantes para a sele¢@o do material suporte;

Os resultados apresentados abrem novas perspectivas para a aplicagdo desta

reagdo em processos continuos utilizando células imobilizadas em colunas.
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CONCLUSAO FINAL

O isolamento de microrganismos de ambientes especificos utilizando a
técnica de selegdo de microrganismos por enriquecimento do solo levou ao
isolamerfto de 35 bactérias ¢ das abelhas Trigona sp, 17 fungos foram isolados.

Através da técnica de difusdo em d4gar observou-se que viérios fungos
apresentaram atividade bactericida e fungicida.

As resinas florais ndo metiladas de Clusia e o extrato do ninho das abelhas
polinizadoras nio inibiram o crescimento de nenhum fungo isolado das abelhas, fato
este que serviu de comprovagio da participagio dos mesmos no ambiente restrito
escolhido resina ﬂofal de Clusia- Trigona- microrganismos.

As bactérias isoladas do solo apresentaram atividade de oxidoredutase,
enquantoros fungos isolados de abelhas Trigona sp, biotransformaram os derivédos
da éiclobutandna em derivados do ciclobutanol e em derivados da y-butirolactona.
Uma atividade de Baeyer Villigerase significante estd presente nos microrganismos
Cwrvularia lunata CCT 5629 e Aspergillus niger CCT 5559.

A redugio da 4-metil-heptano-3,4-diona com células integras da Serratia
rubidaea CCT 5732 e de Aspergillus terreus CCT 3320 conduz a sintese de
intermedidrios chaves dos feromdnios (+)-“Sitophilure” e (-)-“Stegobiol” via
-biorredﬁgﬁo com alto enantio ¢ diastereosseletividade. A Serratia rubidaea CCT
5732 foi eﬁciente. na reducdo enantiosseletiva de p-cetoéster. O caminho

estereoquimico da reagdo pode ser explicado através da atividade conjunta de duas
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enzimas, enolase e oxidoredutase, resultando numa resolugéio dindmica parcial com
racemizacgao “in situ”.

Finalmente, a Serratia rubidaea foi suportada numa matriz inorganica de
Silica-Titania (Si0,/TiO,) preparada pelo processo sol-gel, visando disponibilizar as
células integras de Serratia rubidaea como um reagente quimico com um tempo de
prateleira de pelo menos alguns meses. Este objetivo foi alcangado e as células
suportadas foram ativas por 2 meses com manutengdo da enantio e

diastereosseletividade.
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VL1. INSTRUMENTACAO E CONDICOES

~ VL1.1. Espectrometria na regido do Infravermelho (IV)
Os espectros de absorgdo na regifio do infravermelho foram obtidos como
filmes sobre celas de KBr (substincias liquidas) ou em pastilbas de KBr (s6lidos),

empregando-se um espectrofotometro Perkin-Elmer 298 ¢ 1660 FTIR.

VL.1.2.Cromatografia a Gis acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM)

As anélises por CG/EM foram realizadas empregando-se um cromatégrafo
Hewlett Packard 5890B SERIES II, acoplado a um detector seletivo de massas HP
5970, operando com uma fonte de elétrons com energia de ionizagfio de 70 eV. As
¢olﬁnas capilares de silica fundida empregadas foram: J & W Scien';ific DB-5 30 m
x 0,25 mm x 0,25 pm) ou HP-5 (30m x 0,25 mm x 0,25 um). O volume injetado das
axﬂostras, adequadamente diluidas, foi ca. 1 uL e as condigdes utilizadas foram: 50-
290 °C, 15 °C min™.O gés de arraste foi o Hélio, sob fluxo de 1,16 mL min™' (modo

“split”). As temperaturas do injetor e do detector foram 280 e 285 °C,
| respectivamente. O espectrometro de massas operou com velocidade de 0,84 scans

seg’!, na faixa de m/z 40-550.

VL1.3. -Es’pectrometria de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)
Os espectroé de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H)

foram obtidos em espectrdmetros Gemini 300P — Varian Instruments (300,1 MHz),
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Brucker AC (300,1 MHz) ou Inova 500 (499,99 MHz).Os deslocamentos quimicos
(8) forain dados em ppm, tomando-se como padrdes de referéncia interna o
tetrametilsilano (TMS, 6 0,00) ou o CDCl;, (3 7,27).As constantes de acoplamento
(V) foram citadas em Hz.

Os espectros de RMN de "°C foram registrados em espectrometros Gemini

-

300P - Varian Instruments (75,45 MHz), Brucker AC (75,50 MHz) ou Varian-
Inova 500 (125,70 MHz). Os deslocamentos quimicos (8) foram dados em ppm,
tomando-se como padrdes de referéncia interna o tetrametilsilano (TMS, & 0,00) ou
o CDCls, (8 77,00).

| O nimero de hidrogénios ligados aos 4tomos de carbono foi determinado
através dos espectros de RMN de 3C, com o auxilio das técnicas de RMN de *C-
DEPT (90 ¢ 135, onde CH3/CH = sinal positivo, CH, = sinal negativo e Cauater. =

ausente.

VL1.4. Cromatografia a Gis (CG)

As andlises por CG foram realizadas em cromatografo Hewlett Packard —
_ VCD 5890 A, com detector de ionizagiio em chama (FID), equipado com uma
| coluna éapilar de silica fundida, com a fase quiral heptakis-(2,6-dimetil-3-pentil)-B-
ciblqdext‘rina (25 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25 um de
éspéssui‘é '&o ﬁlme), utilizando-se H, como gés de arraste (ca. ImL min™). O volume

injetado das amostras, adequadamente diluidas, foi ca. 1 pyL e as condicdes
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empregadas encontram-se desctitas no procedimento experimental dos compostos
sintetizados. As temperaturas do. injetor e detector foram 200 e 220 °C,

~ respectivamente.

VI.1.5. Rotagiio Optica Especifica
Os valores de rotagdo optica foram determinados em um polarimetro modelo
- Polamat A, equipado com ldmpada de thercﬁrio (precisio de 0,005 °), em
temperatura ambiente. A rotagdo dptica especifica, em fungéo da rﬁié :Dj..ﬁdo sédio, foi
obtida conforme as seguintes conversdes recomendadas pelo fabricante, € expressas
com [a]p (concentragfio (c) da amostra em g/100 mL, solvente):
-Conversdo da rotagdo obtida com a ldmpada de merciirio para a ldmpada de sédio
ata:
Ona’ = Oy 1,175437
~-Conversdo da temperatura ambiente (T) para 20 O
Oya = ona /[1 + 0,000143(T - 20)), onde oy, corresponde & rotagdo observada a
ta.. |
- -Rotagdo optica especifica:
| [als® = an,2® / 1 X ¢, onde:
1= cmnprirhento da cela (dm);

¢ = concentragéio da amostra em g/100 mL.
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Prcaminrr
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VI1.6. Cromatografia em C.olunai_.f(:CC) ¢ em Camada Delgada (CCD)

As_puriﬁcagﬁes dos COmpostéé por cromatografia (“flash™) em coluna foram
realizadas utilizando-se -s_il_iéa gél 60 (Merck, 0,040-0,063 mm, 230-400 mesh
ASTM)e solvent@s:desﬁlﬁdos para eluigdo.

As CCD 'aiialitiCas, para monitoramento das reagdes e acompanhamento da
puriﬁcaga‘.d":dés produtos, foram realizadas empregando-se cromatofolhas de
alumihio- (S X 2 cm), recobertas com silica gel com indicador de fluorescéncia em
UV,s4 (Merck).

A rev_el-ag_ﬁo_dos compostos em CCD foi realizada através da irradiagio com
lampada UV254 e, ou pulverizagdo com uma solugio de p-anisaldeido [105]
(preparada pela mistura de p-anisaldeido, H,80,, HOAc e EtOH, na proporgio de
1:2:1:7100 em volumes, respectivamente) com subsequente aquecimento a 300 °C,

com pistola aquecedora.

VL1.7. Solventes e Reagentes
Todos os reagentes foram, em geral, utilizados como adquiridos e os

solventes purificados conforme metodologias descritas na literatura [105].
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V1.2. PROCEDIMENTOS GERAIS ADOTADAS NO LABORATORIO DE

BIOCATALISE

A vidraria é primeiramente lavada e seca, sendo entfio acondicionada com
papel (Kraft, jornal, etc.) e esterilizada em autoclave a 121 °C por 30 minutos ou no
forno de Pasteur a 170-180 °C por 2 horas. Todo material utilizado com
microrganismos, portanto contaminado, deve ser depositado num frasco de descarte
contendo uma solugdo de HCIO 5% e posteriormente esterilizado em autoclave a
121 °C durante 40 minutos.

As solugdes de alcool 70% e solugdio de hipoclorito de sodio 0,5%, 5 % e
10% foram utilizadas para desinfetar as bancadas de trabalho e cdmera de fluxo
laminar. |

Praticamente todas as manipula¢des microbiolégicas foram realizadas em
cidmaras de fluxo laminar (VECOQO), diminuindo a contaminacio do material
manipulado e apesar de trabalharmos apenas com linhagens de microrganismos nao

patogénicos este procedimento impede também a contaminagdo do meio externo.
VI1.2.1. Meios de culturas sélidos destinados 2 manutenciio e reativacio das
linhagens em estudo nesta tese

~ NA (4gar nutriente, g L) - Destinado ao cultivo de bactérias
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Extrato de CaAMNE.....overeennenns 30g
Peptona.' ............................. 50g
AGAT....cuovrrierrernriieninenens 20,0 g

MA(Extrato de Malte, g L") - Elaborado a0 cultivo de fungos

EXtrato de malte...............ooo.ooessmerverer. 20 g
) S 20g
Agua destilada............eveoreereereeeeeeseerens 1L

YMA (g L") - Utilizado para cultivo de leveduras

Extrato de 1evedura..........oo..o.ooooovo 30g
Extrato de malte..........coooeeeeeeeeeeerrrrrrrnns 30g
LT RN 50¢g
GLICOSE. . virereieerirerieieeeeeieeeeees e re e eee s 10,0 g
AGAL. ...ttt sstees e seesaees 20,0 g
Agua destilada............oveeeeeeeeenrersreernnnn. 1L

© Os meios de culturas foram preparados em frascos com tampa (“Schott™),

- autoclavados a. 121°C p'c')r 15 minutos e estocados.
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A preparagﬁo dos meios de cultura liquidos destinados ao crescimento das
linhagens e as reagdes de biocatalise foram realizados em erlenmeyers de acordo

~ com a formulag@o dos meios s6lidos, excetuando a adigho do 4gar.

VL3. ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS DE AMBIENTES
ESPECIFICOS

VL3.1. Técnica de selegiio de bactérias de solo

Solos provenientes de uma plantagdo de cana-de-agicar (Campinas-SP)
foram coletados sob a supervisdo do microbiologista Dr.Gilson Manfio. Partindo-se
de 9 pontos, as amostras (ca. de 100 g) foram coletadas em saco; estéreis a du_as
profundidades diferentes 0-10 cm e 10-20 ¢m, utilizando instrumentos previamente
esterilizados. Uma triagem foi realizada para eliminar pedregulhos e vegetais
maiores, homogeneizando a amostra. A umidade do solo foi determinada tomando-
se uma pequena aliquota (10 g) da amostra original , num recipiente, em seguida
colocando-o numa estufa entre 105° e 110°C, até atingir a massa final , que foi
bonstante.O teor de umidade do solo em questdio foi de 19,7%. Transferiu-se a
amdstra (5,0 g) para “schotts” (100 mL) e adicionou-se o cis e trans cicloexanodiol
(0,05-g) diluidos em dgua destilada esterilizada (1 mL), agitou-se vigorosamente
para total homogeneizagdo e incubou-se a 28 °C por 14 dias, para que houvesse

- proliferagdo de diversas populagdes microbianas.
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V1.3.1.1. Dilui¢io em série decimal e Inoculagiio [107]

Apbs o periodo de incubagdo procedeu-se a diluigdo que foi realizada com
solucdo salina elaborada e esterilizada, utilizando a solugdio Ringer (g/L):225 g de
NaCl, 105 g de KCI, 120 g de CaCl,, 50 g de NaHCO;. A partir da solugdo Ringer
preparada, retirou-se 1 mL e completou-se com agua destilada (99 mL). Adicionou—
se a solugéo salina (45 mL) aos frascos contendo as amostras de solo, agitou-se a
suspensdo vigorosamente por 30 min, em agitador mecanico, para dispersido dos
microrganismos que haviam proliferado (solugio 10™).

Desta solugio pipetou-se 1 mL e transferiu-se para um tubo de ensaio com
solugo salina elaborada (9 mL) obtendo-se a primeira diluig@o (102), repetiu-se este
procedimento até obter a diluigdo 107,

Preparadas a soluciio 10™ e as diluigdes (1072, 10%, 10™* ¢ 107) p_ipetou-se 100
uL das diluigaes (107, 10 e 107 ) para placas de Petri contendo os meios de culturas
NA, BENNETT’S e Amido/Caseina. As placas, em duplicatas, foram inoculadas
através do espalhamento da suspensdo microbiana com uma alga de Drigalsky e

incubadas em estufa B.0.D a 28 °C por 24 horas.

VI.3.1.2. Selecdo dps meios de cultura para isolamento das bactérias do solo de
caha¥de-a9|icar

| Foram rescolhidos trés meios de cultura para serem utilizados no isolamento
das bactérias, nestes meios adicionou-se o antifiingico cicloeximida (5 mL de

solucdo antifiingica / 100 mL de meio de cultura).
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Solucfio antifiingica de cicloexamida: 0,1 g de cicloexamida/100 mL de agua
destilada esterilizada, filtrada em membrana de 0,22 um (MILLIPORE), neste caso
a filtragdo foi um método de esterilizagdo.

NA (“Nutrient Agar”) - a composi¢#o esta descrita no item V121

BENNETT'S modificado (g L) - Elaborado para cultivo de bactérias

“Lab—Lémco”(UN"IPATH Ltd)eeciisecreeieiereecenirecrnens 0,80 g
Extrato de levedura (DIFCO).............ooveveeerrrsrsreson 1,0 g
“Bacto-Casitona” (DIFCO)......cccccvvvvvvnnennn.s errvieriens 20g
Glicose (Merck). ...coeviiiiiiii i, 10,0 g

J 2 ()1 3670 ) 120g
Amido/Casefna (g L)

AMIAO SOIIVEL...veveirmririiceire e s e ee e reas 50g
Caseina purificada...........cooveivminirniiiciiinsesesccneenens 0,15g
KN 3...ocuerirerenerierresesseesssssssenssssstorscessmscossassensessessssnesainn 1,0g
NaCl......... B P L 1,0g
MgSO4.7H20 .................................................................. 0,025 g
CACD...ccererrrieeessesesssessessaesberssssnssnsassssasssssssssissansessasass 0,01 g
FéS04.7H20 .................................................................... 0,005 g
Agér’..- ................................................................................... 6,0g
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VL3.1.3. Contagem e identificacio das Coldnias

Apds o periodo de crescimento, as coldnias bacterianas nas culturas nas
diluigdes 107, 10 ¢ 10”° foram submetidas a contagem para se estimar o numero de
coldnias, através de um contador manual de colénias bacterianas BIOMATIC —

Aparelhos Cientificos Ltda — ART LAB.

V1.3.1.4. Obtencio de cultura pura

As col6nias bacterianas nas placas com meio de cultura Bennett’s (10°), NA e
Amido/Caseina (10™*) foram observadas com uma lupa (Stemi DRC - ZEISS 1,6 x) ¢
marcadas para serem isoladas. Escolheu-se a colénia mais isolada e com a al¢a de platina
tocou-se no centro da mesma e em seguida inoculou-se em placas com meio sélido para
obtengfio de culturas puras a partir das amostras que continham flora mista, utilizando a
técnica de esgotamento [108]. Esta técnica consiste basicamente em espalhar um inéculo

inicial de modo sucessivo para obter colénias isoladas e purificadas.

Apos um periodo de incubagfo de 24 horas, as coldnias foram examinadas com lupa
para cada cultura semeada e as principais observagdes macroscopicas com relacdo a
morfologia (cor, forma, superficie, brilho, borda, elevacio, consisténcia, tamanho) das

coldnias bacterianas foram realizadas.

VL3.1.5. Preservagiio das bactérias isoladas do solo
Apds o isolamento das bactérias do solo, as mesmas foram repicadas em

duplicatas em tubos “slants” com meios de culturas Bennett’s e NA e incubadas por
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24 horas para serem utilizadas na avaliagio da atividade biocatalitica e preservadas

em caldo nutriente + 10% de glicerol e congeladas a baixa temperatura (- 80 °C) .

V1.3.2. Isolamento de microrganismos de Trigona sp

A coleta das abelhas em contato com resinas florais foi realizada pelo
boténicot Dr. Volker Bittrich — Instituto de Biologia/Unicamp.

A temperatura escolhida para o crescimento dos fungos foi de 28 °C, pois
estaria proxima das condi¢des do habitat natural das abelhas e os meios de cultura
utilizados no isolamento foram especificos para fungos, MA e “corn maize agar”
(CMA).

As abelhas coletadas em recipientes estéreis foram cortadas com auxilio de
um bisturi esterilizado e colocadas nas placas com meios de cultura MA e CMA,
agitadas para que as mesmas “carimbassem” todo o meio e incubadas a4 28 °C para
que'houvesse 0 crescimento.

Apés 96 horas de incubagfo, todas as placas contendo os diversos fungos
foram observadas na lupa com acompanhamento de uma microbiologista para
~identificagio preliminar dos diferentes tipos de fungos.

" Realizou-se um repique dos varios fungos para “slants” com meio MA para
veriﬁcar a pureza e iniciar o processo de classificagio que foi realizado na Fundag@o

Tropical “André Tosello™.

* A classificag8o foi realizada pela técnica Ana Paula M. Zirbodi.
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VI.4. ENSAIOS BIOLOGICOS

'VL4.1. Ensaio bioautogrifico com as resinas florais de Clusia e o ninho das

abelhas Trigona sp

Para realizagio do ensaio biologico preparou-se uma suspensio de esporos
dos fungos isolados das abelhas (10° — 107 esporos/mL), calculado pelo método de
contagem em cémara de Neubauer.

Os testes foram realizados utilizando-se placas CCD (silica gel 60 GFjs4,
Merck). Aplicou-se nas placas :

a) 10 pL de solugdo de resina floral de cada espécie (Clusia weddelliana
masculina e Clusia spiritu-sanctensis masculina) em acetato de etila (10,0 mg/mL);

| b) 5 uL de solugdo de ninho de Trigona (extrato do ninho em acetato de étila,
50,0 mg/mL);

¢} 1 uL para o padrdo fungicida (nistatina 10,0 mg/mL em metanol).

As placas foram eluidas com hexano / AcOEt (85:15) e feitas em duplicatas,
para que uma fosse utilizada no ensaio biolégico € a outra como padrio de
cbrﬁpafagadﬁlediante revelacdo com solugdo de anisaldeido.

- .Preparou-se 0 meio MA, transferiu-se 20 mL para as placas de Petri contendo

a placa CCD, e adicionou-se 100 pL da suspensdo de esporos dos 17 fungos isolados
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-.das abelhas e semeou-se com a alga de Drigalsky. Terminada a inoculaggo, as placas
foram incubadas a 28 °C por um perfodo de 48 horas.

Os resultados dos ensaios foram avaliados qualitativamente ap6s um periodo
de incﬁbag:ﬁo de 48 h, observando se na superficie do meio de cultura existia ou ndo

halo de inibi¢&o de crescimento microbiano.

V1.4.2. Técnica de disco de difusio em agar
Os fungos isolados das abelhas foram repicados em placas de Petri com meio
de cultura MA em forma de estrias de forma que proporcionasse um crescimento

homogéneo por toda a placa e incubadas por duas semanas a 28 °C.

Tabela 4: Microrganismos de referéncia utilizados no ensaio biolégico.

Microrganismo Temp. étima Tempo de Meio de
(°0) crescimento (h) cultura
Escherichia coli CCT 5050 37 24 MH
Staphylococcus aureus CCT 4295 37 24 MH
Bacillu& subtilis CCT 0089 30 24 MH
Rhodococcus equi CCT 0541 37 24 MH
Candida albicans CCT 0776 28 48 YMA
Aspergillus niger CCT 1435 28 168 - MA

MH — “Mueller Hinton Medium” (Difco); YMA — “Yeast Malt Extract Agar” (Difco);

MA - “Malt Agar”(Difco)
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Apés o periodo de incubagéo as culturas dos fungos foram cortadas com um
cortador manual em pequenos circulos de agar (& 5 mm). Estes pequenos circulos
contendo os fungos foram colocados sobre as culturas dos microrganismos de
referéncia j4 previamente inoculados com concentragdes conhecidas no caso das
bactérias, levedura (6,0 x 10% células/mL),utilizando a escala de McFarland’s [109]
que baseia-se na medida de turbidez comparativa de solugdes padrdes de sulfato de
bario e dcido sulftrico, com solugBes bacterianas recém preparadas em solucdes
aquosas ¢ a do fungo (2,0 x 10° esporos/mL)

A Jeitura do ensaio bioldgico foi realizada apds 18 horas de incubagiio e o
halo de inibi¢@o de crescimento dos microrganismos de referéncia foi medido em

milimetros (mm).

VL5. EXPERIMENTAL REFERENTE A OBTENCAO DOS COMPOSTOS

SINTETIZADOS NESTE TRABALHO

cis - cicloexano - 1,2 - diol (10) [47b]

Aspecto fisico: solido, levemente amarelado
CeH120,

116,16
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Preparo do reagente: A uma mistura do édlcool t-butilico (100 mL) e do
peréxido de hidrogénio 30% (25 mL), adicionou-se em pequenas por¢des 0 MgSO,
anidro e duas fases se formaram. Removeu-se a fase alcodlica que contém a maioria
do H,0,, secou-se sobre MgSO, anidro e em seguida sobre CaSOy anidro. O liquido
resultante ¢ uma solugdo estavel de H,O, 6,3 % em dlcool t-butilico.

Em um balio de 250 mL contendo uma mistura do cicloexeno previamente
destilado (8,2 g, 100 mmol) e H,O, 6,3% (55 mL, 100 mmol), sob agitagio
magnética, adicionou-se cuidadosamente uma solugiio de OsO,4 0,5% em alcool t-
butilico anidro (3 mL) e resfriou-se a 0 %C. A mistura reacional permaneceu em
repouso a ta. por 12 horas e a coloragdo alaranjada inicial desapareceu.Removeu-se
o solvente e o cicloexeno que ndo reagiu por destilagéo sob pressido atmosférica. O
residuo resultante foi destilado sob vacuo (2.10 ~! Torr) utilizando um condensador a
ar. Coletou-se a fracdo de p.e. 120-140 OC. Purificagdo do produto bruto por

recristalizacdio em AcOET, forneceu 5,0 g (45%) do diol 10, p.f. 95°C (p.f. 96 oc

[37D.

EM m/z (%): 116 (MY, 8), 98 (28), 83 (31), 80 (8), 70 (100), 67 (5), 60 (4), 57 (74), 55

(25), 54 (10), 44 (43), 43 (39), 42 (40), 41 (47).

IV (Pasﬁlha de KBr) v (cm™): 3401, 3268, 2932, 2861, 1440, 1366, 1076 (intenso), 987,

714,
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RMN b ¢ | (500 MHz, D-0, referéncia‘intema de capilar de CCL/TMS): 8y (integragéo,
multiplicidade, J, atribui¢do); 3,60 — 3,66 (2 H, m); 1,47 - 1,57 (2 H, m); 1,33 - 1,46 (4 H,

m); 1,13 - 1,25 (2 H, m).

RMN “C (125,69 MHz, D;0, referéncia interna de um capilar CCL/TMS): 8¢ (atribliig:ﬁo);

70,21 (C-1; C-2); 28,66 (C-3, C-6); 20,68 (C4, C-5).

trans — cicloexano — 1,2 — diol (11) {47b]

Aspecto fisico: solido branco

=

H

E ol CeH 1,0,
OH 116,16

i

m "

Em um baldo de 3 saidas adaptado a um funil de adigfo, a um termémetro e

contendo uma mistura de HCO,H 88-90% (75 mL, 1,5 mol) e H,0, 30% (17,5 mL,
| 0,.15 | mol), adicionqu-se lentamente cicloexeno previamente destilado (10,25 g,
0,125 fnol), via funil de adi¢do por um periodo de 20-30 minutos, mantendo-se a
temperatu;’a reacional entre 40-45 °C por resfriamento em banho de gelo.Manteve-se
a mistura réacional com agitacio e nesta temperatura por 1 hora adicional, apés este

periodo permanéceu em repouso a ta. por 12 horas. Removeu-se parte do acido
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férmico e da 4gua sob pressdo reduzida e adicionou-se uma solugfo resfriada de
NaOH 13 mol L"! (18 mL) em pequenas por¢Ses, mantendo a temperatura em torno
" de 45 °C Extraiu-se com AcOEt (5 x 50 mL). Os extratos orgénicos foram reunidos,
secos sobre Na,SO; anidro e concentrados sob pressdo reduzida. O volume residual
foi resfriado a 0°C e um sélido cristalizou-se.O produto bruto foi separado por
ﬁlt:ragﬁo. por sucgo.Este procedimento foi repetido com a agua mde. O produto
bruto reunido foi destilado sob vacuo (2.10 ™' Torr) utilizando um condensador a
ar.Coletou-se 2 fragio de p.e. 120-140 °C.Purificagio do produto bruto por
recristalizagio em AcOET, fornecen 5,0 g (69%) do diol 11, p.f. 101-103°C (p.f.

102-103 °C [37)).

EM m/z (%): 116 (NI"-', 5), 98 (25), 83 (32), 80:(8), 70 (100), 57 (75), 55 (26), 54 (9), 44

(47), 43 -(379), 42 (40), 41 (48).

IV (Pastilha de KBr) v (cm™): 3386 (largo), 2934, 2859, 1630, 1445, 1353, 1067 (intenso),

929, 679.
RMN' 'H (500 MHz, D,0, referéncia interna de capilar de CCly/TMS): 8y (integragéio,

‘multiplicidade, J, atribuigo); 3,18 — 3,25 (2 H, m, H; e Hp); 1,70 — 1,90 (2 H, m); 1,43 —

1,54 (2 H, m); 1,00 - 1,20 (4 H, m).
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RMN "C (125,69 MHz, D;0, referenciado com capilar de CCL/TMS): 8¢ (atribuigso);

74,53 (C-1, C-2); 32,24 (C-3, C-6); 23,47 (C-4, C-5).

2-alil-3-ona-butanoato de metila (15) [48a]

Aspecto fisico: liquido incolor
CsH1,0;

156,18

Em um baldo de 125 mL sob agitagdo magnética, contendo uma solucdo do
acetoacetato de metila (12) (2 g, 17,2 mmol) em acetona bidestilada (20
mL),adicionou-se K,CO; (7 g, 51,6 mmoL) previamente ativado em estufa a 100 °C
por 3 horas e agitou-se por 30 minutos a ta. Apés este periodo o brometo de alila
(1,4 mL, 17,2 mmoL) foi lentamente adicionado e a mistura reacional foi agitada por
24 horas a ta.. Diluiu-se a mistura com adicio de 20 mL de cicloexano e em seguida
a suspenséo foi filtrada sobre Celite®. O residuo foi lavado com acetona e o filtrado
resultante foi concentrado sob pressdo reduzida. Purificagio do produto bruto por
cromatogr'é.ﬁa “flash”, em coluna de silica gel (hexano —~ AcOEt 4:1), forneceu 2,3 g

(85%) do P -cetoéster 15.
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EM m/z (%): 156 (M, 1), 138 (3), 124 (10), 114 (72), 113 (100), 97 (15), 81 (32), 55 (9),

43 (28)

IV (Filme) v (em™): 3082, 3005, 2956, 2846, 1746, 1716, 1644, 1437, 1361, 1234, 1198,

1152, 1059, 996, 922, 594.

RMN 'H (500 MHz, CDCl;): &y (integragio, multiplicidade, J, atribui¢do); 2,24 (3 H, s,
CH;-4); 2,60 (2 H, m, H-1"); 3,55 (1 H, t, J 7,0 Hz, H-2); 3,74 (3 H, s, -OCH3); 5,05 (1 H,
falso dg, J 11,8 Hz ,1,5 Hz, Hyp); 5,10 (1 H, falso dq,J 17,1 Hz, 1,5Hz,H,) 5,75 (1 H, ddt, J

6,8 Hz, 10,2 Hz e 17,1 Hz, He).

RMN C (125,69 MHz, CDCl3): ¢ (atribui¢io); 29,19 (C-4); 32,22 (C-1°); 52,45 (-

OCHs); 59,09 (C-2); 117,57 (C-3"); 134,15 (C-2°); 169,74 (C-1); 202,41 (C-3).

2-benzil-3-ona-butanoato de metila (13) [48b]

Aspecto fisico: liquido incolor
C12H140;3

206,24
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A uma solugdo do acetoacetato de metila (12) (2 g, 17,2 mmoL) em acetona
bidestilada (20 mL),adicionou-se K,CO; (7 g, 51,6 mmoL) previamente ativado em
estufa a 100 °C por 3 horas e agitou-se por 30 minutos 4 ta. Apés este periodo o
brometo de benzila (2 mL, 17,2 mmoL) foi lentamente adicionado e a mistura
reacional foi agitada por 24 horas a ta.. Diluiu-se a mistura com adicfio de 20 mL de
cicloexano e em seguida a suspensdo foi filtrada sobre Celite®. O residuo foi lavado
com acetona e o filtrado resultante foi concentrado sob pressio reduzida. Purificagio
do produto bruto por cromatografia “flash”, em coluna de silica gel (hexano —

AcOEt 4:1), forneceu 2,83 g (80%) do B -cetoéster 13.

EM m/z (%): 206 (M, 5), 188 (7), 175 (4), 163 (100), 147 (18), 131 (98), 121 (4), 104

(26), 103 (24), 91 (38), 78 (19), 77 (17), 65 (9), 59 (5), 55 (5), 51 (11), 43 (72)

IV (Filme) v (cm'l): 3028, 2953, 1743 (intenso), 1717 (intenso), 1604, 1496, 1456, 1436,

1359, 1250, 1219, 1149, 1061, 1030, 751, 701, 511.
RMN 'H (500 MHz, CDCls): 8y (integragdo, multiplicidade, J, atribui¢dio); 2,18 (3H, s,

CHs-4); 3,16 (2H, d, J 7,5 Hz, H-1); 3,69 (3H, s, -OCH3); 3,80 (1H, 1, J 7,5 Hz, H-2); 7,15-

7,30 (5H, m, arom.).
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RMN "C (125,69 MHz, CDCl;): & (atribuicgo); 29,77 (C-4); 34,10 (C-1); 52,57 (-OCH3);
61,24 (C-2); 126,97 (C-5°); 128,86 (C-4’ ¢ C-6); 128,98 (C-3’ e C-7°); 138,33 (C-2°);

169,89 (C-1); 202,79 (C-3).

Reducfio quimica do B-cetoéster (15) utilizando-se NaBH;

2-alil-3-hidroxi-butanoato de metila

Aspecto fisico: liquido

OH O
/\)L levemente amarelado
2
i 3 x 1 ~OCH,
CsH,140;
158,20

Fm um baldo de 50 mL contendo P -cetoéster (18) (0,110 g, 0,53 mmoL), em
‘metanol (10 mL), resfriada a 0°C, adicionou-se lentamente NaBH, (0,005 g, 0,13
mmoL).A reagdo foi agitada a temperatura ambiente durante 30 minutos ¢ a seguir
foi tratada com solugdo saturada de NH,Cl. A fragio orginica foi extraida com
CHZCi-z;. seca sobre Na,SO, anidro e concentrado & vacuo. Purificagdo do produto

bruto por cromatografia “flash”, em coluna de silica gel (hexano — AcOEt 4:1),
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forneceu 0,098 g de um mistura inseparavel dos dlcoois 16a ¢ 16b em uma

- proporgio de 1:2, respectivamente (90% rendimento global).

Dados para a mistura dos alcoois 16a e 16b :

EM m/z (%): 158 (M, ausente), 143 (8), 140 (7), 125 (30), 116 (32), 114 (100), 109
(17), 99 (13), 93 (3), 87 (15), 83 (60), 82 (76), 81 (85), 69 (20), 59 (43), 55 (88), 54 (35),

45 (45), 43 (49), 41 (23).

IV (Filme) v (cm™): 3429 (largo), 3083, 2978, 2954, 2851, 1728 (intenso), 1643, 1440,

1379, 1269, 1233, 1198, 1173, 1117, 994, 919, 640.

RMN H (500 MHz, CDCl3): 8y (integracdo, multiplicidade, J, atribui¢io); _1 21(3H,d,J
6,4 Hz, CH3-4 syn); 1,24 (3 H, d, J 6,4 Hz, CH3-4 anti); 2,40 (4H, m, H1", syn e anti); 2,‘49
(1H, dt, J9,0 Hz e 5,0 Hz, H -2, anti) ; 2,55 ( 1H, dt, J 9,0 Hz ¢ 5,0 Hz, H -2, syn); 2,59
(1H, sl, OH); 3,70 3 H, s, -OCH3 syn); 3,71 (3 H, s, -OCHj; anti); 3,94 (1 H,dq, J6,0 Hz e
6,0 Hz, H-3 syn); 3,98 — 4,05 (1 H, m, H-3 anti); 5,01 — 5,06 (2 H, m, Hy-3' e Hy-3’syn e
anti); 5,09 (1H, falsé dq, /17,0 Hz, J 1,5 Hz H,-3" sym); 5,10 (1 H, falso dq, J 17,0 Hz,1,5
Hz, Hy-3’ anti); ;5,75 (1 H, ddt, J 17,0 Hz, 10,0 Hz ¢ 7,0 Hz, Hc-2’ syn); 5,79 (1 H, ddt, , J

17,0 Hz, 10,0 Hz e 7,0 Hz, H.-2’ anti).

RMN BC (125,69 MHz, CDCL): 8¢ (atribuig#o); 20,38 (C-4 syn); 21,43 (C-4 anti); 31,87

(C-1° syn); 33,61 (C-1° anti); 51,63 (-OCH; anti); 51,65 (-OCH; syn); 51,99 (C-2 syn);
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52,29 (C-2 anti); 67,89 (C-3 anti); 67,92 (C-3 syn); 116,83 (C-3’ syn); 117,22 (C-3’ anti):

134,74 (C-2’ anti); 135,51 (C-2° syn); 174,88 (C-1 syn); 175,13 (C-1 anti).

Reducio guimica do p-cetoéster 13 utilizando-se NaBH,

2-benzil-3-hidroxi-butanoato de metila

OH O Aspecto fisico: liquido,
4 M OCH,4 levemente amarelado
o 51' C12H1605
5'@2/ 208,26
syn (1)-(14a) anti (+) - (14b)

Efetuou-se 0 mesmo procedimento descrito para o PB-cetoéster (13).

Quantidades: B-cetoéster (13) (0,108 g, 0,69 mmolL), NaBH, (0,006 g, 0,17
mmoL).Purificacdo da mistura bruta por cromatografia “flash”, em coluna de silica
gel (hexano — AcOEt 4:1) forneceu 0,103 g de um mistura inseparavel dos alcoois

14a e 14b em uma proporgéo de 2:1, respectivamente (95% de rendimento total).

Dados para a mistura dos alcoois 14a ¢ 14b:
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Diastereoisémero syn:

EM m/z (%): 208 (M, ausente), 190 (39), 175 (2), 158 (24), 147 (4), 131 (100), 121
(11), 117 (7), 105 (14), 104 (29), 103 (17), 92 (11), 91 (58), 78 (18), 77 (14), 65 (11), 55

(6), 51 (7), 45 (13), 43 ().

Diastereoisbmero qnti:

EM m/z (%): 208 (MY, ausente), 190 (35), 175 (3), 158 (23), 147 (4), 131 (100), 121
(12), 117 (15), 105 (18), 104 (38), 103 (21), 92 (22), 91 (84), 78 (27), 77 (22), 65 (19). 55

(11), 51 (13), 45 (27), 43 (16).

IV (Filme) v (cm™): 3448 (largo), 3022, 2978, 1737 (intenso), 1606, 1496, 1456, 1438,

1374, 1243, 1200, 1167, 1124, 1046, 938, 846, 749, 701.

RMN 'H (300 MHz, CDCls): 8y (integragdo, multiplicidade, J, atribuigdo); 1,25 (3 H, d, J
6,2 Hz, CHs-4 anti); 1,26 (3 H, d, J 6,2 Hz, CHj-4 syn); 2,64 ~ 2,82 (2 H, m, H-2, anti ¢
syn); 2,97 (4 H, dm, J 2,2 Hz, H-1’ anti e syn); 3,57 (3 H, s, -OCH; syn); 3,61 (3 H, s, -

OCH; anti); 3,85 - 4,08 (2 H, m, H-3 syn e anti); 7,14 ~ 7,34 (10 H, m, arom. anti € syn).

RMN "°C (75,45 MHz, CDCls): §¢ (atribuigdo); 20,30 (C-4 syn); 21,65 (C-4 anti);, 33,58
(C-1” sym); 35,31 (C-1” anti); 51,49 (-OCHj; anti e syn); 54,15 (C-2 anti); 54,36 (C-2 syn);
67,51 (C-3‘antz'); 67,98 (C-3 syn); 126,41 (C-5’ syn); 126,53 (C-5" anti); 128,51 (C-3’ e C-
77 anti ¢ syn); 128,94 (C-4° e C-6’ anti e syn); 138,74 (C-2’ anti); 139,23 (C-2’ Syn);

174,92 (C-1 syn); 175,31 (C-1 anti).
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* 2,2-dicloro-3-hexil-1-ciclobutanona (20) [63a]

Aspecto fisico: liquido levemente amarelado

10 8 6 3712 O | CpHiClLO

4Ny | 22314

Em um baldo de 125 mL de 3 saidas acoplado a um funil de adi¢fio, sob
atmosfera inerte (Ar) ¢ agitﬁg:io ‘magnética, adicionou-se o l-octeno (2,0 g, 17,8
mmol), zinco em po, previamente ativado (2,9 g, 44,5 mmol) e Et,O seco (60 mL).
O sistema foi transferido para um banho de ultra-som e uma solugio etérea (20 mL)
de cloreto de tricloroacetila (2,4 mL, 21,4 mmol) foi adicionada lentamente por ca.
50 min.. Apés duas horas complementares no banho de ultra-som, a mistura
reacional foi filtrada sobre Celite® e extraiu-se com agua (3 x 40 mL), solugio de
NaHCO; (3 x 40 mL) e secou-se sobre Na,SO, anidro. Apds concentragdo sob
pressdo reduzida, a purificagio do produto bruto por cromatografia “flash”, em
coluna de silica gel (hexano - AcOEt 10:1), forneceu 2,1 g (52%) da

‘diclorociclobutanona 3_9_

Ativagio do zinco: Lavou-se com HCI 2%, removeu-se o 4cido por filtragdo a

véacuo, lavou-se novamente com HCI 2%, agua destilada, etanol 95 % e finalmente
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AT
e

com éter etilico. O material foi seco em estufa (120 °C). Pulverizou-se em gral.

Armazenou-se¢ em dessecador sob atmosfera de argénio.

EM m/z (%): 223 (M, ausente), 180 (9), 175 (3), 138 (8), 118 (9), 109 (36), 102 (27), 97

(7), 82 (17), 69 (29), 56 (52), 43 (100), 42 (40), 41 (62).

IV (Filme) v (cm™): 2957, 2930, 2859, 1870, 1811, 1466, 1393, 1064, 987, 732, 568.

RMN H (300 MHz, CDCl3): &y (integragdio, multiplicidade, J, atribuigéo); 0,90 (3 H, t, J
6,9 Hz, CHs-10); 1,21 — 1,50 (8 H, m, H-6, H-7, H-8 e H-9); 1,51 — 1,65 (1 H, m, H-5);
1,86 - 2,00 (1 H, m, H-5); 2,82 ~ 2,92 (1 H, m, H-3); 2,96 (1H, dd, J 17,2 e 9,1 Hz, H-4);

3,36 (1 H,dd, /17,2 € 9,2 Hz, H-4).

RMN BC (75,45 MHz, CDCl;): 8¢ (atribuiggo); 13,99 (C-10); 22,51 (C-9); 27,36 (C-8);

29,01 (C-7); 31,36 (C-6); 31,57 (C-5); 45,98 (C-3); 47,76 (C-4); 88,88 (C-2); 193,02 (C-1).

3-hexil-1-ciclobutanona (22) [63a]

Aspecto fisico: liquido incolor, aroma

=
=

Hp caracteristico.,

£
Trw
V/ RS

™o CioH;130

154,25
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Em um baldo de 2 saidas adaptado a um condensador de refluxo, sob agitacdo
magnética, contendo uma mistura da diclorociclobutanona 20 (1,5 g, 6,7 mmol),
~ 4cido acético concentrado (10 mL), dgua (1 ml), adicionou-se zinco em po,
previamente ativado (2,6 g, 30,32 mmol) em pequenas porgdes. Apos duas horas de
agitacdio A ta., a solugdo foi aquecida a 50 °C por mais uma hora subseqiiente até o
desapar;cimento total do substrato. A mistura reacional foi filtrada sobre Celite®,
diluido com 4gua (100 mL) e extraiu-se com AcOEt (5 x 30 mL).A fase orgénica foi
lavada cdm solugiio saturada de NaHCO; (3 x 40 mL), secou-se sobre Na,SO,
anidro é concentrou-se sob pressdo reduzida, levando & obtengdo de um liquido de
cor alaranjada. Destilou-se sob vacuo (2.10" Torr), em um sistema “Kugelrohr”,

obtendo-se a ciclobutanona 22 (0,870 g, 84%).

EM m/z (%): 154 (M, 1), 136 (3), 126 (6), 111 (7), 98 (100), 84 (37), 83 (27), 70 (39),

69 (35), 56 (49), 55 (67), 43 (66), 42 (45), 41 (77).

IV (Filme) v (cm™): 2958, 2926, 2855, 1787 (intenso, C=0 de ciclobutanonas), 1466, 1386,

1206, 1168, 1097, 724.

RMN 'H (300 MHz, CDCls): 8y (integragio, multiplicidade, J, atribuigéo); 0,89 G H, t, J
6,9 Hz, CH;-10); 1,26 (8 H, m, H-6, H-7, H-8, H-9); 1,58 (2H, m, H-5) ; 2,35 (1 H, m, H-
3); 2,66 ‘(2H, m, H-2b e H-4b ou H-2a e H-4a); 3,07 - 3,19 (2 H, m, H-2a e H-4aou H-2b e

'H-4b).
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RMN ¥C (75,45 MHz, CDCl): 8¢ (atribuigiio); 13,99 (C-10); 22,52 (C-9); 23,77 (C-3);

-+ 28,15; 29,03 31,72 (C-6,C-8,C-7), 36,29 (C-5); 52,44 (C-2 e C-4); 208,75 (C-1).

4-hexil-tetraidro-furanona (24)

Aspecto fisico: liquido incolor
C10H150;

170,25

Em um baldo de 25 mL sob atmosfera inerte (Ar) e agitagio magnética,
foram adicionados a ciclobutanona 22 (0,200 g, 1,3 mmol) e o NaHCO; (0,325 g,
39 mﬁml), em CH2C12 seco (10 mL). A solugdo foi resfriada a 0°C e adicionou-se
uma solugdo de m-CPBA 85% (0,290 g, 1,43 mmol), em CH,Cl, (5 mL) via canula.
O banho de gelo foi retirado e a mistura reacional permaneceu agitando a ta. por 3
horas. A seguir lavou-se com solugio de Na,$,0; 10% para destruir o excesso de
péréxidb. A fase orgénica foi lavada com solugfo saturada de NaHCO; e seca sobre
Na;SO4 anidro e concentrada sob pressio reduzida. Purificagfio do produto bruto por
cromatogréﬂa “flash”, em coluna de silica gel (hexano — AcOEt 10:1), forneceu

0,134 g (60%) da lactona 24.

144



VI - Experimental

EM m/z (%): 170 (MY, 2), 152 (2), 139 (4), 128 (6), 114 (18), 111 (24), 97 (12), 85 (26),

83 (46), 70 (43), 69 (49), 56 (98), 55 (64), 43 (82), 42 (44), 41 (100).

IV (Filme) v (cm'l): 295, 2927, 2857, 1779 (intenso, C=0 de lactonas de 5 membros),

1467, 1420, 1379, 1171 (intenso), 1021, 837, 726, 686, 553.

RMN 'H (500 MHz, CDCls): 8y (integrago, multiplicidade, J, atribuigdo); 0,89 (3 H, t, J
6,8 Hz, CHs-11); 1,25 - 1,33 (8 H, m, H-7, H-8, H-9 e H-10); 1,45 - 1,49 (2 H, m, H-6);
2,15-222 (1 H,dd, J7,8 Hz e 1,2 Hz, H-5¢ ou H-5d); 2,50 - 2,59 (1 H, hepteto largo, J
7.6 Hz, H-4); 2,60 - 2,66 (1 H, ddd, J 16,8 Hz, 8,3 Hz e 1,2 Hz, H-5d ou H-5¢); 3,93 (1 H,
ddd, J 8,8Hz, 7.3 Hz e 1,2 Hz, H-3a ou H-3b); 4,42 (1 H, ddd, J 8,8 Hz, 7,3 Hz ¢ 1,2 Hz,

H-3b ou H-3a).

RMN C (125,69 MHz, CDCls): 8¢ (atribui¢io); 14,04 (C-11); 22,56 (C-10); 27,36, 29,15,

31,64; 33,14 (C-9,C-6,C-7,C-8) ; 34,57 (C-5); 35,74 (C-4); 73,49 (C-3); 177,38 (C-1).

3-hexil-1-ciclobutanol (235)

Aspecto fisico: liquido incolor

2 C1oH20

10 8 6 3
| Y Don 156,27
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Em um baldo de 25 mL contendo a 3-hexil-1-ciclobutanona (0,060g, 0,39
mmoL), em metanol (5 mL), resfriada a 0°C, adicionou-se lentamente NaBH, (0,004
g, 0,09 mmol.). A reagdo foi agitada & temperatura ambiente durante 30 minutos ¢ a
seguir foi tratada com solugdo saturada de NH,Cl. A fracdo organica foi extraida
com CH,Cl,, seca sobre Na,SO, anidro e concentrada sob  pressdo
reduzida.Purificagdo do produto bruto por cromatografia “flash”, em coluna de silica
gel (hexano — AcOEt 4:1), forneceu 0,052 g do 3-hexil-1-ciclobutanol (90%

rendimento global).

EM m/z (%): 156 (M?, ausente), 138 (1), 128 (1), 112 (11), 96 (6), 83 (23), 71 (29), 70

(39), 69 (24), 57 (42}, 56 (40), 55 (58), 45 (23), 44 (92), 43 (97), 41 (100).

IV (Filme) v (cm™): 3345 (largo), 2960, 2853, 1460, 1336, 1235, 1146, 1058, 724.

RMN 'H (300 MHz, CDCl;): 8y (integragio, multiplicidade, J, atribuicdo); 0,88 (3H,t,J
6,6 Hz, CH3-10); 1,24 — 1,51 (10 H, m, H-5, H-6, H-7, H-8 ¢ H-9); 1,57 - 1,71 (1 H, m, H-

3); 2,33 -2,47 (4 H,m, H-2 ¢ H-4); 4,02 — 4,12 (1 H, quinteto J 8,0 Hz, H-1).

RMN '3C (75,45 MHz, CDCls): 8¢ (atribuigio); 14,03 (C-10); 22,59 (C-9); 25,47 (C-3);

27,38 (C-8); 29,17 (C-7); 31,83 (C-6); 37,08 (C-5); 39,72 (C-2 e C-4); 63,80 (C-1).
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2,2-dicloro-3-fenil-1-ciclobutanona (19) [63b]

Aspecto fisico: cristais amarelados.

Cl——j/_ C1sHsCLO
6 - H,

5.3 ¢
7 : 215,08
. H,

Em um baldo de 125 mL acoplado a um funil de adi¢éo, sob atmosfera inerte

(Ar) e agitagdo magnética, adicionou-se o estireno (3,3 mL, 20,8 mmol), zinco em
po, previamente ativado* (2,7 g, 65,3 mmol) e Et,O seco (60 mL). Uma solugéo
etérea (20 mL) de cloreto de tricloroacetila (2,8 mL, 30,0 mmol) e de POCI; foi
adicionada lentamente por ca. 60 min. (via funil de adigio). Apds o término da
adigdo, a solugdo ficou agitando por 24 horas. A mistura reacional foi filtrada sobre
Celite® e lavada com hexano (100 mL). O solvente foi reduzido a 1/3 sob presséo
reduzida (esta operagfio foi repetida por mais duas vezes). Adicionou-se AcOEt
(100 mL) ao residuo e lavou-se com solugio de NaHCO; (3 x 40 mL), solugiio
‘saturada de NaCl (1 x 50 mL) e secou-se sobre Na,SO, anidro. Apos concentragio
sob presséo reduzida, o produto bruto foi caracterizado por RMN de 'Hede ®Ce

 utilizado para a proxima reagdo sem purificagéo adicional.
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RMN H (300 MHz, CDCls): 8y (integragdo, multiplicidade, J, atribuigio); 3,55 (1 H, dd, J
17,5 ¢ 10,2 Hz, H-4a); 3,73 (1 H, dd, J 17,5 e 10,2 Hz, H-4b); 4,25 (1 H, t, J 10,2, H-3c);

7,28 ~ 7,48 (5 H, m, arom.).
RMN °C (75,45 MHz, CDCLy): 3¢ (atribuighio); 45,64 (C-4); 50,44 (C-3); 89,60 (C-2);

128,27* (C-6 ¢ C-10); 128,56 (C-8); 128,87 (C-7 e C-9)*; 134,69 (C-5); 192,44 (C-1). *

atribuigé@o intercambidvel

3-fenil-1-ciclobutanona (21) {63b]

- Aspecto fisico: liquido incolor
b QO _
Hyts f/ CioH 0O
6
AT 1 4610
l Hp
B

Em um baldo de 2 saidas adaptado a um condensador de refluxo, sob agitagio
magnética, foram adicionados a diclorociclobutanona (19) (3,6 g, 16,7 mmol), acido
acético concentrado (15 mL) e 4gua (1 mL). O zinco em po, previamente ativado
(6,6 g, 100 mmol) foi adicionado lentamente em pequenas por¢des a4 mistura
reacional. Apos quatro horas de agitagio 4 ta., a solucdo foi aquecida a 50 °C por

mails uma hora subseqiiente até o desaparecimento total do substrato. A mistura
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reacional foi filtrada sobre Celite®, diluido com dgua (150 ml) e extraiu-se com
AcOEt (5 x 30 mL). A fase orgénica foi lavada com solugfo saturada de Na.HCO_;
3 x 40 mL), secou-se sobre Na,SO, anidro ¢ concentrou-se sob pressdo reduzida.
Purificagdio do produto bruto por cromatografia “flash”, em coluna de silica gel,

forneceu a ciclobutanona (21) (1,75 g, 72%).

EM m/z (%): 146 (M, 1), 115 (4), 105 (9), 104 (100), 103 (19), 91 (3), 78 22),77(11),

74 (2), 63 (4), 58 (2), 51 (10), 42 (3).

1V (Filme) v (cm"'): 3329, 2924, 1786 (intenso, C=O de ciclobutanonas), 1735, 1602, 1496,

1454, 1380, 1104, 759, 700.

RMN 'H (500 MHz, CDCl3): 8y (integragdo, multiplicidade, J, atribui¢go); 3,20 — 3,27 (2
H, fn, H-2a.e 4-2a ou H-2b e H-4b); 3,44 — 3,52 (2 H, m, H-2a.e 4-2a ou H-2b e H-4b);
- 3,66 (1 H, qt,J7,6 Hz, H-3); 7,22 - 7,38 (5 H, m, arom.).

RMN ®C (125,69 MHz, CDCls): 3¢ (atribuig#io); 28,30 (C-3); 54,58 (C-2 e C4); 126,40

(C-6 & C-10); 126,54 (C-8); 128,59 (C-7 e C-9); 143 46 (C-5); 206,84 (C-1).
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4-fenil-tetraidro-furanona (23)

Aspecto fisico: liquido incolor
C10H;00;

162,19

Em um baldo de 25 mL sob atmosfera inerte (Ar) e agitagdo magnética,
foram adicionados a ciclobutanona (21) (0.200g, 1,4 mmol) e de NaHCO; (0,342 g,
4,0 mmol), em CH,Cl, seco (10 mL), sob atmosfera inerte (Ar) e resfriada a 0 °C,
adicionou-se uma solugio de m-CPBA 50-60% (0,472 g, 1,43 mmol); em CH,Cl, (5
ml) via canula. O banho de gelo foi retirado € a mistura permaneceu agitando a ta.
por 3 horas. A mistura reacional foi lavada com solucio de Na,S,0; 10% para
destruir o exceéso de peréxido. Lavou-se a fase orginica com solugfo saturada de
NaHCO; _ secou-se sdbre Na,SO, anidro e concentrou-se sob pressdo reduzida.
Purificagédo do produto bruto por cromatografia “flash”, em coluna de silica gel

. (hexano —~ AcOEt 10:1), forneceu 0,195 g (86%) da lactona (23).

EM m/z (%): 162 (M¥, 14), 134 (2), 115 (2), 104 (100), 91 (7), 78 (18), 77 (13), 63 (6),

51(23).

150



VI - Experimental

IV (Filme) v (cm™): 3031, 2909, 1779 (intenso), 1604, 1496, 1456, 1421, 1352, 1222,

1170, 1020, 948, 853, 818, 761, 701, 642, 541.
RMN 'H (300 MHz, CDCl;): 8y (integracgo, multiplicidade, J, atribui¢éo); 2,68 (1 H, dd, J
17,5 ¢ 9,1 Hz, H-5a); 2,95 (1 H, dd, J 17,6 e 8,8 Hz, H-5b); 3,80 (1 H, qt, J 8.4 Hz, H-4),

4,28 (1 H, dd, /9,1 e 8,0 Hz, H-3a); 4,68 (1 H, dd, J 8,8 ¢ 7,7 Hz, H-3b).

RMN C (75,45 MHz, CDCLy): ¢ (atribuigio); 35,84 (C-5); 41,26 (C-4); 74,34 (C-3);

127,34 (C-7 e C-11); 128,22 (C-9); 129,66 (C-8 e C-10); 139,98 (C-6); 177,12 (C-1).

3-fenil-1-ciclobutanol (26)

Aspecto fisico: liquido incolor
B on
H,—15 CioH;2O
&
H
1 ZNT [F 148,20
I H,
B

Efetuou-se 0 mesmo procedimento descrito para o 3-hexil-ciclobutanol (25)
Quantidades: 3-fenil-cilclobutanona (23) (0,070 g, 0,51 mmoL), NaBH, (0,005 g,

0,13 mmoL).Purificagdo da mistura bruta por cromatografia “flash”, em coluna de
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silica gel (hexano — AcOEt 4:1) forneceu 0,0717 g do 3-fenil-1-ciclobutanol (95% - 1

- de rendimento total).

el bkl g G v el

EM m/z (%): 148 (M™, 1), 130 (5), 115 (3), 104 (100), 91 (4), 78 (21), 77 (11), 63 (4), 51

(10), 43 (4).

IV (Filme) v (cm™): 3370, 3027, 2974, 2934, 1603, 1494, 1450, 1338, 1231, 1156, 1092,

960, 757, 699.
RMN 'H (500 MHz, CDCL;): 8y (integragio, multiplicidade, J, atribuiggo); 1,97 — 2,04 (2
H, m, H-2a e H-4b); 2,40 (1 H, sl, OH); 2,71 —2,77 (2 H, m, H-2b ¢ H-da); 2,93 (1 H, qt, J

7,8 Hz, H-3); 4,24 (1 H, qt,J 7,1 Hz, H-1); 7,16 - 7,31 (5 H, m, arom).

RMN °C (125,69 MHz, CDCl3): 8¢ (atribuigdo); 29,92 (C-3); 40,88 (c-2 e C-4); 63,52 (C-

1); 125,97 (c-6 € C-10); 126,57 (C-8); 128,30 (C-7 ¢ C-9); 144,57 (C-5).
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Reacio de acetilacio do Acido Mandélico

OH OAc
H-’r,,, B3N H“,“

IZK[I(OH Anidrido acéti /%-lr OH

nidrido acético
Ph o) DMAP cat. Ph o
CHCL,
acido acido

R-(-)-mandélico R-(-)-acetilmandélico

Aspecto fisico: liquido
Vvisc0s0, incolor
ClﬂH1004

194,19

A uma solugdo do acido (R)-(-) mandélico (1,0 g, 6,6 mmol), CH,Cl, (2 mL)

e trietilamina (1,2 mL, 7,9 mmol), adicionou-se anidrido acético (72pL, 7,9 mmol)

e DMAP (catalitico) e agitou-se a temperatura ambiente por 8 horas. Apos

acidificagfio do meio com HCl até pH 1, extraiu-se com éter dietilico, secou-se sobre

MgSO, anidro e concentrou-se sob pressdo reduzida.Purificagdo do produto por

cromatografia (“flash™) sobre silica gel (AcOEY), forneceu 1,15 g (90%) do produto

acetilado.

[alp® - 150,0 ° (¢ 2,6, CH;COCH:); [ot]pie ™ - 1524 ° (¢ 2,0, CH;COCHS3) [106].

EM m/z (%): 194 (MJT, 1), 176 (14), 166 (3), 152 (11), 149 (12), 134 (28), 107 (53), 105

(37), 89 (6), 77 (37), 66 (19), 51 (17), 45 (35), 43 (100).
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IV (Filme) v (cm™): 3348, 2985, 2593, 1731, 1498, 1456, 1374, 1244, 1186, 1082, 957,

767, 720, 695, 648,516.

RMN 'H (300 MHz, CDCls): 8y (integragfio, multiplicidade, J, atribui¢éo); 2,15 3 H, s, -

OCOCH;): 5,92 (1 H, s, H-2); 7,34 - 7,50 (5 H, m, arom.); 8,01 (1 H, sl, OH).
RMN 3C (75,45 MHz, CDCl3): & (atribui¢#0);20,34 (-OCOCHS); 74,25 (C-2); 127,67 (2-

CH-orto ); 128,82 (2-CH-meta); 129,36 (CH-para); 133,51 (C-1); 170,81 (-OCOCH;);

173,24 (C-1).
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Reacio de esterificagio do alcool racémico e diastereoisomérico (mistura

anti:syn 2:1) (16) com o acido (R)-(-)-acetilfenil acético

AcO r ”

0 H
AcO }R)L }k‘.- CH;
H" o CH-COOMe
Ph

anti

o H A
AcO R [ {\.\CH'COOME
H 0 CH3
Ph .
anti
OAc OH O DMAP (catalitico)
DCC
H... OH + OCH, CHyCl, seco
Ph %1 %
’ /
dlcool racémico e 0 I?? .CH;
diastereoisomérico AcO_ &
(mistura antisyn 2:1) g O CH-COOMe
Ph
syn
i Aspecto fisico: liquido viscoso incolor
8 CisHx 06 l
8 334,37 A
' (o) H

}k CH-COOMe
1%
H

Ph

syn
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A uma mistura do 4lcool (16) (0,015 g 0,095 mmol), do (R)-O-
acetilmandélico (0,028 g, 0,142 mmol) e DMAP (catalitico), em CH,Cl, seco (5
mL), vigorosamente agitada sob atmosfera de argdnio e resfriada a 0°C, adicionou-
se o DCC (0,022 g, 0,104 mmol).Neste momento formou-se um precipitado branco
e o banho de gelo foi retirado e a suspensdo permaneceu agitando a ta. por 12 horas.
Apos este periodo, a mistura reacional foi filtrada sobre Celite ®, lavou-se o residuo
varias vezes com CH,Cl, e o solvente foi concentrado sob vacuo.Purificacdo do
produto bruto por cromatografia (“flash™) sobre silica gel (hexano -AcOFEt 15%),

forneceu 0,029 g (91%) do produto esterificado.

Diastereoisdmero anti:

EM m/z (%): 334 (M"f, ausente}; 176 (14); 150 (4); 149 (30); 118 (16); 108 (12); 107

(100); 90 (7); 81 (34); 79 (20): 71 (10); 59 (20); 55 (6); 43 (95),

Diastereoisémero syn:
EM m/z (%): 334 (M, ausente); 150 (35); 149 (3); 118 (3); 108 (100); 107 (39); 90 (10);
79 (17); 55 (21); 43 (54).
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IV (Filme) v (cm"): 3067, 2985, 2935, 2856, 1744 (intenso), 1672, 1519, 1455, 1374,

1233, 1178, 1053, 968, 924, 741, 697, 523.

RMN 'H (500 MHz, CDCl3): 3y (integragio, multiplicidade, J, atribui¢#o parcial); 1,10 (3
H, d, J 6,3 Hz, -CH;3, syn, 25, 3R); 1,13 3 H, d,J 6,3 Hz, -CHs, anti,2R, 3R); 1,28 3 H, d, J
6,3 Hz, iCH;; syn, 2R, 38); 1,30 (3 H, d, J 6,3 Hz, -CH3, anti, 25, 35); 2,18 ,2,19 (12 H,
0CO-CHj3, syn 28, 3R, anti 28, 38, anti, 2R, 3R, syn 2R, 38); 2,27-233 (4 H,m,1’ae 1'b
syn); 2,33 -2,41 (4 H, m, 1’a e 1I'b anti); 2,54 — 2,64 (1 H, m, H-2); 2,66 — 2,76 (1 H, m,
H-2); 3,35 (3 H, s, COOCHj anti 28, 3S); 3,51 (1 H, s, COOCH; anti 2R, 3R); 3,63 (1 H, s,
COOCH; anti 2R, 3R); 3,65 (1 H, s, COOCHj; syn 2R, 35); 4,80 - 5,05 (8 H, m, H-3’a ¢ H-
3’b anti e syn); 5,05 — 5,20 (4 H, m, H-3 anti e syn); 5,50 — 5,64' (2 H, m, H-2’ anti ou B-
2’ syn); 5,64 — 5.80" (2 H, m, H-2syn ou H-2’ anti); 5,83 (1 H, s, H-5’ anti 2R, 3R ou anti
is,'ss); 5,84" (1 H, s, H-5" anti 2R, 3R ou anti 28, 38); 5,86 (1 H, s, H-5 syn 2R, 38);
587" (1 H, s, H-5° syn 25, 3R); 7,35 — 7,43 (10 H, m, arom. anti); 7,44 — 7,52 (10 H, m,
aroﬁl. syn).
* valores intercambiéveis.
~ RMN C (125,69 MHz, CDCls): 8¢ (Todos os sinais estao quadruplicados, foi selecionado
' 0 mais intenso para uma atribuic3o); 17,51 (CH3 sobre C-3); 20,66 (-OCO-CHy); 37,27 (C-
| 1°); 50,45 (C-2); 51,72 (-OCH3); 72,06 (C-3); 74,65 (C-5"); 117,45 (C-3°); 127,50 - 129,30

(arom.); 134,06 (C-2"); 168,01 (-O-CO-CH3); 170,16 (C-4°); 172,16 (C-1).
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Reacdo de esterificacio do alcool racémico e diastereoisomérico (mistura

anti:syn 2:1) (16) com o acido (S)- (+)-metoxifenil acético
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A uma mistura do alcool (16) (0,047 g, 0,297 mmol), do acido (S)- (+)-
metoxilfenil acético (0,074g, 0,446 mmol) e DMAP (catalitico), em CH,Cl, seco ( 5
mL), vigorosamente agitada sob atmosfera de argénio e resfriada a 0°C, adicionou-
se o DCC (0,074 g, 0,357 mmol).Neste momento formou-se um precipitado branco
e o banho de gelo foi retirado ¢ a suspensdo permaneceu agitando a ta. por 12
horas.Apos este periodo, a mistura reacional foi filtrada sobre Celite ®, lavou-se o
residuo varias vezes com CH,Cl, e o solvente foi concentrado sob pressdo
reduzida.Purificacdo do produto bruto por cromatografia (“flash™) sobre silica gel

(hexano -AcOEt 15%), forneceu 0,084 g (92%) do produto esterificado.

Dados para o isdmero sy#:

EM m/z (%): 306 (M, ausente), 148 (3), 121 (100), 105 (3), 91 (7), 77 (12), 41 (6).

Dados para o isdmero anti

EM m/z (%): 306 (M7, ausente), 148 (4), 121 (100), 105 (3), 91 (5), 77 (8), 41 (2).
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IV (Filme) v (cm™): 3080, 2986, 2951, 2829, 1743 (intenso), 1643, 1494, 1455, 1442,

1384, 1244, 1199, 1176, 1114, 1030, 996, 921, 850, 735, 699.

RMN 'H (500 MHz, CDCls): 8y (integragdo, multiplicidade, J, atribui¢go parcial ); 1,12 (3
H,d, J 6,4 Hz, -CHs, syn 25, 3R); 1,13 (3 H, d, J 6,4 Hz, -CH;, anti 2R, 3R); 1,26 (GH,d,J
6,4 Hz, -CH;, syn 2R, 3S); 1,29 (3 H, d, J 6,3 Hz, -CH,, anti 28, 35); 2,04 — 2,40 (8 H, m,
H-1’'ae H-1"); 2,50 2,80 (4 H, m, H-2); 3,34" (3 4, s, ~OCHs, anti 2R, 3R); 3,38" (3 H, s,
-OCHg, anti 2R, 35 ou 25, 35); 3,41 (3 H, s, -OCHs, syn 25, 3R ou 2R, 38); 3.42" G H, s, -
OCH;, syn 28, 3R ou 2R, 38); 3,52" (3 H, s, COOCH; syn 25, 3R ou 2R, 35); 3,58" (3 H, s,
COOCH; anti 2R, 3R ou 28, 38); 3,41 (3 H, s, COOCH; anti 2R, 3R ou 28, 3R); 3,65" 3
H, s, COOCH; syn 25, 3R ou 2R, 3S); 4,71" (1 H, s, H-5"anti 2R, 3R ou 25, 35); 4,72" (1 H,
s, H-5’anti 2R, 3R ou 25, 38); 4,73" (1 H, s, H-5"syn 28, 3R ou 2R, 35); 4,75" (1 H, s, H-
5’syn 28, 3R ou 2R, 35); 4,80 - 5,05 (8 H, m, H-3"a e H-3"b anti e syn); 5,07 — 5,20 (4 H,
m, H-3 anti e syn); 5,48 — 5,61* (2 H, m, H-2° anti ou H-2" syn); 5,64 — 5,74* (ZH, m, H-
2’syn ou H-2’ anti);7,30 — 7,46 (20 H, m, arom. anti e syn).

* . .y .
valores intercambisveis.

RMN B¢ (125,69 MHz, CDCl;): 8¢ (Todos os sinais estdo quadruplicados, foi selecionado
0 mais intenso para uma atribuigdo); 17,57 (CHj sobre C-3); 32,25 (C-17); 50,31 (C-2);
51,53 (-COOCH»); 57,27 (-OCH3); 71,30 (C-3); 82,51 (C-5%); 117,36 (C-3°); 126,94 —

128,73 (arom.); 134,20 (C-2'); 136,06 (C-6"); 169,65 (C-4"); 172,41 (C-1).
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VL6. MONITORAMENTO DAS LINHAGENS ISOLADAS E DE

LINHAGENS PURAS E AUTENTICADAS DO TERRITORIO NACIONAL

VI1.6.1. Avaliacdo da atividade biocatalitica das bactérias isoladas do solo de

cana-de-acgiicar

Através da técnica de enriquecimento do solo foram selecionadas 35 colénias,
estas foram inoculadas assepticamente em tubos de ensaio estéreis (10 ml)

contendo meio liquido (3 mL) constituido por sais minerais (g L™):

KHoPO 4ottt ettt 20¢g
NBJHPO 4.ttt ree s e s ettt e s sttt s eesene e eenennan s 40¢g
(NHA)2S0 e tvttiereenetieeceree s ete e st e s ave s eas e e s eaeenn s e s e eesene s maasaesesenesneeeanns 20¢g
Extrato de Ievedura........coccovviiiiniiiccnircrciencere et et 0,1g
CaCLy it e e et et ns e tseas 0,1g
FESO4.TH O oottt st s e 0,01g

Preparou-se 2 solugGes do cis e frans cicloexanodiol 1% e transferiu-se 0,3
mL destas solugdes, previamente esterilizadas por filtragdo em membrana de 0,22
um (Millipore), para cada tubo de ensaio contendo o meio liquido e as bactérias

inoculadas. Incubou-se & 28 °C em agitador rotatério (120 rpm) para promover o
crescimento dos microrganismos com capacidade de metabolizar os cicloalcandis

como unica fonte de carbono. As 20 culturas que apresentaram o melhor
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crescimento foram avaliadas quanto ao potencial de biocatslise na presenga de 3-
- fenil-1-ciclobutanona (21) pré-quiral, preparada segundo a sequéncia sintética
descrita no Esquema 16.

Apos o periodo de ;:rescimento (48 h), as células bacterianas foram colhidas
por centrifugacdo (4000 rpm) e lavadas com solugdo tampio (NaHPO,.7 H,O /
KH,PO,, b,l mol L pH 7) e transferidas para tubos de ensaio contendo solugio
tampao (NaHPO,.7 H,O / KH,PO,, 0,1 mol L™ pH 7) (5 mL), ciclobutanona 21 (3
mg) e cicléexanodiol (1 mg). Incubou-se em agitador rotatério (120 rpm) a 28 °C.
A reago foi monitorada a cada 6 h retirando-se aliquotas (0,5 mL), extraindo o produto da

reagfio com ACOEt, secando sobre NaSO4 anidro e as amostras foram analisadas por
CG/FID, empregando-se uma coluna capilar de silica fundida, com a fase quiral
heptakis-(2,6-dimetil-3-pentil)-B-ciclodextrina [(25 m x 0,25 mm) x 0,25 um]. As
condigdes da anélise foram: temperatura do injetor 200 °C e detector 220 °C,
programagéo da temperatura: 100 °C — 5 min — 5 °C/min — 180 °C — 10 min e

pressdo na cabega da coluna 0,6 bar.

VL6.2. Avaliacio do potencial biocatalitico de fungos isolados da abelha

Trigona sp

Selecionamos as oito linhagens de fungos isoladas da abelha e ja
identificados na Fundagfio Tropical de Pesquisa e Tecnologia “André Tosello”, os

microrganismos Curvularia pallescens CCT 5654, Curvularia lunata CCT 5629,
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" Dreschlera halodes CCT 5636, Dreschelera dematioidea CCT 5631, Cmularia
lunata CCT 5628, Curvularia eragrostides CCT 5634, Aspergillus niger CCT 5559
e Trichoderma sp CCT 5551, foram crescidos em caldo nutriente (ME) por 72 horas,
a 28 °C em agitador rotatério.
As reagdes biocatalisadas foram realizadas utilizando como substrato a 3-
hexil-ciclobutanona 22 e a 3 fenil-ciclobutanona 21.

- Dando continuidade ao monitoramento de microrganismos com atjvidade de
monoxigenases utilizou-se o substrato pré-quiral, cicloexano-1,3,-diona 2,2-
dissubstituida (27).

A reagdo biocatalitica foi realizada em erlenmeyer (125 mL) contendo solugsio
tampéo (NaHPO,.7 H20 / KH;PO4, 0,1 mol L™ pH 7, 25 mL), células em repouso do
ﬁingo Curvularia eragrostides CCT 5634, previamente cultivado em caldo nutritivo
de extratd de malte (ME) adicionando-se a diona 27 (20 pL).

| A suspensio do microrganismo contendo a diona foi incubada a 28 °C por 24
— 60 h, sob agita¢io continua. No decorrer deste periodo, aliquotas foram retiradas e
os produtos extraidos da fase aquosa com AcOEt e analisados por CG (FID)
équipado com uma cohuna capilar de silica fundida com a fase quiral heptakis-(2,6-
ldimetil-3-pentil)-ﬂ-ciclodextrina. As condigdes da anélise foram: temperatura do injetor

200 °C e detector 220 °C, programag#o da temperatura; 80 °C — 5 min — 5 °C/min - 180 °C

—10mine pressdo na cabega da coluna 0,6 bar.
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V1.6.3. Avalia¢io do potencial enzimitico de linhagens puras isoladas do

Territério Nacional.

Todas as linhagens puras e autenticadas de microrganismos avaliados neste
trabalho foram obtidos da Colecio de Culturas Tropicais (Fundagdo “André
Tosello™). Foram selecionadas trés linhagens do fungo Cunninghamella echinulata
(CCT 4424, CCT 4259, CCT 3140) e dos fungos Geotricum candidum CCT 1205,

Aspergillus terreus CCT 3320 e Rhizopus oryzae CCT 4964,

V1.6.3.1. Condicdes de crescimento para as culturas dos fungos

As linhagens dos fungos foram cultivados a 28 °C, em erlenmeyers (500 mL),
agitados (120 rpm) em agitador rotatorio em meio nutriente (100 mL) - Extrato de
malte (§ g L) . Apbs 72 horas as células dos fungos filamentosos foram colhidas
por filtragdo e lavadas duas vezes com 25 mL de solucdo tampdo (NaHPQO,.7 H,O /

KH,PO,, 0,1 mol L' pH 7).
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VL.6.3.2. Procedimento geral para avaliagio do potencial de bioxidacio

A reagdo enzimética da ciclobutanona 22 foi realizada em erlenmeyer (125
ml) contendo solugdo tampido (NaHPO,.7 H,O / KH,PO,, 0,1 mol L' pH 7, 25
mL) e células do fungo C. echinulata (CCT 4424, CCT 4259) (0,2 g, peso imido) e
adicionando-se uma aliquota da ciclobutanona 22 (20 uL). A suspensdo resultante
foi mantida num agitador rotatério (120 rpm) a 28°C. A reacdo foi monitorada
tomando-se aliquotas (0,5 mL) em tempos periddicos, extraindo-se com AcOET.
Apds secagem sobre Na;SOy anidro, as amostras foram analisadas por CG/FID,
empregando-se uma coluna capilar de silica fundida, com a fase quiral heptakis-
(2,6-dimetil-3-pentil)-B-ciclodextrina [(25 m x 0,25 mm) x 0,25 um]. As condi¢des
da anlise foram: temperatura do injetor 200 °C e detector 220 °C, programag:ﬁo da
temperatura: 80 °C — 5 min — 5 °C/min — 180 °C - 10 min e pressdo na cabega da
coluna 0,6 bar.

O procedimento experimental anterior foi utilizado para avaliar as linhagens
CCT 4259, CCT 3140 e os fungos Geotricum candidum CCT 1205, Aspergillus
terreus CCT 3320 e Rhizopus oryzae CCT 4964 com a 3-fenil-ciclobutanona 21

como substrato.
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VL7. REACOES BIOCATALISADAS UTEIS PARA PRODUCAO DE

BLOCOS QUIRAIS DE INTERESSE SINTETICO

V1.7.1. Redugbes Biocataliticas da dicetona 29

Os microrganismos selecionados foram crescidos a 28 °C em meios

apropriados conforme mostrado na Tabela 13:

Tabela 13: Microrganismos selecionados para as reagdes de biocatélise da dicetona 29,

Microrganismos tempo de incubacio meio de
_ (h) cultura
Rhodotorala gltinis CCT 2182 T YMA
Cunninghamella echinulata CCT 4259 60 MA
Aspelrgil!us terreus CCT 3320 60 MA
Serratia rubidaea CCT 5732 48 NA

As c€lulas da levedura R. glutinis CCT 2182 e da bactéria S. rubidaea CCT
5732 foram colhidas por centrifugagdo e as dos fungos C. echinulata CCT 4259, A.
terreus CCT 3320 por filtragdo e lavadas com solugdo tampio (NaHPQ..7 H.O /

KH,PO,, 0,1 mol L™ pH 7, 25 mL).

* Compostos sintetizados e caracterizados por Valéria B. Riatto sob orientacio do
Prof. Dr Ronaldo A. Pilli.
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A biorreducgio da dicetona 29 foi realizada em erlenmeyer (125 mL) com
solucdo tampiio (NaHPQ,4.7 H,O / KH,POQy, 0,1 mol L pH 7, 25 mL), células integras
dos microrganismos previamente lavadas (ca.0,4-0,6 g, peso umido) e 20 ul. do
composto 29. A suspensdo resultante foi mantida em agitador rotatério a 28 °C e a
reagdo foi monitorada por CG/FID equipada com a coluna capilar de silica fundida
com a fase quiral heptakis-(2,6-dimetil-3-pentil)-B-ciclodextrina. As condigdes da
analise fqram: temperatura do injetor 200 °C e detector 220 °C, programagio da

temperatura: 70 °C — 20 min — 5 °C/min - 180 °C — 5min e presséo na cabega da coluna 0,6

bar.

VI.7._1.1. Condig¢des experimentais para selecionar células de Serratia rubidaca

CCT 5732 na presenca do dlcool racémico * 29a

Foi retirado uma pequena por¢io da colbnia bacteriana e transferida
assepticamente com auxilio da alga de semeadura para erlenmeyer (250 mlL)
- contendo caldo nutriente -NB (100 mL), adicionou-se 1 pL do slcool racémico 29a
e incubou-se & 28 °C em agitador rotatério (120 rpm) por 24 horas, as células foram
colhidas por cen&iﬁlgag:ﬁo, lavadas com solugdo tampdo (NaHPO,.7 H,0 / KH,PO,,
0,1 mol L' pH 7, 25 mL). A biomassa resultante foi inoculada em um novo meio

(100 mL}) e 5 uL do élcool racémico adicionado, a suspensio foi entdio incubada a
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28 °C por 24 horas, sob agitagdo continua, centrifugada e as células lavadas com
solucdo tampéo fosfato.

Este procedimento foi repetido mais uma vez e a reagio de
biotransformacao realizada com a biomassa resultante (ca. 0,6 g, peso imido), ‘em
uma solugdo tampao (NaHPO,.7 H,O / KH,POy, 0,1 mol L pH 7,25 mL) e adicionou-
se a dicetona 29 (20 pL) e incubou-se a 28 °C por 72 horas, sob agitagdo continua
(120rpm). No decorrer deste periodo, aliquotas da reagio (0,5 mL) foram colhidas e
o produto extraido da fase aquosa com AcOEt e analisadas por CG/FID com coluna
quiral, utilizando-se a programacao do item VL7.

V1.7.2. Reducio Microbial Assimétrica dos B-cetoésteres 13 E 1

Tabela 14: Microrganismos testados para redugio microbiana dos p-cetoésteres 13 e 15.

Microrganismos tempo de incubacio (h) meio de cultura

Rhodotorula glutinis CCT 2182 48 YMA

Cunninghamella echinulata CCT

4259 60 : ME
Aspérgiflus niger CCT 6252; 5560;

5559 60 ME

Serratia rﬁbidaea CCT 5732 48 NB

Curvularia lunata CCT 5634 72 ME
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Os ,microrganismos listados na Tabela 14 foram cultivados nos meios de
culturas e tempos adequados e as reagdes de biocatélise promovidas adicionando-se
os B-cetoésteres 13 € 15 (20 pL) 2 uma solugio tampéo (NaHPO4.7 H,0 / KH,PO,,
0,1 mol L1 pH 7, 25 mL), contendo células em repouso das linhagens em estudo
previamente lavadas. As suspensdes resultantes foram incubadas & 28 °C por 48-72
horas, sc-ab agita¢do continua (120 rpm).

As reagdes foram monitoradas a cada 6 horas retirando-se aliquotas (0,5 mL),
extraindo os produtos da reagdes com AcOEt , analisadas por CG/FID com coluna
quiral e as condigdes da andlise foram: temperatura do injetor 200 %C e detector 220 °C,
programagio da temperatura: 80 °C — 5 min — 5 °C/min — 180 °C — 5 min e pressdo na

cabeca da coluna 0,6 bar.

VLS. IMOBILIZACAO DA Serratia rubidaea CCT 5732 EM OXIDO MISTO

STLICA-TITANIA (Si0,/TiO,)
VL8.1. Sintese do Oxido bindrio Silica — Titinia ( Si0,/TiO;) [98]

O 6xido bindrio SiOy/TiO, foi preparado adicionando-se uma solucdo de
HNO; (12,1 mL, 0,85 mol L") em uma solugdo de EtOH (123 mL) e de TEOS (123
mL). Deixou-se sob refluxo ¢ agitagdo por 2,5ha témperatura de 80 °C.Adicionou-

se etanol (487 mL) e TBOT (34 mL). A mistura permaneceu agitando por 2 h
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subsequentes a temperatura ambiente € uma solugdo de HNO; (66,4, 0,6 mol LY
- foram adicionados lentamente. O produto foi deixado em repouso para gelificar. O
gel formado foi quebrado e colocado em estufa a 110 °C por 24 h. A seguir, o
produto foi triturado e peneirado em peneira de 250 — 75 um, permitindo que
particulas com didmetros entre 250 — 75 um fossem selecionadas.

O é6xido bindrio de Si0,/TiO, foi lavado com solugdo aquosa de 4cido nitrico
(1 mol L"), com 4gua bidestilada e seco na estufa a 60 °C por 24 h. O excesso de
4gua foi retirado na linha de vécuo (10 torr). Para eliminagdo da matéria orgénica,

a matriz foi calcinada a 500 °C com fluxo de ar.

V1.8.2. Condigdes de crescimento para Serratia rubidaca CCT 5732

- A linhagem do microrganismo avaliado foi obtido da Colegdio de Culturas
Tropicais (Fundago “André Tosello”). A inoculagio foi realizada pela
transferéncia do indculo com alga de platina para o meio nutriente liquido
adequado(100 mL) em erienmeyer (500 mL) e mantido em agitador rotatdrio (120
rpm) a 28°C por 72 horas.As c€lulas bacterianas foram colhidas por centrifugagio
(4000 rpm) e lavadas duas vezes com 25 mL de solugdo tampéo (NaHPQ,.7 H,O /

KH,POy4, 0,1 mol L™ pH 7) estéril.
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VI1.8.3. Protocolo para imobilizagdo da Serratia rubidaeca CCT 5732 na matriz

silica-titinia (SiOQ,/TiO;)

A imobiliza¢do da bactéria foi realizada em enlenmeyer (250 mL) contendo
agua destilada estéril (50 mL), células integras do microrganismo previamente
lavadas (ca. 1,2 g, peso umido) e a matriz Silica — Titénia (0,6g) esterilizada. A
suspensdo resultante foi agitada a 120 rpm, mantendo-se a temperatura em 28
°C.Ap6s 12 horas o sélido foi filtrado.

Uma parte do material imobilizado foi estocado em recipientes estéreis sob
refrigeragdo para testar sua estabilidade e verificar a manutenco da sua atividade

biocatalitica ap6s periodos de estocagem (1 semana, 1 més e 2 meses).

VL.8.4. Preparo das amostras para microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Apoés a adsorgdo da bactéria no Oxido bindrio, o material foi colocado em
presenca de uma solugo tampdo (NaHPO,.7 H,O / KHPO,, 0,1 mol Lt pH 7)
contendo 2,5 % de glutaraldeido por 24 h. Apés este periodo a solugdo sobrenadante
foi descartada e o material foi lavado trés vezes com solugdes etandlicas de 30%, 50
%, 70 %, 90 % e 100% consecutivamente. O mesmo procedimento foi realizado

com as células bacterianas nfo imobilizadas.
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- - O material permaneceu em etanol absoluto e posteriormente foi realizado o
ponto critico, num equipamento Balzers CPD-030, utilizando CO, liquido & aita

pressio.

VI.8.5. Microscopia Eletronica de Varredura (MEY)

As amostras para micrografia foram colocadas sobre a superficie de uma fita
dupla face aderida aos portas amostras de aluminio. Em uma segunda etapa foi
- depositada sobre as amostras para analise de emissdo de Raios ~ X via microssonda
de EDS uma camada de substincia condutora, para as micrografias da matriz foi
depositada uma camada fina de carbono e para as micrografias das células
bacteriana livres e imobilizadas depositou-se uma camada fina de ouro, através de
um metalizador Balzer, modelo MED 020.

As micrografias fofam realizadas em um microscépio “JEOL JSM T-3007,
equipado de microssdnda com detector de energia dispersiva (EDS) “TRACOR” da
‘Northen. A tenséo de aceleragdo utilizada para as amosiras biologicas foi de 15 KeV

eparaa matriz inorgénica foi de 20 KeV.
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V1.8.6. Redug¢iio biocatalitica do - cetoéster 15 com células de Serratia rubidaea

CCT 5732 imobilizada

A redugdo enzimatica do B- cetoéster 15 foi realizada em erlenmeyer (125
mL) contendo solugdo tampdo (NaHPO,.7 H,O / KH,PO,, 0,1 mol L pH 7, 25
mL) e células do microrganismo imobilizado (1,5 g, peso imido) e adicionando-se
uma aliquota do B-cetoéster (20 pL).A suspensdo resultante foi mantida num
agitador rotatério (120 rpm) a 28°C.A reagio foi monitorada tomando-se aliquotas
(0,5 mL) em tempos periddicos, extraindo-se com AcOET. Apés secagem sobre
Na,SOy4 anidro, as amostras foram analisadas por CG/FID, empregando-se¢ uma
coluna capilar de silica fundida, com a fase quiral heptakis-(2,6-dimetil-3-pentil)-B-
ciclodextrina {(25 m x 0,25 mm) x 0,25 um]. As condi¢des da andlise foram:
temperatura do injetor e detector 200 °C, programagdo da temperatura: 80 °C — 5

min — 5 °C/min — 180 °C — 10 min e pressdo na cabega da coluna 0,6 bar.
VL8.7. Tentativa de imobilizacio da Serrafia rubidaea em silica gel (SiO,) e
6xido misto de Silica — Zirconia (SiO,/ZrQ0,)

A tentativa de imobilizagio da bactéria nestes suportes foi realizada em

erlenmeyers (250 mL) dispostos em agitador rotatério (120 rpm). Aos frascos
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contendo agua destilada estéril (50 mL) e células integras da bactéria previamente
- cultivadas (ca 1,2 g, peso imido) conforme descrito no item V1.8.2., adicionou-se os
suportes silica gel (Si0,) ¢ éxido misto de Silica — Zirconia (8i05/Zr0O;) (0,6 g para

ambos).A suspensdo foi agitada (120 rpm), mantendo-se a temperatura em 30 °C.

VLY. TENTATIVA DE IMOBILIZACAO DOS FUNGOS Aspergillus terreus
CCT 3320 E Rhizopus oryzae CCT 4964 NA MATRIZ SILICA — TITANIA

(Si0,/TiO,)
V1.9.1. Condigdes de crescimento para as culturas dos microrganismos

Ambas as linhagens dos fungos avaliados foram cultivados a 28 °C, em
erlenmeyers (500 mL), agitados (120 rpm) em agitador rotat6rio, em mejo nutriente
e tempos adequados:

A. terreus CCT € R. oryzae CCT (60 h) - Extrato de malte (8 gL™M. As células dos
fungos filamentosos foram colhidas por filtragio e lavadas duas vezes com 25 mL
 de soluggo tampéio (NaHPO,.7 H,0 / KH,PO,, 0,1 mol L™ pH 7).

As células integras dos microrganismos previamente lavadas (ca. 1,2 g, peso

umido) foram agitadas na presen¢a da matriz suporte de maneira similar ao

protocolo de imobilizagdo para Serratia rubidaea CCT 5732 . Posterior analise do
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material obtido por microscopia eletrénica de varredura demonstrou a ndo

imobilizagédo das linhagens dos fungos em estudo.

175



Referéncias Bibliogrdficas

177



Referéncias bibliogrdficas

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

8.

9.

. Teich, M; Needham, D. M., 4 Documentary History of Biochemistry,

Leicester University Press, 1992.

. Pasteur, L. C. R, Hebd. Seances Acad. Sci, 1862, 55, 28.

. Csuk, R.; Glinzer, B. L., Chem. Rev., 1991, 91, 49,

McCoy, M., Chem. Eng. News, 4, 1999, 10.

. Feng, J. M.; Lin, C. H.; Bradshaw, C. W.; Wong, C. H., J. Chem. Soc., Perkin

Trans. 1, 1995, 967.

Mori, K., Synlert, 1995, 1097.

. Roberts, S. M., J. Chem. Soc. Perkin Trans 1, 1998, 157.

Johnson, C. R., Acc. Chem. Res., 1998, 31, 333,

Stinson, S. C., Chem. Eng. News, 1992, 28, 46.

10.Sheldon, R. A., Chirotechnology, Marcel Dekler, New York, 1993.

11.Collins, A. N.; Sheldrake, G. N.; Crosby, J. C. (Eds.), Chiralily in Industry,

Wiley, Chichester, vol. 11992 e vol. I1 1997.

12. Stinson, S. C., Chem. Eng. News, 1998, 21, 83.

13.Patel, R. N., Advances in Applied Microbiology, v. 43, Academic Press, Inc.

1997.

‘14.Roberts, S. M., J. Chem.Soc., Perkin Trans.1, 1999, L.

15. Enzymes Business, Michael Barber and Associates, March, 1998,

179



Referéncias bibliogrdficas

16. Wong, C. H.; Whitesides, G. M., “Enzymes in Synthetic Organic Chemistry 7,
Tetrahedron Organic Chemistry Series, v. 12 Pergamon, Elsevier Science,
New York, 1994.

17.Lehninger, A. L.; Nelson, D. L.; Cox, M. M., Principios de Bioguimica, 2°
ed., Sarvier, Sdo Paulo, 1995.

18. Voe;t, D.; Voet, I. G., Biochemistry, John Wiley & Sons, New York, 1995.

19. Ward, O. P; Young, C. S., Enzyme Microb. Technol., 1990, 12, 482.

20.Hu1ﬁmel, W.; Kula, M. R,, Eur. J. Biochem., 1989, 184, 1.

21.Holland, H. L., Organic Synthesis with Oxidative Enzymes, Uerlag Chemie,
Weinheim, 1992.

22.Dawson, J. H., Sciense, 1988, 240, 433.

23. Strukul, G., Angew. Chem. Int. Ed., 1998, 37, 1199.

24, Alphand, V.; Furstoss, R.; Pedragosa-Moreau, S.; Roberts, S. M.; Willetts, A.
J., J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 1996, 1867.

25.Gagnon, R.; Grogan, G.; Groussain, E.; Pedrgosa-Moreau, S.; Richardson, P.
F.; Roberts, S. M.; Willetts, A. J.; Alphand, V.; Lebreton, J.; Furstoss, R., J.
Chem. Soc., Perkin Trans. 1, 1995, 2527. |

| 2.6.Alphand_, V., Furstoss, R., Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic,
2000, 9, 209.

27. Stewart, J. D., Current Organic Chemistry, 1998, 2, 195.

28. Alphand, V., Furstoss, R., J. Org. Chem., 1998, 57, 1306.

29. Schilingloff, C. B., J. Chem. Soc. Chem. Commun., 1995, 1247,

180



Referéncias bibliogrdficas

30. Walsh, C. T.; Chen, Y-C. J., Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 1988, 27, 333.

31.Glagnon, R.; Grogan, G.; Levitt, M. S.; Roberts, I. M.; Wan, P. W, H.;
Willetts, A. J., J. Chem. Soc.Perkin Trans. I,1994,2537.

32.Petit, F.; Furtoss, R., Tetrahedron: Asymmetry, 1993, 4, 1341.

33.Taschner, M. I.; Black, D. J.; Chen, Q-Z., Tetrahedron: Asymmetry, 1993, 4,
1?;87.

34. Adam, W.; Groer, P.; Saha-Mbller, C. R., Tetrahedron: Asymmetry, 2000, 11,
2239,

35. Alphand, V.; Mazzini, C.; Lebreton, J.; Furstoss, R., Journal of Molecular
Catalysis B: Enzymatic, 1998, 5, 219.

36.Mazzini, C.; Lebreton, J.; Furstoss, R., Heferocycles, 1997, 45, 1161,

' 36a. Kelly, D. R., Tetrahedron: Asymmetry, 1996, 7, 1149.

37.Canhos, V. P., Views of Developing Country in: The Biodiversity of

| Microorganisms and the Role of Microbial Resource Centers, Eds. B. Kirsop
& D. L. Hawksworth, Wod Federation of Culture Colections, 1994.

38.Roberts, S. M.; Turner, J. N.; Willetts, A. J.; Tuner, M. K., Introduction to
Biocatalysis, Cambridge University Press, London, 1995.

39.Roberts, S. M.; Wan, P. W. H., Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic,
1998, 4, 111.

40.Trudgill, P. W.; Gibson, T. (Ed), Microbial Degradation of Organic

Compounds, Marcel Dekker, New York, 1984,

181



Referéncias bibliogrificas

41.Brock, T. D.; Madigan, M. T., Biology of Microorganisms, Sixth edition,
Prentice Hall, New Jersey, 1991.

42.Pelczar, Jr.; Chan, E. C. S.; Reid, R., Microbiology, fifth edition, MacGraw-
Hill Book Company, 1986.

43.Bailey, W. R. & Scott, E. G., Diagnostic Microbiology, The CV Mosby
Company, ST Louis, 1962.

44, Oliveira, C. M. A.; Porto, A. L. M.; Marsaioli, A. I., Tetrahedron Lett., 1996,
37, 6424.

45.André L. M. Porto; Anita J. Marsaioli, Dissertacdo de Mestrado,
1IQ/UNICAMP, 1997.

46.Allen, K.; Sammers, D. Jr, Diagndstico microbiolégico, Texto e Atlas
Colorido, 2° ed., Editora Medica Panamericana, S4o Paulo, 1993.

47.Vogel, Textbook of Pratical Organic Chemistry, 5® ed., Harlow, Edingburg
gate, London, 1996.

47a. Sadtler Research Laboratories Inc., Sadtler NMR Espectros, 6085 e 6423.

47b. Perlin, A. S.; Koch, H. J., Canadian Journal of Chemistry, 1970, 48, 2639.

48. Aratjo, A. C. V.; Almeida, F. V.; Bieber, L. W., Quimica Nova, 1996, 19, 79.

48a. Coletivo de autores; Organicum, Fund. Caloustre Gulbenkian, Lisboa, 1975,

621.
48b. Leuchs, H.; Heller, A.; Hoffmann, A.; Ber. dtsch. Chem. Ges., 1929, 62,

871.

182



Referéncias bibliogrdficas

50. Allenmark, S. G., Chromatographic Ernantioseparations Methods and
Applications, 2° ed., Prentice Hall, New Jersey, 1991,
51.Eliel, E. L., Stereochemistry of Organic Compounds, John Wiley, New York,
1994.
52.Latypov, S. K.; Galiullina, N. F.; Aganov, A. V,; Kataev, V. E.; Riguera, R.,
T étrahedron, 2001, 57, 2231.
537Barrelle, M.; Hamman, S., J. Chem. Res.(M), 1995, 1933.
54.Heumann, A.; Ortiz, A., Tetrahedron: Asymmetry, 1995, 6, 1073.
55. Alexakis, A.; Frutos, J. C.; Mutti, S.; Mangeny, P, J Org. Chem., 1994, 59,
3326.
56.Bredikhin, A. A.; Strunskaya, E. I.; Azancheev, N. M.; Bredikhin, Z.A., Russ.
Chem. Bull., 1998, 47, 174.
57.Bredikhin, A. A.; Bredikhin, Z.A.; Nigmatzyanov, F. F., Russ. Chem. Bull.,
1998, 47, 411.
58.Peng, J.; Odom, J. D.; Dunlap, R. B.; Silks, L. A., Tetrahedron: Asymmetry,
1994, 5, 1627.
59.Peng, J.; Barr, M. E.; Asbburn, D. A,; Lebioda, L.; Garber, A. R.; Martinez,
R.A; Odom, J. D.; Dunlap, R. B.; Silks, L. A., J. Org. Chem., 1995, 60,
5540.
60. Parker, D., Chem. Rev., 1991, 91, 1441.

61.Omefanczuk, J.; Mikolajczk, N., Tetrahedron: Asymmetry, 1996, 7, 2687.

183



Referéncias bibliogrdficas

- 62.(A) Chataigner, L.; Lebreton, J.; Duvand, D.; Guingant, A.; Villieras, J.,
T etrahedron Lett., 1998, 39, 1759. (B) Corey, E. J.; Hopkins, P. B.; Yoo, S.
K. 8.; Nambiar, K. P.; Falck, J. R., Jowrnal of the American Chemical
Society, 1979, 101, 7131. (C) Trost, B. M.; Belletirre, J. L.; Godleski, S.;
McDougal, P. G.; Balkovec, J. M., J. Org. Chem., 1986, 51, 2370. (D) Smith,
A: B.; Konopelski, J. P., J. Org. Chem., 1984, 49, 4094,
63.Chen, L. Y.; Ghosez, L., Tetrahedron Asymmetry, 1991, 2, 1181.
63a. Greene, A. E.; Lansard, J. P.; Luche, J. L.; Petrier, C., J. Org. Chem., 1983,
48,4763
63b. Hassner, A.; Dillon, J. L., J Org. Chem., 1983, 48, 3382.
64.Brady, W. T., Tetrahedron, 1981, 37, 2949,
' 65 Brady, W. T., Synthesis, 1971, 8, 415.
66.Mehta, G.; Rao, H. S. P., Synthetic Communications, 1985, 15, 991.
67.Krow, G. R., Tetrahedron, 1981, 37, 2697.
68.Krow. G. R., Org. React., 1993, 43, 251.
69. Hawthorne, M. F.; Emmons, W. D.; McCallum, K. S., J 4Am. Chem. Soc.,
1958, 80, 6393.
| 70.'Plesnicar, B., Oxidation in Organic Chemistry, Academic Press, New York,
1978,
.71.- Waring, A. J., Comprehensive Organic Chemistry, Pergamon Press, Oxford,
1979.

72.Sauers, R. R.; Ahearn, G. P., J Am. Chem. Soc., 1961, 83, 2759.

184



Referéncias bibliogrdficas

- 73.Chandrasekhar, S.; Roy, C. D., J. Chem. Soc., Perkin Trans. 2, 1994, 2141.
74.Furstoss, R.; Lebreton, J.; Alphand, V.; Mazzini, J. Org. Chem., 1997, 62,

5215.

75.Gelson J. A. Concei¢do; Anita J. Marsaioli, Tese de Doutorado,
IQ/UNICAMP, 2000.

76. Cilamberlin, A.R.;Koch, S. 8. C., J. Org. Chem., 1993, 58, 2725.

777 de Jong, J. C.; van Bolhuis, F, Feringa, B. L., Tetrahedron: Asymmetry,
1991, 2, 1247.

78.Petter, A.; Ward, S. R.; Jones, M. D.; Maddcks, P., J Chem. Soc., Perkin
Trans. 1,1993, 2621.

79.Alphand, V.; Mazzini, C.; Lebreton, J.; Furstoss, R., J Mol Catal. B:

| Enzym., 1999, 5, 219.

80. Mazzini, C.; Lebreton, J.; Alphand, V_; Furstoss, R., J. Org. Chem., 1997, 62,

3382,

80a. Honda, T.; Kimura, N.; Sato, S.; Kato, D.; Tominaga, H., J. Chem. Soc.,

Perkin Trans., 1994, 1, 1043.

80b. Fronza, G.; Fuganti, C.; Mendoza, M.; Rigoni, R.; Servi, S.; Zucchi, G,

Pure & Appl. Chem., 1996, 68, 2065.

81.Nakamura, K.; Matsuda, T., J. Org. Chem., 1998, 63, 8957.

82. Matsuda, T.; Harada, T.; Nakajima, N.; Nakamura, K., Tetrahedron Letters,

2000, 41, 4135.

185



Referéncias bibliogrdficas

83.Chart;ain, M.; Greasham, R.; Moore, J.; Reider, P.; Robinson, D.; Buckland,
B., Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 2001, 11, 503.

84.Prelog, V., Pure Appl. Chem., 1964, 9, 119.

85.Faber, K., Pure Appl. Chem., 1997, 69, 1613.

86. Stecher, H.; Faber, K., Synthesis, 1997, 1.

87. Schmuff, N.R.; Phillips, J. R.; Burkholder, W. E.; Fales, H

88.Kodama, H.; Ono, M.; Kohno, M; Ohnishi, A., J. Chem. Ecol., 1987, 13,
1871.

89.8ervi, S., Synthesis, 1990, 1.

90. Jian-Xin, G.; Zu-Yi, L.; Guo-Qiang, L., Tetrahedron, 1993, 49, 5805.

91.Molinari, F.; Gandolfi, R.; Villa, R.; Occhiato, E. G., Tetrahedron:
Asymmetry, 1999, 10, 3515.

92.Strauss, U. T.; Felfer, U.; Faber, K., Tetrahedron Asymmetry, 1999, 10, 107.

93.Quintana, M. G.; Dalton, H., Enzyme and Microbial Technology, 1999, 24,
232.

94.Salter, G. J.; Kell, D. B., Current Opinion in Biotechnology, 1991, 2, 385.

95. Bieckerstaff, G. F., Immobilization of Enzymes and Cells, Humana Press,
Totowa, New Jersey, 1997.

96. Andreeva, L. S.; Zakanin, A. I.; Barannik, G. B.; Simakov, A. V.; Kirchanov,
A, A., React. Kinet. Catal. Lett., 1997, 60, 373.

97.Gongalves, J. E.; Gushikem, Y.; Castro, S. C., J. Non-Crystall. Solids, 1999,

260, 125.

186



Referéncias bibliogrdficas

'98. Gongalves, J. E.; Gushikem, Y., Tese de Doutorado, IQ/UNICAMP, 2000.
99, Toldra, F.; Lequerica, J. L., Scanning electron microscopy, 1991, 35, 739.
100. Collins, C. H.; Lyne, P. M.; Grange, J. M., Collins and Lyne’s

Microbiological Methods, 6% ed., Butterworth, Heinemann, 1989.

101. Gerhardt, P.; Murray, R. G. E.; Costilow, R. N.; Nester, E. W.; Wood,
W. A.; Krieg, N. R.; Phillips, G. B., Manual of Methods for General
Bacteriology, 3™ ed., American Society for Microbiology, 1984.

102. Ribeiro, M. C.; Soares, M. M. 8. R., Microbiologia Pratica: Roteiro e
Manual, Bactérias e Fungos, Atheneu, S&o Paulo, 1993.

103, Borchert, A.; Buchholz, K., Biotechnol. Bioeng., 1984, 26, 727.

104. Dennis, K. E.; Clark, D. S.; Bailey, J. E.; Cho, Y. K.; Park, Y. H,,
Biotechnol. Bioeng., 1984, 26, 892. |

105. Perrin, D. D.; Armarego, W. L., Purification of Laboratory Chemicals,
3 ed, Pergamon, New York, 1988.

106. J. Chem. Soc., Perkin Trans, (1983), 2, 83.

107. Koch, A. L., Manual of Methods for General Bacteriology, American
Society for Microbiology, Washington DC, 1981.

108. Hungria, M.; Araujo, R., Manual de Métodos Empregados em Estudos

' de Microbiologia Agricola, EMBRAPA, Brasilia, 1995,

'109..  Macfaddin, J. F., Biochemical Tests for Identification of Medical Bacteria,

Second edition, Willians & Wilkins, London, 1980.

187



Referéncias bibliogrdficas

110. Longobardo, L.; Mobbili, G.; Tagliavini, E.; Trombini, C.; Ronchi, V.
A., Tetrahedron, 1992, 48, 1299,

111. Burghardet, H; Schimz, K.L.; Muller, M.; Febs Lett., 1998, 425, 40.

112. Ager, D. J; Prakash, 1.; Schaad, D. R.; Aldrichimica Acta, 1997, 30, 3.

113. Faber, K., Biotransformation in Organic Chemistry, Springer-Verlag,
Berlin, 1995.

114. Kitamura, M.; Tokunaga, M.; Noyori, R., Tetrahedron, 1993, 49,

1853.

188



Apéndice - Espectros
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E01 - Espectro na regido do infravermelho (pastilha de KBr), do cis-cicloexano-

1,2-diol (10).
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E02 - Espectro de massas (IE, 70 eV), do cis-cicloexano-1,2-diol (10).
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E03 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, D,0, referéncia interna de capilar de
CCly/TMS), do cis-cicloexano-1,2-diol (10).
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E04 — Espectro de RMN "3C (125,69 MHz, D,0, referéncia interna de capilar de
CCIl/TMS), do cis-cicloexano-1,2-diol (10).
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E05 — Espectro de DEPT 90 e 135 (125,69 MHz, D20, referéncia interna de capilar
de CCly/TMS) do cis-cicioexano-1,2-diol (10).

E08 — Espectro na regio do infravermelho (pastilha de KBr), do frans-cicloexano-
' 1,2-dio! (11).
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EO07 — Espectro de massas (IE, 70 eV), do frans-cicloexano-1,2-diol (11).
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E08 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, D20, referéncia interna de capilar de
CCl/TMS), do trans-cicloexano-1,2-diol (11).
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E09 — Espectro de RMN '3C (125,69 MHz, D0, referéncia interna de capilar de
CCIl4/TMS), do trans-cicloexano-1,2-dicl (11).
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E10 — Espectro de DEPT 90 e 135 (125,69 MHz, D;0, referéncia interna de capilar
de CCL/TMS) do frans-cicloexano-1,2-diol (11).
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E11 - Espectro na regido do infravermelho (filme), do 2-alil-3-ona-butanoato de

metila (15).
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E12 - Espectro de massas (IE, 70 eV), do 2-alil-3-ona-butanoato de metila (15).
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E13 - Espectro de RMN H (500 MHz, CDCls), do 2-aliil-3-ona-butanoato de metila

(15).
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E14 — Espectro de RMN '3C (125,69 MHz, CDCl3), do 2-alil-3-ona-butanoato de
' metila (15).
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E15 — Espectro de DEPT 90 e 135 (125,69 MHz, CDCls) do 2-alil-3-ona-butanoato
de metila (15).
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E16 — Espectro na regi&o do infravermelho (filme), do 2-benzil-3-ona-butanoato de
metila (13).
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E17 — Espectro de massas (IE, 70 eV), do 2-benzil-3-ona-butanoato de metila (13).
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| E18 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls), do 2-benzil-3-ona-butanoato de
' , metila (13). _
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E19 — Espectro de RMN "*C (125,69 MHz, CDCly), do 2-benzil-3-ona-butancato de
metila (13).

E20 — Espectro de DEPT 90 e 135 (125,69 MHz, CDCls) do 2-benzil-3-ona-
butanoato de metila (13).
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E21 - Espectro na regiao do infravermelho (filme), de uma mistura 1:2 dos alcoois
(+) 16a e (+) 16b.
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E23 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls), de uma mistura 1:2 dos alcoois (+)

16a e (+) 16b.
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E23a - Expansao do espectro E23, na regido entre § 1,20 e 1,26.
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E24 - Espectro de RMN "*C (125,69 MHz, CDCl;), de uma mistura 1:2 dos alcoois

(+) 16a e (+) 16b.
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E25 - Espectro de DEPT 90 e 135 (125,69 MHz, CDCl3) de uma mistura 1:2 dos

alcoois (+) 16a e (+) 16b.
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E26 - Espectro na regiao do infravermelho (filme), de uma mistura 1:2 dos alcoois
(#) 14a e (1) 14b.
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E27 — Espectro de massas (IE, 70 eV), do lcool (+) 14a.
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E29 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls), de uma mistura 1:2 dos alcoois (+)
14ae (+) 14b.
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E30 - Espectro de RMN '3C (75,45 MHz, CDCl3), de uma mistura 1:2 dos alcoois
(£} 14ae (1) 14b.
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E31 - Espectro de DEPT 90 e 135 (75,45 MHz, CDCls) de uma mistura 1:2 dos
alcoois (+) 14a e (+) 14b.
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E32 — Espectro na regigo do infravermelho (filme), do 2,2-dicloro-3-hexil-1-
ciclobutanona (20).
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PBundance Scan 110 (3.852 min): DCLHEXCS.D
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E33 - Espectro de massas (IE, 70 eV), do 2,2-dicloro-3-hexil-1-ciclobutanona (20).
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E34 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls), do 2,2-dicloro-3-hexil-1-
ciclobutanona (20).

208



10 2 & a
0
(]
I | 1 [l
...................
a0 fii) fL1) 18t 1 in t4] i e L) an b1 L} [ ]

E35 - Espectro de RMN "3C (75,45 MHz, CDCls), do 2,2-dicloro-3-hexil-1-
ciclobutanona (20).
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E36 — Espectro de DEPT 90 e 135 (75,45 MHz, CDCl3) do 2,2-dicloro-3-hexil-1-
ciclobutanona (20).
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E37 — Espectro na regido do infravermelho (filme), da 3-hexil-1-ciclobutanona (22).
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E38 — Espectro de massas (IE, 70 eV), da 3-hexil-1-ciclobutanona (22).
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E40 — Espectro de RMN °C (75,45 MHz, CDCls), da 3-hexil-1-ciclobutanona (22).
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E41 — Espectro de DEPT 90 e 135 (75,45 MHz, CDCls) da 3-hexil-1-cicliobutanona
(22).
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E42 — Espectro na regido do infravermetho (filme), da 4-hexil-tetraidro-furanona

(24).
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E43 - Espectro de massas (IE, 70 eV), da 4-hexil-tetraidro-furanona (24).
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E44 - Espectro de RMN "H (500 MHz, CDCl3), da 4-hexil-tetraidro-furanona (24).
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E45 — Espectro de RMN '°C (125,69 MHz, CDCl,), da 4-hexil-tetraidro-furanona
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E45a — Espectro de HSQC 'H, *C (CDCl3) da 4-hexil-tetraidro--furanona (24).
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E46 — Espectro de DEPT 90 e 135 (125,69 MHz, CDCl;) da 4-hexil-tetraidro-
furanona (24).

[ida vy

E47 — Espectro na regido do infravermelho (filme), do 3-hexil-1-ciclobutanol (25).
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E48 — Espectro de massas (IE, 70 eV), do 3-hexil-1-ciclobutanol (25).
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E49 - rEspectro de RMN "H (300 MHz, CDBCls), do 3-hexil-1-ciclobutanol (25).
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E50 — Espectro de RMN '3C (75,45 MHz, CDCls), do 3-hexil-1-ciclobutanol (25).
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E51 - Espectro de DEPT 90 e 135 (75,45 MHz, CDCls) do 3-hexil-1-ciclobutanol
(25).
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E52 - Espectro de RMN "H (300 MHz, CDClz), da 2,2-dicloro-3-fenil-1-
ciclobutanona (19).

E53 ~ Espectro de RMN °C (75,45 MHz, CDCls), da 2,2-dicloro-3-fenil-1-
ciclobutanona (19).
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E54 — Espectro de DEPT 90 e 135 (75,45 MHz, CDCls) da 2,2-dicloro-3-fenil-1-
ciclobutanona (19).

ESS — Espectro na regi@o do infravermelho (filme), do 3-fenil-1-ciclobutanona (21).
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Pbundance . . Scan®1 (5065 min): RGFCED
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E57 - Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls), do 3-fenil-1-ciclobutanona (21).
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E58 - Espectro de RMN '3C (125,69 MHz, CDClz), do 3-fenil-1-ciclobutanona (21).
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E59 — Espectro de DEPT 90 e 135 (125,69 MHz, CDCl5) do 3-fenil-1-ciclobutanona
(21).
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E60 — Espectro na regido do infravermetho (filme), da 4-hexil-tetraidro-furanona
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E61 - Espectro de massas (IE, 70 eV), da 4-hexil-tetraidro-furanona (23).
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E62 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls), da 4-hexil-tetraidro-furanona (23).
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E63 - Espectro de RMN 3C (75,45 MHz, CDCls), da 4-hexil-tetraidro-furanona
(23).
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E64 — Espectro de DEPT 90 e 135 (75,45 MHz, CDCIs) da 4-hexil-tetraidro-
furanona (23).
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E65 - Espectro na regido do infravermelho (filme), do 3-fenil-1-ciclobutanol

(26).
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Poundance ‘Scan 95 (8 947 min): ARCBOH.D
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E66 — Espectro de massas (IE, 70 eV), do 3-fenil-1-ciclobutanol! (26).

B om
H,—3
A
| H,
| -

E67 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls), do 3-fenil-1-ciclobutanol (26).
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E68 — Espectro de RMN °C (125,69 MHz, CDCls), do 3-fenil-1-ciclobutanol (26).
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E69 — Eépectro de DEPT 90 e 135 (125,69 MHz, CDCls) do 3-fenil-1-ciclobutanol
| (26).
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E70 - Espectro na regido do infravermeiho (filme), do 4cido R-(-)-acetimandélico.
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E71 — Espectro de massas (IE, 70 eV), do acido R-(-)-acetiimandélico.
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E72 - Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCl3), do acido R-(-)-acetitmandélico.
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E73 — Espectro de RMN '°C (75,45 MHz, CDCls), do 4cido R-(-)-acetilmandélico.
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E74 — Espectro de DEPT 90 e 135 (75,45 MHz, CDCl,) do acido R-(-)-
acetiimandélico.
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E75 — Espectro na regigo do infravermelho (filme), de uma mistura 1:2 dos alcoois
(+) 16a e (+) 16b derivado com o acido R-(-}-acetiimandelico.
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[Fbundance . Scan 177 (13.743 min): RGOHMAND.D
).a _

miz—> 40 50 60 70 80 so1001101201301401501eo1m1ao1samozmzmzmmzsozmmmgaoaam

E76 — Espectro de massas (IE, 70 &V), do alcool (+) 16a derivado com o acido R-(-
)-acetiimandélico.
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E77 — Espectro de massas (IE, 70 eV), de uma mistura 1:2 do alcool (+) 16b
derivado com o 4acido R-(-)-acetilmandélico.
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E78 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls), de uma mistura 1:2 dos alcoois ()
16a e (%) 16b derivado com o acido R-(-)-acetiimandélico.
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E78a — Expansao do espectro E78, na regido entre § 1,08 e 1,32.
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E79 - Espectro de RMN *C (125,69 MHz, CDCls), de uma mistura 1:2 dos alcoois
(+) 16a e (+) 16b derivado com o &cido R-(-)-acetimandélico.
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E80 — Espectro de DEPT 90 e 135 (125,69 MHz, CDCl3) de uma mistura 1:2 dos
alcoois (+) 16a e (+) 16b derivado com o acido R-(-)-acetiimandélico.
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E81 - Espectro na regiéio do infravermelho (filme), de uma mistura 1:2 dos alcoois
(+) 16a e (+) 16b derivado com o acido S-(+)-metoxifenil acétlco

e o VS0 (12480 Wi RGALCRET D

E82 - ESpeCt"O de massas (IE, 70 eV), do aicool (+) 16a derivado com o acido S-
(+)-metoxifenil acético.
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E83 — Espectro de massas (IE, 70 eV), de uma mistura 1:2 do alcool (+)

derivado com o acido S-(+)-metoxifenil acético.
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E84 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCly), de u
16a e (+) 16b derivado com o acido S-(+)

16b

ma mistura 1:2 dos alcoois (+)

-metoxifenil acético.
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E84a — Expansao do espectro E84, na regigo entre § 1,10 e 1,32.
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E85 — Espectro de RMN *3C (125,69 MHz, CDCls), de uma mistura 1:2 dos alcoois
(+) 16a e (+) 16b derivado com o acido S-(+)-metoxifenil acético.
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E85a — Espectro de HSQC 'H, 150 (CDCls) de uma mistura 1:2 dos aicoois
(+) 16a e (+) 16b derivado com o acido S-(+)-metoxifenil acético.
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E86 — Espectro de DEPT 90 e 135 (125,69 MHz, CDCl3) de uma mistura 1:2 dos
alcoois (+) 16a e (+) 16b derivado com o acido S-(+)-metoxifenil acético.
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