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RESUMO

Nas Uultimas décadas as reagdes utilizando biocatalisadores tem sido
amplamante aplicadas na sintese organica, como componentes chave de muitos
processos quimicos industriais, levando ao aumento na demanda por novas
enzimas. A maneira mais rapida e simples de detectar enzimas é através de
metodologias de triagem de alto desempenho (HTS) que permitam identificagdo
rapida da atividade enzimatica, como por exemplo, os ensaios utilizando
compostos fluorogénicos e cromogénicos. Nesse trabalho nés aplicamos HTS
baseado em substratos fluorogénicos para deteccao de epodxido-hidrolases e
esterases em microrganismos brasileiros. Inicialmente foram selecionados cinco
microrganismos com alta atividade epdxido-hidrolase, e 18 pela a presenca de
esterases. Inspirados nesse principio nés adaptamos a metodolgia conhecida
como "Quick E" para a avaliagado rapida das enantiosseletividades de epdxido-
hidrolases em células integras através de medidas das velocidades iniciais de
substratos fluorogénicos quirais avaliados separadamente com adicdo de um
competidor. Os ensaios de enantiosseletividade mostraram que os experimentos
com competidor apresentaram valores de enatiosseletividade muito proximos dos
valores de E determinados via biocatalise convencional. Além disso, alguns
microrganismos selecionados por HTS foram testados para reagdes de
biotransformacao frente a substratos de interesse sintético, o que permitiu, além
da confirmacgao das atividades enzimaticas e seletividades observadas, detectar a
capacidade do microrganismo C. albicans CCT 0776 de desracemizar alcoois
secundarios por estereoinversao, fornecendo o (S)-1,2-octanodiol com 100 % de

rendimento tedrico e ee > 99 %, e o (S)-4-fenilmetoxi-1,2-butanodiol com ee 45 %.
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ABSTRACT

Since the past decades the biocatalysts have been applied in organic
chemistry, as key components of many industrial chemical processes, thus
increasing the demand for novel enzymes. High-Throughput Screening (HTS),
using fluorogenic probes are among the best assays to discovery new enzymes,
easily adapted to whole cells format. In this work, have been applied fluorogenic
probes to screen epoxide hydrolases and esterases in Brazilian Collection Cultures
of microorganisms, which allowed to detect epoxide hydrolases in five
microorganisms, and esterases in 18 microrganisms. Additionally, were used chiral
probes to implement a Quick E assay, for a fast valuation of epoxide hydrolases
enantioselectivity by measuring initial rates of pure enantiomers. Optimization of
the methodology revealed that almost true E were obtained by competitive
experiments of each enantiomer and a substrate of similar reactivity. The quick E
assay was validated by determining conversion and ee using GC/MS and NMR
(using mandelic acid derivatives) and is now a new method to determine the
enantiomeric ratio for epoxide hidrolases. Finally, the outstanding HTS results were
better investigated by conventional catalysis detecting a stereoinversion process
performed by C. albicans CCT 0776, which furnished (S)-1,2-octanodiol in 100 %
theoretical yield and ee of 100%, and (S)-4-fenilmetoxi-1,2-butanodiol in ee of
45%.
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1.0. INTRODUGAO

Biocatalisadores s&o agentes biolégicos (enzimas ou microrganismos) que
aceleram a velocidade de reagdes quimicas. Nas ultimas décadas eles tém sido
considerados por quimicos e microbiologistas como uma ferramenta muito
promissora para a sintese assimétrica’, na obtencdo de medicamentos,
agroquimicos, detergentes, intermediarios quimicos e biomateriais?.

O grande interesse na utilizagao industrial desses biocatalisadores € devido
a sua capacidade de transformar uma variedade de substratos com alta
especificidade, resultando em compostos com grande pureza enantiomérica>*.
Afinal, desde a catastrofe da Talidomida, mais e mais compostos na forma
enantiomericamente pura tem sido aplicados industrialmente, sendo previsto para
2009 um investimento de até $15 bilhdes no mercado global de intermediarios
quirais®.

Além disso, a utilizagdo de biocatalisadores em transformacdes quimicas
esta inserida no conceito de “quimica verde”, o que os tornam uma alternativa
ambientalmente amigavel as catalises quimicas convencionais, pois agem sob
condi¢cOes brandas de reacdo, requerendo assim pouca energia e minimizando os
problemas de isomerizagdes e rearranjo dos compostos. Ao mesmo tempo, eles
sao biodegradaveis e na maioria das vezes quimio-, regio- e estereosseletivos
resultando na diminuicdo de sub-produtos e evitando etapas quimicas de ativacéo,
protecdo e desprotecao®.

As aplicagbes industriais em grande escala envolvendo biocatalisadores
incluem, a sintese do Taxol (1) (Esquema 1)?, do aspartame catalisada por
Termosilina, a da acrilamida e nicotinamida, sendo que, essas ultimas utilizam
nitrilases °. Outros exemplos aplicados nas indUstrias farmacéuticas esto listados

na Tabela 1.

! Bessler, M. K.; Jaeger, K. E. Trends in Biothecnol. 2006, 6, 248-250.

2 Dordick, J. S., Freeman, A. Curr. Opinion in Biotechenol 2006, 17, 559-561.

8 Schimdt, A.; Dordick, J. S.; Hauer, B.; Kiener, A.; Wubbolts, M. ; Witholt, B. Nature, 2001, 409, 258-268.
4 Bommarus, A. S.; Pollizi, K. M. Chem. Eng. Sci. 2006, 61,-1004-1016.

5 Buchholz, S. Biotechnol. J., 2006, 1, 485-486.

6 Alcalde, M.; Ferrer, M.; Plou, F. J.; Ballesteros, A. Trends in Biothecnol. 2006, 24, 281-287.
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Esquema 1: Sintese do taxol (1) utilizando duas etapas enzimatica. Na primeira etapa ocorre a
acilacdo seletiva da hidroxila secundaria de 1a na presenca de termosilina bacterioldgica
produzindo 1b, que posteriormente sofre a hidrélise do éster vinilico terminal catalisado por lipase
de Candida antarctica.

Dentre as varias classes de enzimas aplicadas industrialmente, as
hidrolases tem um papel de destaque englobando 44% dos processos, seguidas

dos biocatalisadores redox com 30% (Figura 1)’.

Oxido-redutases

Oxigenases Transferases
Redutases
Isomerases * Vi
& g i
. i " Hidrolases
Ligases -

Figura 1: Tipos de enzimas utilizadas em processos industriais.



Tabela 1: Biotransformacdes desenvolvidas por industrias farmacéuticas’

Biocatalisador®

Produto Companhia® reagcao
SCH56592 Schering P Acilacao CALB
B-Lactamas Glaxo Acilagéo CALB
Lotrafiban Glaxo Hidrodlise CALB
Paclitaxel BMS Hidrdlise lipase PS-30 de
Pseudomonas
HMG-CoA inibidor BMS Acilacao lipase PS-30
Pseudomonas cepacia
SCH66336 Schering P Acilacao lipase de
Pseudomonas
aeruginosa
Xemiofiban Monsanto Hidrolise Acilase de
Escherichia coli
Renina inibidor Hoffman La Roche Hidrolise Subtilisina de B.
licheniformis
Lamivudina Glaxo Hidrolise Desaminase de
Escherichia coli
AG7088 Pfizer Reducéo D-LDH de
Leuconostoc
mesenteroides
ACE inibidor Ciba-Geigy Redugao D-LDH
Staphylococus
epidermis
LY300164 Eli Lilly Reducao Desidrogenase
Zygasaccharomyces
rouxii
Omapatrilat BMS Aminagéao PDH
redutiva Thermoactinomyces
intermedius
DNJ N-butila Pharmacia Oxidacao SDH
Gluconobacter
oxydans
Acido 2- Pfizer Oxidagao MO
quinonalino- Absidia repens
carboxilico
HMG-CoA inibidor MSD Oxidacao MO
Nocardia autotropica
Pré-droga BMS Acilacéo Subtilisina
Lobucavir Candida cylindracea

@ BMS - Bristol-Myers Squibb; Glaxo - Glaxo Wellcome/ Glaxo Smith Kline; MSD - Merck Sharp &
Dohme; Schering P - Schering Plough. ° CALB - lipase de C. antarctica B; FDH — formato
desidrogenase; D-LDH - D-lactato desidrogenase; MO-monoxigenase; PDH - fenilalanina
desidrogenase; SDH — sorbitol desidrogenase.

7 Straathof, A. J. J.; Panke, S.; Schimd, A. Curr. Opinion in Biotechenol 2002, 13, 548-556.



1.1. Hidrolases

As hidrolases sdo enzimas capazes de hidrolisar ou formar ésteres, amidas,
lactonas, lactamas, epdxidos, nitrilas, anidridos, glicosideos e organolideos®. As
reacoes catalisadas por essa classe de enzimas sdo as melhores rotas utilizadas
na resolucido de racematos, pois sdo mais seletivas e baratas que os métodos
quimicos convencionais®. Além disso, sdo bastante atrativas pelo fato de serem
independentes de co-fatores e reagirem com uma grande variedade de substratos.

As lipases e esterases sdo as mais amplamente utilizadas em resolucdes e
dessimetrizagcbes de alcoois primarios, acidos carboxilicos, e substratos
complexos contendo um ou mais centros estereogénicos. Ja as epodxido-
hidrolases sao particularmente interessantes, pois catalisam a resolucédo de

epdxidos racémicos a seus respectivos didis vicinais®.

1.1.1 Epodxido-hidrolases

Epdxido-hidrolases (EH) s&o enzimas que catalisam a hidrélise de epoxidos
resultando em seus respectivos dibis vicinais. Elas sdo encontradas em varios
tipos de organismos vivos, incluindo mamiferos, insetos, plantas e
microrganismos'°.

Essas enzimas estdo envolvidas no metabolismo de uma variedade de
epoxidos, muitos dos quais sdo mutagénicos e/ou carcinogénicos. Os epoxidos
sdo geralmente formados pela oxidagdo de compostos olefinicos ou aromaticos,
catalisada por Citocromo P-450"". Sua toxicicidade esta relacionada com a alta
reatividade do anel oxirano, que devido ao seu carater elétrofilico, pode reagir com
uma variedade de nucledfilos bioldgicos. Dessa maneira a sua degradacao a diois,
0s quais sdo mais soluveis em agua e podem ser facilmente eliminados, € de vital
importancia para a regulagao celular'®.

Desde a ultima década, as EH microbianas capazes de hidrolisar

enantiosseletivamente epdxidos racémicos, emergiram como uma alternativa

8Kazlauska, R. J. Tetrahedron: Asymmetry 2004, 15, 2727-2728.

o Faber, K. Biotransformation in Organic Chemistry, 2nd ed.; Spriger: Berlin, 1995.

10 Weijers, C. A. G. M.; Bont, J. A. M. J. Mol. Catal. Enz. B 1999, 6, 199-214.

:; Chiappe, C.; Cordoni, A.; Lo Moro, G.; Palese, C. D. Tetrahedron: Asymmetry 1998, 9, 341-350.
Archelas, A.; Furtoss, R. Tibtech 1998, 16, 108-116.



promissora na obtencdo de epodxidos e didis vicinais enatiomericamente puros,
afinal esses compostos s&o blocos construtores importantes na sintese de
numerosas moléculas bioativas' ™.

O mecanismo de atuagdo das EH microbianas baseado na EH de
Agrobacterium radiobacter'® é composto por duas etapas de clivagem hidrolitica.
Primeiramente, ocorre o ataque nucleofilico de um residuo de aspartato (Asp-107)
a um dos carbonos do anel oxirano, resultando no intermediario “glicol-
monoéster”. Esse processo € facilitado pela atuacao de dois residuos de tirosina
(Tyr-152 e Tyr-215), que estabilizam o estado de transigédo através da doacédo de
hidrogénio ao atomo de oxigénio do oxirano. A segunda etapa consiste na

hidrélise da ligagéo carboxilica do intermediario por uma molécula de agua ativada

pelo par His-275 e Asp-246, fornecendo assim o diol vicinal como produto ' °
(Esquema 2).
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Esquema 2: Representagao esquematica do mecanismo de atuagcédo da EH de Agrobacterium
radiobacter’®.

Esse mecanismo traz consequéncias importantes para estereoquimica das

reacao catalisadas por EH, pois o ataque nucleofilico da hidroxila pode ocorrer em

'3 Simeo, Y.; Faber, K. Tetrhedron: Asymmetry 2006, 17, 40-409.
14 Kotik, M.; Brichac, J.; Kyslik, P. J. Biotechnol. 2005, 120, 364-375.
'® Archelas, A.; Furtoss, R. Curr. Opinion in Biotechenol 2001, 5, 112-119.




qualquer um dos dois atomos de carbono do anel oxirano, fazendo com que a
configuragado absoluta do diol seja mantida, ou invertida. Dessa maneira, essas
enzimas oferecem um mecanismo enzimatico mais complicado que outras
hidrolases, como por exemplo, esterases e lipases, devido as possiveis

combinagdes de enantiosseletividade e regiosseletividade'® (Esquema 3).

Retencao OH OH

® \_<§R
& ®

Inversao R

()

Esquema 3: Possibilidades estereoquimicas de EH. Se o ataque nucleofilico ocorrer na posicao
menos impedida (k1) a configuragdo absoluta do diol formado serd mantida, caso contrario (ky) o
diol formado tera configuragéo oposta.

Assim como os outros tipos de hidrolases, as EH sao capazes de resolver
epoxidos fornecendo epoxido e diol enantiomericamente puros com 50% de
rendimento. Entretanto, devido a complexidade do seu mecanismo de atuagéo, em
alguns casos € possivel obter o diol com 100% de rendimento tedrico e 100% de
pureza enantiomérica na presengca de duas EH enantiosseletivas com

regiosseletividades diferentes'” (Esquema 4).

O OH OH
/ \ I,.|II{ kl -
AN > VR

(R H X (® H
3

2 k
.,..nH —4>

R
(S)

Esquema 4: Se os dois enantidmeros do substrato sofrem hidrdlise por duas enzimas com
regiosseletividades diferentes (ko>>k4 e ks>>k3) um Unico enantibmero sera formado.

7 Orru, R. V. A.; Mayer, S. F.; Kroutil, W.; Faber, K. Tetrahedron 1998, 54, 859-874.



Esse processo € uma técnica de desracemizacdo conhecida como
enantioconvergéncia. O mecanismo pode ser explicado pelo fato que ambos os
enantibmeros do epdxido sdo atacados por enzimas com regiosseletividades
opostas. Esse fendbmeno é facilitado por efeitos estéricos semelhantes de ambos
os atomos de carbono adjacentes, dessa maneira € aplicado preferencialmente a
epoxidos 1,2-dissubstituidos®.

Alguns exemplos de reagbes em grande escala utilizando EH estdo
descritos na Figura 2. Por exemplo, o 4-desoxi-b-futose-6-fosfato (2) foi preparado
a partir do (S)-2-hidroxi-4-oxobutil-1-fosfato, o qual foi obtido por resolugéo cinética
utilizando Aspergillus niger (Figura 2a). O (S)-Ibuprofeno (3), que € um poderoso
antiinflamatério, pdde ser obtido pelo intermediario gerado da resolugédo do a-
metil-isobutilestireno utilizando a mesma enzima (Figura 2b).

Ja a sintese do (R)-mevalonolactona (4) foi atingida em uma unica etapa,
utilizando uma estratégia quimioenzimatica enantioconvergente (Figura 2c). Na
Figura 2d, tem-se outro exemplo de processo enantioconvergente pelo uso de
duas enzimas complementares na sintese do (R)-para-cloroestireno, que serve
como bloco construtor para a sintese do Eliprodil (5), o qual € um poderoso agente

neuroprotetor.

'8 Steinreiber, A.; Mayer, S. F.; Saf, R.; Faber, K. Tetrahedron: Asymmetry 2001, 12, 1519-1528.



OFt , OFt OH OH OH
(0] A. niger 0 H
a )\/Q - )\N ------- g 03PO
EtO EtO
Racémico ()
(0]
4-desoxi-D-frutose-6-fosfatase (2)
A. niger
b o = 7Y -
i Bu . i Bu 1 Bu
Racémico - (S)-Ibuprofeno (3)

w \]iH de Nocardia HO_

s) ~on )

/ HO, >

o~ Yo

A0 | H,SO,/di /H,0

(R) 250 4/dioxano/H; (R)-Mevanolactona (4)
/@/{f

® | T :@A/

(R)
Cl
d .0 / -
< Cl (R)- Eliprodil (5)

S. tuberosun

Racémico

Figura 2: Exemplos do uso de resolugoes catalisadas por EH como processos chave na obtengao
de compostos biologicamente ativos'®

1.1.2. Esterases e lipases

Esterases representam um grupo diversificado de hidrolases que catalisam
a clivagem e a formacgao de ligacdes éster. Elas estdo amplamente distribuidas em
animais, plantas e microrganismos'

Essas enzimas apresentam tolerdancia a uma grande variedade de
substratos, além de mostrarem alta regio- e estereoespecificidade, o que faz
desses biocatalisadores uma ferramenta atrativa para producdo de compostos em

industrias de quimica fina. O interesse nas esterases reside também no fato de

"9 Bornscheuer, U. T. FEMS Microbiology Reviews 2002, 26, 73-81.



serem independentes de co-fatores, e geralmente muito estaveis e ativas em
solvente organico®.

As esterases, junto das lipases, representam o grupo mais importante de
biocatalisadores para aplicagdes biotecnoldgicas'®. As lipases caracterizam-se por
catalisar reagdes de hidrdlise, esterificacdo e transesterificagdo de triglicerideos
compostos principalmente por acidos graxos de cadeia longa (Cs), enquanto as
“verdadeiras” esterases hidrolisam preferencialmente ésteres de cadeia curta,
como acetatos e propionatos, e triglicerideos com ésteres de acido graxo de
cadeia menor que Cg'®.

A maior diferenga entre lipases e esterases surge das interagdes fisico-
quimicas com seus substratos. Enquanto as esterases obedecem a cinética
classica de Michaelis-Menten, ou seja, sua atividade €& dependente da
concentracado do substrato, as lipases necessitam de uma concentracdo minima
de substrato antes de serem ativadas, esse fenbmeno é chamado de ativacao
interfacial, e é observado somente para lipases®.

O mecanismo de hidrdlise de ésteres é essencialmente o mesmo para
lipases e esterases, e é composto por duas etapas, sendo que grupos aspartato
(Asp), histidina (His) e serina (Ser) compdem a chamada ‘triade catalitica’.

Primeiramente, o substrato sofre um ataque nucleofilico de uma Ser ativada
por residuos de His e Asp, passando por um intermediario tetraédrico, e liberando
0 alcool como grupo abandonador. Em seguida, ocorre o ataque nucleofilico de
uma molécula de agua, (ou outro alcool no caso de uma transesterificacdo),
formando novamente um intermediario tetraédrico, que posteriormente regenera a

9,19
(

enzima e fornece o acido carboxilico (ou um éster) Esquema 5).

20 Hutchins, L. M.; Hunter, L.; Ehya, N.; Gibbs, M. D.; Bergquist, P. L.; Hutton, C. A Tetrahedron :Asymmetry
2004, 15, 2975-2980.
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Esquema 5: mecanismo de hidrolise catalisada por lipases e esterases.

Dentre a varias aplicagdes dessas enzimas, podemos citar, por exemplo, a
sintese quimioenzimatica do hidrocloreto de (-)-Paroxetina (6), que é utilizado
como antidepressivo. A preparacao do intermediario quiral foi feita pela acilagao
seletiva catalisada por lipase de Candida antarctica (CAL-A) do alcool primario
(6a) fornecendo-o na forma enantiomericamente pura com alto rendimento
(E>100) ",

F F
=S ()
NGS;
ol 0 ?H
J il — Al
M “H
H H
(-)-Paroxetina (6) Alcool primario quiral (6a)

Esquema 6: Etapa retrossintética do precursor do hidrocloreto de (—)-Paroxetina.

Outro exemplo é a sintese do (S)-(+)-Zopiclone (7), o qual possui varias
propriedades famacéuticas. Esse medicamento foi primeiramente comercializado
na forma racémica, porém o (R)-enantidmero mostrou-se toxico.

Dessa maneira a alternativa encontrada para a sintese desse composto na
forma quiral foi a preparacdo quimioenzimatica na presenca de lipase de C.
antarctica B (CAL-B) por resolugdo cinética dinamica. Pois a hidrolise seletiva

catalisada pela enzima CAL-B gera o alcool R (7a) que sofre racemizagao

2! Fernadéz, V. G.; Brieva. R.; Gotor, V. J. Mol. Catal. Enz. B 2006, 40, 111-120.
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espontdnea no meio reacional®’ (Esquema 7). Esse processo é bastante
vantajoso, pois por envolver um mecanismo de resolugdo cinética dinédmica

fornece rendimentos maiores que 50% (90%).
o

o
Cl 0/R AN
CLp (e GO
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o
7a (@)
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[ I? 7\ N- menlp]perazma [ jié 4@7
/O
R E]

Me
Esquema 7: Preparagdo quimioenzimatica do (S)-(+)-Zopiclone (7).

1.2. Triagem de Alto Desempenho

Diante dessa gama de aplicagdes, os biocatalisadores surgem como
componentes chave de muitos processos quimicos industriais, tornando-se
necessario a busca por novas enzimas para fins especificos

A busca por novas enzimas inicia-se pela triagem enzimatica da
biodiversidade natural seguido pelo isolamento da enzima de interesse, que pode
ser expressa em vetores (bactérias e leveduras) e vir a ser comercializada. Outra
linha de pesquisa parte da alteracdo das propriedades de enzimas
comercialmente disponiveis através de modificagdes estruturais, técnica essa
conhecida como mutagénese, que envolve a triagem de milhares de mutantes®

Finalmente uma versao mais atual de triagem enzimatica envolve a
extracdo do DNA (metagenoma) de uma amostra ambiental onde est&o inseridos

milhares de microrganismos. Este DNA é clivado em grandes fragmentos e

11



inserido em vetores produzindo bibliotecas artificiais com milhares de quimeras
com grandes modificagdes e que precisam ser avaliados quanto ao novo potencial
enzimatico. As vantagens destes microrganismos € que podem produzir enzimas
de outros microrganismos que normalmente ndo poderiam ser cultivados em
laboratério.

Entretanto, todas essas possibilidades necessitam de metodologias que
permitam a identificacdo rapida das atividades e enatiosseletividades
enzimaticas?’. Dessa maneira a utilizacdo de Triagem de Alto Desempenho (High-
Throughput Screening - HTS) tem ganhado destaque, pois possibilita a triagem de
milhares de enzimas simultaneamente.

Nesse contexto, € importante ressaltar que o Brasil apresenta uma das
maiores biodiversidades do planeta, com milhares de microrganismos de grande
aplicacao sintética, tornando-se necessario uma avaliagao sistematica do material
que dispomos?>.

Dentre os varios métodos que permitem o monitoramento da atividade
enzimatica no formato HTS, os ensaios envolvendo substratos fluorogénicos ou
cromogénicos sdo os mais utilizados'. As vantagens desses métodos rapidos em
relacdo aos meétodos convencionais sdo a alta sensibilidade que permite a
utilizagdo de pequenas concentragbes de substrato e de biocatalisadores, o
aumento na velocidade de analise, além da possibilidade do acompanhamento da

cinética reacional em tempo real®.

22 Lagarde, D.; Nguyen, H. K.; Ravot, G.; Wahler, D.; Reymond, J. R.; Hills, G. Veit, T.; Lefevre, F. Org.
Process Research & development 2002, 6, 441-445.

® Chen, L. S. "Triagem de alto desempenho na detecgdo de atividade de epoxido-hidrolases e
monooxigenases utilizando células integras”, Tese de Doutorado, Instituto de Quimica, Unicamp; 2006.

4 Schimdt, M.; Bornscheuer, U. T. Biom. Eng. 2005, 22, 51-56.
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2.0. OBJETIVOS

Cientes da grande biodiversidade brasileira de microrganismos e diante da
possibilidade de utilizagdo dos ensaios de Triagem de Alto Desempenho baseados
em substratos fluorogénicos como ferramenta para deteccdo de atividade

enzimaticas, os objetivos desse trabalho foram:

1. Utilizar triagem de alto desempenho HTS para detecgdo de esterases,
lipases e epoxido-hidrolases em microrganismos brasileiros.

2. Implantar teste rapido que permita a determinacdo da enantiosseletividade
de epoxido-hidrolases em formato HTS (Quick E) utilizando células integras
e sondas fluorogénicas enantiomericamente enriquecidas.

3. Aplicar os resultados obtidos na triagem de alto desempenho para obtencgao

de compostos enantiomericamente puros de interesse sintético.

13



3.0.TRIAGEM DE ALTO DESEMPENHO (HTS)

3.1. Consideragoes gerais

Ensaios enzimaticos sdo protocolos experimentais que tornam visiveis as
reagbes quimicas catalisadas por enzimas®. No formato de triagem de alto
desempenho, esses ensaios, sao ferramentas essenciais para a exploracao da
biodiversidade na busca de novas enzimas®.

Os ensaios no formato HTS baseados em substratos fluorogénicos e
cromogénico, que s&o os mais utilizados, consistem na utilizagdo de um substrato
capaz de liberar um croméforo ou fluoré6foro como consequéncia da acao
enzimatica®” %

Dentre esses substratos, tem-se os derivados do tdo conhecido &nion
nitrofenolato (8), que apresenta cor amarela, e os anions fluorescentes
umbeliferona (9), resofurina (10) e a fluoresceina (11) que fluorescem no azul,
vermelho e verde respectivamente (Figura 3). Muitos desses substratos sao

comercialmente disponiveis e amplamente utilizados para deteccdo de enzimas

/( ] N02 m
O 0 0] o

nitrofenolato anion umbeliferona
Amax= 405nm Aex= 360nm, Ag,=460nm
fluorescéncia azul

hidroliticas?®.

amarelo
8 §
N
O (0) O O (0) O

anion resofurina anion fluoresceina
Aex= 570nm, Ay, =585nm Aex= 490nm, Aep=514nm
fluorescéncia vermelha fluorescéncia verde
10 1

Figura 3: Fendis conjugados utilizados em substratos cromogénicos e fluorogénicos que na forma
neutra sdo pouco coloridos e nao-fluorescentes®, comprimento de onda de maxima absorg¢ao
(Amax), comprimento de onda de excitagdo Ay, comprimento de onda de emissao Ao -

% Goddard, J. P., Reymond, J. L. Trends in Biotechnol. 2004, 22, 363-370.

% Wabhler, D.; Boujard, O.; Lefreve, F.; Reymond, J. L. Tetrahedron 2004, 60, 703-710.
2 Goddard, J. P.; Reymond, J. L. Trends in Biotechnol. 2004, 7, 363-370.

28 Reymond, J. L. Enzyme Assays, 2004, 22, 51-56.
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Um modelo de ensaio enzimatico utilizando substratos fluorogénicos foi
desenvolvido por Reymond e colaboradores® para deteccdo de hidrolases com
enzimas isoladas, e adaptado por nosso grupo de pesquisa para células
integras®

O ensaio consiste numa sequéncia de reacbes, onde apds a acao
enzimatica, a sonda, que é um substrato fluorogénico, se transforma num
composto fluorescente. Os substratos fluorogénicos 12-15 dao origem aos
produtos 16 ou 17 pela reacdo com o biocatalisador. A subsequente oxidacao por
NalO4 leva ao composto carbonilico 18, o qual por sua vez, sofre uma reagao de
B-eliminagcdo por albumina de soro bovino (BSA) dando origem ao anion da

umbeliferona 19 que é fluorescente (Esquema 8).

HO R

OH HO O R /K A
/ on ﬁ/ 0~ o
Y 2 \)\/\ O\)\/\o 0" o
fosfatase lipase ou esterase 13
acilase \ / epoxido- hldrolase

16 X=0

oxidagao .
NalO, / 17 X=NH
Xy beta-eliminagas
”\/\ BSA
O

Esquema 8 Representagao esquematica do ensaio fluorogénico para deteccdo de enzimas
hidroliticas®'

Fluorescéncia azul
465nm

%% Klein, G.; Reymond, J. L. Bioorg. Med. Chem. Lett. 1998, 8, 1113-1116.
% Bicalho, B.; Chen, L. S.; Grognux, J.; Reymond, J. L.; Marsaioli, A. J. J. Braz. Chem. Soc. 2004, 6, 911-916.
3 \Wahler, D.; Reymond, J. L. Curr. Opin. Biotechnol. 2001, 12, 535-544.
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Nesse trabalho foram avaliados 103 microrganismos para a detecgédo de
epoxido-hidrolases, esterases e lipases, sendo 59 microrganismos pertencentes a
Colecao de Culturas Tropicais (CCT) e Cole¢ado de Culturas do laboratério de
biocatalise e sintese organica (CBS-Unicamp) (Tabela 2), e ainda outros 44
microrganismos que foram isolados de agua de varzea de Silves (AM), mas que
ainda nao foram identificados (Tabela 3).

Os ensaios foram realizados utilizando cinco sondas fluorogénicas, as quais
foram sintetizadas pela Dra. Luciana de Oliveira e pela Dra. Lu Shi Chen. Para
deteccdo de epoxido-hidrolase foram utilizadas duas sondas, a 7-(1,2-epOxi-
butdxi)-2H-1-benzopiran-2-ona (20) e 7-(3,4epodxi-hexiloxi)-2H-1-benzopiran-2-ona
(21). Para a deteccao de esterases também foram utilizadas duas sondas, sendo
7-(1,2-di-acetato-butoxi)-2H-1-benzopiran-2-ona (22) para detecgdo de hidrolise
acetatos, e 7-(1,2-di-propionato-butéxi)-2H-1-benzopiran-2-ona (23) para detecg¢ao
de hidrdlise de propionatos. A sonda 7-(1,2-di-octanoato-butoxi)-2H-1-benzopiran-
2-ona (24), que contém ésteres de acido de cadeia longa (Cs) foi utilizada para
deteccao de lipases, e além disso, foram sintetizados os controles positivos 7-(1,2-
di-hidroxi-butoxi)-2H-1-benzopiran-2-ona (25) e 7-(3,4-di-hidréxi-hexiloxi)-2H-1-
benzopiran-2-ona (26) (Figura 4).
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Figura 4: Substratos fluorogénicos e controles positivos para triagem de epodxido-hidrolases,
esterases e lipases.
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Tabela 2: Microrganismos investigados nas de triagens de alto desempenho

Microorganismo Colegao N° Microrganismo Cédigo

Bactérias
Escherichia coli CCT 5050

Agrobacterium tumefaciens CCT 6515
Antrobacter oxydans CCT 3027 Micrococus luteus CCT 2720
Antrobacter sp. CCT 1875 Pseudomonas oleovorans CCT 1969
Arquea CBS 2005 Pseudomonas putida CCT 2357
Arquea CBS 2004 Salmonella thyphimurium  CCT 0528
Arquea CBS 2006 Serratia liquefaciens CCT 7262
Bacillus cereus CCT 4060 Serratia marcescens CCT 2573
Bacillus subtillis CCT 0089 Serratia plymuthica CCT 4371
Citrobacter amalonaticus CCT 4059 Serratia rubidae CCT 5732
Fungos filamentosos
Alternaria alternata CCT 1250 Curvularia pallescens CCT 5654
Aspergillus fumigatus CCT 1277 Emericela nidulans CCT 3119
Aspergillus niger CCT 1435 Fungo (nao identificado)  CCT 5553
Aspergillus niger CBS 1004 Fungo (nao identificado)  CCT 5632
Aspergillus niger CCT 4648 Fungo (nao identificado)  CCT 5560
Aspergillus ochracius CBS 1005 Fungo (nédo identificado)  CCT 5661
Aspergillus oryzae CCT 0975 Geotrichum candidum CCT 1205
Aspergillus terreus CCT 1212 Mortirela Isabelina CCT 3498
Aspergillus terreus CCT 3320 Nodulisporum sp. CBS 1020
Cunninghamella ecchinulata CCT 4259 Rhyzopus oryzae CCT 1022
Curvularia eragrostides CCT 5634 Rhyzopus oryzae CCT 4964
Curvularia lunata CCT 5628 Trametes versicolor CCT 4521
Leveduras
Candida albicans CCT 0776 Sacharomyces boulardii CBS 3007
Candida utilis CCT 3469 Sacharomyces cerevisae  CCT 0771
Kluyveromyces marxianus ~ CCT 4086 Sacharomyces cerevisae  CCT 0195
Kluyveromyces matianus CCT 2393 Sacharomyces cerevisae  CCT 0949
Pachysolen tannophilus CCT 1891 Sacharomyces cerevisae  CCT 0194
Pichia canadensis CCT 2636 Sacharomyces cerevisae  CCT 3174
Pichia kluyveri CCT 3365 Sacharomyces sp. CBS 3008
Pichia stipitis CCT 2617 Trichosporon cutaneum CCT 1903
Rhodotorula glutinis CCT 2182
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Tabela 3: Microrganismos isolados do solo de vazea de Silves (AM)? utilizados na
avaliagao das atividades enzimaticas por HTS

Microrganismos de agua de varzea de Silves

Ama 1 Ama 10 Ama 19 Ama 28 SA 1

Ama 2 Ama 11 Ama 20 Ama 29 SA?2

Ama 3 Ama 12 Ama 21 Ama 31 SA 3

Ama 4 Ama 13 Ama 22 Ama 32 SA4

Ama 5 Ama 14 Ama 23 Ama 33 SA7

Ama 6 Ama 15 Ama 24 Ama 34 SA 8

Ama7 Ama 16 Ama 25 Ama 35 SA9

Ama 8 Ama 17 Ama 26 Ama 36 SA 10
Ama 9 Ama 18 Ama 27

@ Os microrganismos ndo foram ainda identificados. A sigla “Ama” foi utilizada para designar as
bactérias e leveduras e a sigla “SA” para designar os fungos.

Para realizagdo dos ensaios, os microrganismos foram cultivados em tubo
inclinado contendo meio agar adequado (Fungo EM, levedura YE e bactérias
NA)*, e encubados por 96 h (fungos) e 48 h (leveduras e bactérias). A massa
umida das col6nias desenvolvidas foram removidas, transferidas para frascos
Eppendorf estéreis, e ressuspensas em solugado tampao borato pH 8,8 a 20 mM.

Todos os experimentos foram realizados em microplaca de polipropileno
com 96 cavidades e monitoradas por leitor de fluorescéncia (Flashscan 530
Analitic Jena) durante 10 h, utilizando filtros com comprimento de onda de
excitacdo de 365 nm e as leituras feitas a 460 nm.

Os ensaios foram montados utilizando concentragdes microbianas de 0,1
mg/mL para leveduras e bactérias e 0,5 mg/mL para fungos filamentosos, na
presenca de BSA a 2,0 mg/mL em solugéo tampao, solugdo aquosa de periodato
de sédio a 1,0 mM e sondas a 100 uM. Todos os ensaios foram realizados em
duplicata.

Adicionalmente foram realizados controles negativos (substrato + BSA +
NalO4 em solugdo tampdo sem a presenga de microrganismo) para controle da
intensidade de fluorescéncia liberada pela hidrolise ndo enzimatica dos substratos,
controles positivos (controles positivos + BSA + NalO4 + suspensao celular em
solugdo tampao) para avaliar uma possivel interferéncia na fluorescéncia do

produto resultante da reacdo de biotransformacao, além do controle microbiano

%2 EM- extrato de malte; YE- extrato de levedura, NA- nutriente-agar.
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(BSA + NalOy4 + suspenséao celular em solugéo tampao) para monitorar a possivel

autofluorescéncia dos microrganismos (Figura 5).

Acompanhamento cinético de reagcao enzimatica

2500

2000 ’

1500 -

——CP
—u—E

1000 - CN

Intensidade de
fluorescéncia

500 -

O""’ T T T v ~T1 1 T T 1 T T T 1 T T T T

0 7920 15840 23760 31680

Tempo (s)

Figura 5: Curvas representativas de acompanhamento da cinética das rea¢des nos ensaios de
HTS baseados em fluorescéncia, onde CP é a curva representativa do controle positivo, E
representa o ensaio enzimatico, e CN representa a curva do controle negativo.

O tratamento dos dados foi feito pela diferenga entre a média dos valores
de intensidade de fluorescéncia dos ensaios com microrganismos (E) e média dos
valores de intensidade de fluorescéncia emitidos pelo controle negativo (CN)
(Equagao 1).

R=E-CN (1)

Com base no valor maximo de emissdo de fluorescéncia do &nion
umbeliferona em pH 8,8 de 2500 unidades de fluorescéncia, somente os ensaios
que resultaram em valores de intensidade de fluorescéncia superiores a 100

unidades, ou seja, acima de 5 % de conversao, foram considerados positivos.
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3.2. Resultados e discussoes

3.2.1. Epéxido-hidrolases

Dentre os microrganismos avaliados para atividade epoxido-hidrolase, cinco
foram considerados ativos, pois apresentaram valores de intensidade de
fluorescéncia superior a 100 unidades (5 % de conversao) para as sondas 20 e 21
(Tabela 4).

Tabela 4: Resumo dos ensaio enzimatico para deteccdo de epdxido-hidrolases
utilizando as sonda 20 e 21

Microrganismos® Colegdo/Codigo Fluorescéncia®
20 21
Candida albicans® CCT 0776 1919 -
Pichia stipitis® CCT 2617 394 -
Rhyzopus oryzae® CCT 4964 154 189
Aspergillus niger” CCT 1435 - 236
Ama 32° - - 168

@ Concentragéo das suspensbes microbianas utilizadas nos testes foram de 0,1mg/mL. ® Intensidade de
fluorescéncia = (média de dudplicata das amostras) - (média das duplicatas do controle negativo) medida apés
10 h de reag&o.® Leveduras. ° Fungos. ® Microrganismos do solo da Amazénia no identificados.

A cinética de reacao para esses microrganismos pode ser observada na
Figura 6 através do aumento da intensidade de fluorescéncia, referente ao

aumento na concentracdo de umbeliferona, associada ao tempo de reacéo.
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Figura 6: Acompanhamento da cinética de reagdo frente aos substratos 20 e 21 para a detecgéo
de epoxido-hidrolases.

Os resultados obtidos para as sondas 20 e 21 permitiram organizar os
microrganismos em trés grupos distintos. O primeiro grupo € formado pelos
microrganismos que apresentaram a capacidade de hidrolisar seletivamente
epoxidos terminais (20) como C. albicans CCT 0776 e P. stipitis CCT 2617. O
segundo grupo é representado pelos microrganismos que foram seletivos para a
hidrélise de epoxido cis-dissubstituido (21) como A. niger CCT 1435 e Ama 32. Ja
o terceiro grupo é formado pelos microrganismos que ndo discriminam entre os
dois substratos, como R. oryzae CCT 4964. Esse comportamento pode ser
explicado pela presenca de uma epoxido-hidrolase néo seletiva, ou pela presenca

de dois tipos de epdxido-hidrolases.

3.2.2. Esterases e lipases

Nos ensaios realizados para deteccao de lipases (24) e esterases (22 e 23)
18 microrganismos mostraram-se enzimaticamente ativos com valores de
intensidade de fluorescéncia superior a 100 unidades (5 % de conversao) (Tabela
5).
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Tabela 5: Ensaio enzimatico para deteccéo de esterases e lipases

Microrganismos? Colegdo/Cédigo  Fluorescéncia®

22 23 24

Alternaria alternata® CCT 1250 665 - -

Aspergillus terreus® CCT 1212 - 140 -

Cunninghamella CCT 4259 108 1601 -
ecchinulata®

Fungo (ndo identificado)® CCT 5553 202 126 -

Fungo (no identificado)® CCT 5661 147 244 -

Trametes versicolor’ CCT 4521 150 - -

Rhodotarula glutinis® CCT 2182 - 231 -

Trichosporon cutaneum® CCT 1903 139 354 -

Ama 18° - 146 - -

Ama 19° - 1923 - -

Ama 21° - 114 104 -

Ama 23° - 135 149 -

Ama 27° - 1618 - -

Ama 28° - 318 - -

Ama 31° - 216 1421 -

Ama 32° - 530 1957 -

Ama 33° - - 117 -

Ama 34° - 318 107 -

aConcentragdo das suspensdes microbianas utilizadas nos testes foram de 0,1 mg/mL. ®Intensidade de
fluorescéncia = (média de duplicata das amostras) - (média das duplicatas do controle negativo) medida apoés
10 h de reac&o.° Fungos.d Leveduras. © Microrganismos do solo da Amazénia néo identificados.

A cinética da reacao enzimatica desses microrganismos para as sondas 22
e 23 podem ser visualisadas nas Figuras 7 e 8 respectivamente.
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Figura 7: Acompanhamento da cinética de reacéo frente a sonda 22 para a detecgéo de hidrolases
de acetatos (esterases).
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—— CCT 4259
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AN SO - e SN S P )
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Figura 8: Acompanhamento da cinética de reagao frente a sonda 23 para a detecgao de
hidrolases de propionatos (esterases).

Os resultados obtidos indicam a presencga de esterases nos microrganismos
avaliados pela triagem de esterases e lipases, pois em geral os microrganismos
avaliados hidrolisaram preferencialmente ésteres de cadeia mais curta como
acetatos (22) e propionatos (23), enquanto que para ésteres de cadeia longa (24),

como oleatos, nao foram encontrados resultados significativos.
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Esses resultados sdo bastante interessantes, pois em geral o que se
observa € a hidrolise preferencial de ésteres de acidos graxos de cadeia longa,
inclusive na presenca de esterases comerciais>>.

Os microrganismos A. alternata CCT 1250, T. versicolor CCT 4521, Ama
19, Ama 27 e Ama 28 destacaram-se pela hidrdlise seletiva de acetato (22), uma
vez que apresentaram valores inferiores a 100 unidades de fluorescéncia para as
demais sondas (23 e 24). Esses microrganismos apresentaram uma diminui¢cao
gradativa das atividades enzimatica com o aumento do tamanho da cadeia acil
dos substratos 22, 23 e 24 (Tabela 5 e Figura 9)

Atividade enzimatica x substrato

2000
—e—CCT 1250
3 s 1500 X = CCT 4521
% @ Ama 18
2 ¢ 1000 Ama 19
3 S —%—Ama 27
£& 500
- —e—Ama 28
01— S a——"

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Comprimento da cadeia acila
(n°® de carbonos)

Figura 9: Variagdo da atividade enzimatica com a variagdo do comprimento da cadeia acila dos
substratos 22, 23 e 24.

Com relacéo a hidrélise de propionatos (23), os microrganismos que mais
se destacaram foram C. echinulata CCT 4259, AMA 31 e AMA 32, porém néao
foram seletivos, pois hidrolisaram também acetatos (22), mas com atividade

moderada (inferior a 1000 unidades de fluorescéncia) (Tabela 5 e Figura 10).

i Nyfeler, E.; grognux, J.; Wahler, D.; Reymond, J. L. Helvetica Chimica Acta 2003, 86, 2919-2927.
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Atividade enzimatica x substrato
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Comprimento da cadeia acila
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Figura 10: Variacao da atividade enzimatica com a variagcdo do comprimento da cadeia

acila dos substratos 22, 23 € 24. .

Ja os microrganismos T. cutaneum CCT 1903, Ama 21, Ama 23 e os
Fungos nao identificados CCT 5553 e CCT 5661 que apresentaram moderada
atividade para esterases, mostraram-se pouco seletivos na hidrélise de ésteres de
cadeia curta, pois apresentaram valores de intensidade de fluorescéncia muito
semelhantes para as sondas 22 e 23 (Tabela 5).

Assim a técnica de triagem de alto desempenho foi bastante util para
selecdo dos microrganismos com maior potencial hidrolitico para epdxido-
hidrolases e esterases, resultando num total de 1030 experimentos
(microrganismos x substratos em duplicatas), sendo que tal quantidade sé foi
realizada pela possibilidade da utilizacdo de triagem rapida. Entretanto essa
técnica ndo elimina a necessidade da determinacdo da enantiosseletividade
dessas enzimas, afinal essa é a propriedade mais importante em termos de

aplicacao sintética.
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4. TESTE EM FORMATO HTS PARA MEDIDA DE
ENANTIOSSELETIVIDADE DE EPOXIDO-HIDROLASES "Quick E"

4.1. Consideragoes gerais

A enantiosseletividade (ou razdo enantiomérica, E) real de uma enzima
frente a um substrato é a razdo entre as constantes de especificidade (Kcat/ Km)***

para cada enantiémero>® (Equacio 2).

o (k.. /K, )doenantiomero rapido

(k

— (Equagio 2)
/ K,,) do enantiomero lento

cat

A metodologia mais utilizada para determinagéo do valor de E é o método
desenvolvido por Sih e colaboradores®, que consiste nas medidas de conversao
(c), pureza enantiomérica do material de partida (eesypstrato) OU do produto formado

(e€produto) (Equacao 3 e Equacao 4).

— ln |.1 - (1 +eeP’”0dW0 )J e E — ln [(1 — C)(l — eesubstrata )] onde c= A + B
ln |_1 —C (1 - eeproduto )J ln [(1 - CXI + eesubstrato )] , AO + BO ’
Equacéao 3 Equacao 4

considerando que Ap € By sdo as areas de cada enantidbmero do substrato no
inicio da reacao, e A e B as areas medidas no decorrer da reagao.

Entretanto, essa metodologia € muito lenta e dispendiosa, devido a
necessidade de medir os valores de ee, o que inviabiliza a triagem rapida de
culturas de microrganismos ou de enzimas comerciais.

Uma alternativa seria a avaliagdo da enantiosseletividade pela medida das
velocidades iniciais para cada um dos enantidbmeros separadamente através de

métodos espectrofotométricos® (Equagao 5).

velocidade inicial do enantiomero rapido

(5)

velocidade inicial do enantiomero lento

3 K cat € definido como constante de velocidade catalitica e Ky como a constante de Michaelis-Menten.

% Valores de E entre 15-30 s30 considerados de moderados a bons, acima desses valores s3o considerados
excelentes.

% Faber, K. Biotransformations in Organic chemistry 1999, Springer.

37Chen, C. S.; Fujimoto, Y.; Girdaukas, G.; Sih, C. J. J. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 7294-7299.

% Janes, L. E.; Kazlauskas, R. J. J. Org. Chem. 1997, 62, 4560-4561.
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Inspirados nesse principio Reymond e colaboradores® propuseram uma
metodologia que permite estimar qualitativamente a enantiosseletividade (E*) de
epoxido-hidrolases por experimentos de HTS utilizando sondas fluorogénicas

enantiomericamente enriquecidas (Esquema 9).
A
0.,
I>\/\ I/\/\O 0 0
l EPOXIDO-HIDROLASE l
OH N OH X
OH\)\/\ OH\/\/\
6} ¢} ¢} 6} ¢} ¢}
\ NaIO4
I /Ofil\
J\Ao 0" o

Esquema 9: Ensaio baseado na leitura de fluorescéncia para avaliacdo da razdo enantiomérica de
epoxido-hidrolases.

Fluorescéncia azul
465nm

O método consiste na determinagao da enantiosseletividade pela avaliagao
das intensidades de fluorescéncia produzidas pela umbeliferona provenientes da
biotransformac&o dos enantibmeros do substrato analisados separadamente.

Porém, a grande desvantagem desse modelo é que a avaliagcdo dos
enantidmeros separadamente pode levar a desvios de até 70%, acima ou abaixo
do valor real (Ereal), pois ignora o efeito de competicdo dos enantibmeros pelo sitio
ativo da enzima®

Uma forma mais exata de obter o valor de E préximo ao valor real consiste
na introducdo de um substrato similar de modo a simular a competicdo entre os
enantibmeros (Quick E) (Figura 11). Essa metodologia foi originalmente

38,40

estabelecida por Kazlauskas e colaboradores para a detec¢ado de esterases

% BadaIaSS| F.; Wahler, D.; Klein, G.; Crotti, P.; Reymond, J. L. Angew. Chem. Int. Ed. 2000, 39, 4067-4070.
Somers N. A.; Kazlauskas, R. J. Tetrahedron: Asymmetry 2004, 15, 2991-3004.
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em enzimas isoladas pela utilizagao de substratos cromogénicos, e proposta neste
trabalho para a avaliacédo de epoxido-hidrolases utilizando células integras e

substratos fluorogénicos.

e ~
M
D R — = C —
S- &
— enzima PN
Y
- Y ‘ - S ~ .
- " % = e
A .
———
N
Experimento real® Experimento sem Experimento com
competidor® competidor®

Figura 11: “Em um experimento real onde os enantidmeros sdo avaliados na mistura racémica ha
competicdo entre eles pelo sitio ativo da enzima. ® A analise dos enantiémeros separadamente
ignora o efeito de competigdo entre eles. ° A utilizagdo de um competidor frente a cada um dos
enantidbmeros simula a competi¢gao entre eles levando a uma situagao mais préxima do real.

Dessa forma, os ensaios foram implantados utilizando as sondas
fluorogénicas quirais cedidas pelo Prof. Reymond, nas condigdes experimentais
descritas anteriormente na sessdao 3 em microplacas, porém com cada
enantibmero analisado separadamente.

As velocidades iniciais de cada enantibmero foram obtidas utilizando os
valores iniciais de leituras intensidade de fluorescéncia, que foram convertidas em
valores de concentragdao de umbeliferona (pmol/s) utilizando uma curva de
calibragdo. A razdo enantiomérica foi calculada comparando as velocidades
iniciais de acordo com a Equacgao 5.

A curva de calibracao foi preparada a partir de diluicdes de uma solugao
estoque de umbeliferona a 20 mM em CH3CN:H20 (1:1, v/v), na presenca de BSA
(2,0 mg/mL) em 20 mM de tampao borato (pH 7,2) e solugdo aquosa de NalO4
(1,0 mM) (Figura 12).
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Figura 12: Curva de calibragdo de umbeliferona em pH 7,2.

E importante ressaltar que os valores de velocidade inicial dos ensaios
foram determinados pela subtragdo do valor da velocidade inicial do controle
negativo (Veontrole) @0 valor da velocidade inicial de cada ensaio catalisado pela
enzima (Vensaio) (Equacgao 6).

Vinicial = Vensaio - Vcontrole (6)

As sondas utilizadas foram 20-(R) e 20-(S), que sao epodxidos terminais e

21-(R,R) e 21-(S,S) que correspondem a epodxidos-1,2-dissubstituidos (Figura 13).

20-(S) 20-(R)

21-(5.5) 21-(R,R)

?o

Figura 13: Sondas fluorogénicas quirais utilizadas nos testes de enantiosseletividade de epdxido-
hidrolases.
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4.2. Adaptagao do “Quick E” com células integras para detecgcao de epoxido-

hidrolases enantiosseletivas

4.2.1. Concentragao de substrato fluorogénico e competidor

A concentracao final de 100 uM das sondas foi mantida em relagdo aos
experimentos de triagem de atividade enzimatica, entretanto nos experimento com
competicdo, foi adicionado o competidor a concentracéo final de 10 uM em cada
poco. A razao 10:1 entre substrato e competidor foi utilizada com base no trabalho
de Kazlauskas e colaboradores®, e os resultados obtidos com os controles
positivos mostraram que n&o ha diferencas significativas na emissdo de

fluorescéncia da sonda na presenga de competidor.

Controle positivo

)]
o

N
o
,

—o—CP
EP2

w
o
|

N
(=)

—a—CP+C
(10:1)

Intensidade de
fluorescéncia

-
o
|

o

0 180 330 480

Tempo (min)

Figura 14: Comparacgao entre o controle positivo 26 da sonda dissubstituida (21) com e sem a
presenca de competidor.

4.2.1. Otimizacao do competidor

Nos experimentos com introducdo de competicdo adicionou-se 1,2-
epoxioctano (27) para atuar como competidor frente as sondas 20-(R) e 20-(S), e
0 (x)-cis-oxiranoetanol-3-etil-4-metilbenzenossulfonato (28) no caso das sondas

21-(R,R) e 21-(S,S) (Figura 15).
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Figura 15: Sondas fluorogénicas quirais e competidores nao-fluorogénicos utilizadas nos testes de
enantiosseletividade de epdxido-hidrolases.

A necessidade de utilizar competidores com estruturas semelhantes as
sondas surgiu da comparag¢ao dos valores de E entre experimentos utilizando as
sondas dissubstituidas 21-(R,R) e 21-(S,S) com os competidores 27 e 28.

O teste mostrou que o microrganismo Ama 32 frente as sondas cis-
dissubstituidas e o competidor 28, que também é um epdxido dissubstituido,
apresentou diferenga significativa entre a hidrélise de cada enantibmero.
Entretanto, na presenca do competidor 27, um epdxido terminal, ndo apresentou
fluorescéncia significativa. Isso provavélmente ocorreu porque a enzima hidrolisou
somente o competidor, o qual € mais reativo, e assim tivemos a falsa idéia de que

a enzima nao foi capaz de hidrolisar seletivamente esse tipo de sonda (Figura 16).
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Figura 16: Cinética de reagdo dos microrganismos Ama 32 utilizando as sondas de epodxido-
hidrolases 1,2-dissubstituida 21-(R,R) e 21-(S,S) com um competidor semelhante 28 e com
competidor diferente 27.

Além disso, nés comparamos a utilizagdo de um competidor racémico (t)-
27 e o competidor quiral 27-(R) frente a sonda de configuragao oposta 20-(S), para
verificar se haveria diferengcas em relagédo ao tipo de competidor. Os resultados
comprovaram que nao houve variagbes nas velocidades iniciais entre os dois

experimentos. (Figura 17).

Ensaio utilizando a sonda 20-(S ) frente a 27 na forma
racémica e quiral.
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Figura 17: Ensaio utilizando sonda fluorescente quiral 20-(S) frente ao microrganismo E. nidulans
€ ao 1,2-epoxioctano na forma racémica e na forma enantiomericamente pura como competidor.

Isso indica que ndo haveria necessidade de utilizarmos como competidor
um composto quiral de configuragdo oposta a sonda, e sim um competidor

racémico com estrutura semelhante a sonda envolvida.

4.2.1. Otimizagao do pH
Com relagao ao pH, solugao tampéao pH 7,2 (20 mM) mostrou-se a condigéo

mais apropriada para realizagao dos ensaios de enantiosseletividade, pois nessa
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condigao a hidrolise espontanea das sondas no inicio do experimento foi minima,

mas a fluorescéncia do anion umbeliferona foi ainda expressiva®® (Figura 18).
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Figura 18: Cinética da hidrolise espontanea das sondas 20 e 21 com a variagédo do pH, e variagao
da intensidade de fluorescéncia do anion umbeliferona em diferentes valores de pH.

4.3. Resultados e discussoes
Com as condigdes dos ensaios estabelecidas, foram escolhidos alguns dos

microrganismos cujas atividades epoxido-hidrolase haviam sido detectadas nos

experimentos de HTS, para a realizacdo dos ensaios. Os resultados estéo

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6: Enantiosseletividades estimadas de algumas epdxido-hidrolases frente

a sonda fluorogénicas quirais

Microrganismos Preferéncia E*® Quick E° % erro
enantiomérica

Aspergillus niger CCT 21-(S,S) 2,7 1,8 33,3
1435

Rhizopus oryzae CCT 21-(S,S) 1,3 1,1 15,4
4964

Ama 31 21-(S,S) 1,4 1,1 21,4

Ama 32 21-(S,S) 2,4 1,4 41,6

Candida albicans CCT 20-(S) 4,5 1,5 66,6
0776

® E* indica a enantiosseletividade estimada pela comparagéo das velocidades iniciais de hidrélise
medidas com 30 min do inicio da leitura dos enantidmeros analisados separadamente . ° Quick £
representa os valores medidos com adigdo de competidor na razdo 10:1 de sonda e competidor,
respectivamente.

Os resultados da Tabela 6 revelaram que os experimentos com introdugéo
de competicdo (Quick E) forneceram valores de razdo enantiomérica
significativamente distintos dos valores obtidos para os experimento sem
competidor (E*) (Tabela 6 e Figura 20).

Medida da enantiosseletividade de epoxido-hidrolase Medida da enantiosseletividade de epoxido-
frente as sondas fluorogénicas hidrolase frente as sondas fluorogénicas com
competidor

60

50 1
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Q Q Q N} Q Q Q Q N Q
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Figura 19: Cinética de reacdo do microrganismo A. niger CCT 1435 utilizando sondas para
deteccdo de epodxido-hidrolases enantiosseletiva utilizando o par de sondas 21-(R,R) e 21-(S,S) e
na presencga de competidor na razdo 10:1 entre sonda e competidor.

Dentre os microrganismos avaliados C. albicans CCT 0776, foi o que
apresentou diferengcas mais significativas entre os dois experimentos, chegando a

66%. Esse comportamento pode ser explicado, pois a disputa entre o competidor
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e o0 enantibmero mais reativo, pelo mesmo sitio ativo da enzima, faz com que a

razao entre as velocidades dos dois enantidbmeros seja menor (Figura 201).

Medida da enatiosseletividade de epéxido-
hidrolase frente a sondas fluorogénicas com
competidor

Medida da enatiosseletividade de epéxido-
hidrolase frente a sondas fluorogénicas
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Figura 20: Cinética de reagdo do microrganismos C. albicans CCT 0776 utilizando sondas para
deteccdo de epodxido-hidrolases enantiosseletiva utilizando o par de sondas 20-(R) e 20-(S) e na
presenga de competidor na razao 10:1 entre sonda e competidor.

Contudo, a fim de verificar a confiabilidade desses resultados, foi feita a
reagao da C. albicans CCT 0776 com a sonda (+)-20 para determinagao do valor
de E por metodologias convencionais.

A reacéao foi monitorada por CG-EM até 42,5% de conversao, entretanto a
determinacgao da pureza enantiomérica desse substrato ndo pode ser determinada
através de metodologias diretas, pois as condigdes de analise em cromatografia a
gas (CG)*', ou cromatografia liquida (CLAE)** de fase quiral ndo foram capazes
de resolver os enantidmeros.

Dessa maneira, a alternativa encontrada para determinacado do valor de ee
foi por RMN de 'H através da derivatizacdo do diol obtido & cerca de 40 % de
conversao com o auxiliar quiral acido (S)-metoxifenilacético ((S)-MPA). Essa
metodologia € geralmente aplicada a determinagdo de configuragdo absoluta,
entretanto nesse caso foi bastante util para determinagdo do ee, pois permitiu
visualisar claramente os sinais referentes a cada um dos enantibmeros
derivatizados. Os valores de ee foram calculados através da integracédo dos sinais
referentes aos protons metilénicos de cada um dos isdmeros formados (o 4,34 €

4,48), e o calculo (Equagao 6) revelou um valor de ee 3,6 % (Figura 21).

*! Foram testadas duas colunas de CG de fase quiral: (a) Chrompack, com fase chirasil-B-ciclodextrina (25 m
x 0,25 mm x 0,25 um) e (b) Heptakis (2,6-di-O-metil-o-pentil-3)- B-ciclodextrina (25 m x 0,25 mm x 0,25 um).
*2 Coluna de CLAE de fase quiral: Chirasel OJ-H com fase quiral celulose (150 cm x 4,6 mm x 0,4 um).
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%ee:(l_—()’93)100:3,6 (6)
(1+0,93)

O valor de enantiosseletividade foi calculado utilizando a Equagao 3, e
forneceu um valor de E = 1,1, o qual estda muito préximo do valor (20 %) obtido
pelos experimentos com adigdo de competidor E = 1,5 (Quick E), enquanto que o
experimento sem competidor apresentou um valor de E = 4,5 muito distinto, com
uma porcentagem de erro de 75 %, em relagéo ao experimento real.

In[1-0,42 (1+0,036)|
E =
In[1-0,42 (1-0,036)]

H2' b H2" b
H2ll a

H2'®

Figura 21: Expans3o do espectro de RMN'H (499,883 MHz, CDCI3) do produto da reacdo entre
(£)-20 e C. albicans derivatizado com (S)-MPA.

Todos os microrganismos testados apresentaram baixos valores de E (E <
2;), porém, como essa técnica mostrou-se bastante rapida e confiavel na
determinagao da razdo enantiomérica de epoxido-hidrolases em células integras,
podera ser aplicada a outros microrganismos da nossa colegdo, na busca de
enzimas com alta enantiossetividade.

Com relacao a seletividade do substrato, observou-se que os epoxidos
dissubstituidos (21) foram mais susceptiveis a abertura enantiosseletiva que os
epoxidos terminais, afinal somente C. albicans CCT 0776 foi capaz de hidrolisar
20 enantiosseletivamente (Tabela 6). Além disso, todos o0s microrganismos

avaliados hidrolisaram preferencialmente os epéxidos com configuragao (S).
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Dessa maneira, a adaptagdo dos ensaios para determinacido de
enatiosseletividade de epoxido-hidrolases em células integras, utilizando sondas
fluorogénicas quirais na presenga de competidor, foi bastante satisfatéria, afinal o
valor de E concordou com a enantiosseletividade determinada por metodologia
convencional.

Além disso, a metodologia para determinagdo rapida da
enantiosseletividade, na presenca de células integras e competidor, é inédita na
literatura, pois a principal aplicacdo desses ensaios estava limitada a
determinagao em enzimas ou extratos enzimaticos.

Adicionalmente, esses ensaios sao mais rapidos que os métodos
convencionais, pois elimina a necessidade de medidas de ee, além de requerer
pequenas quantidades de enzima e substrato, e possibilitar 0 monitoramento de
varias reagoes simultaneamente, viabilizando a triagem de bibliotecas e colegbdes

de microrganismos.
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5. REAGOES DE BIOTBANSFORMAQAO UTILIZANDO
SUBSTRATOS NAO FLUOROGENICOS

5.1 Epoxido-hidrolases

Dentre os microrganismos testados para atividade epodxido-hidrolase
C.albicans CCT 0776 foi o que mais se destacou nos testes de triagem enzimatica
de alto desempenho, assim para verificar a atividade observada, escolhemos o
(x)-1,2-epoxioctano (29) como substrato para realizacdo de reagdes de
biotransformacdo a fim de determinar os valores de conversao e excesso
enantiomeérico (ee) frente a um substrato de interesse sintético.

A reacao de biotransformacao foi monitorada por CG-FID, e a identificacéo
dos enantidmeros foi realizada por co-injegdo com padrao (R)-(+)-1,2-epoxioctano

e com (S)-(-)-1,2-octanodiol.

Figura 22: Cromatograma (CG-FID) de uma amostra de (+)-1,2-epoxioctano fortalecido com o
padrdo comercial de (R)-1,2-epoxioctano (a) e (%)-1,2-octanodiol com co-injegdo do (S)-1,2-
octanodiol (b). Condigbes de analise: 40 ° C/ 15 min, rampa de 1 ° C/min até 55° C e 15 ° C/min
até 180 ° C onde permaneceu constante por 5 min, Tineior= 220 ° C, Tgeector= 240 ° C e pressdo
constante de 10 psi. Coluna: Chrompack CD-Chirasil (25 m x 0,25 mm x 0,25 um).

Os resultados resumidos na Tabela 7 permitiram confirmar a atividade
epoxido-hidrolase do microrganismo C. albicans CCT 0776, a qual havia sido
previamente observada nos experimentos de HTS, e ainda Vverificar
enantiosseletividade baixa pela formag&o do diol com configuragéo (R).

Porém, além da atividade epodxido-hidrolase, observou-se também um fato
curioso, pois apds 9 horas de reagao, quando a converséo do (+)-1,2-epoxioctano

foi de 100%, notou-se a formagao do (S)-1,2-octanodiol, com ee maior que 99%
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(Tabela 7). Esses resultados sugerem que esse microrganismo possui um outro
sistema enzimatico capaz de desracemizar o (+)-1,2-octanodiol (30) ao final da
reacdo, pois num processo de resolucao cinética, apoés a conversido total do

epoxido, o esperado seria a mistura racémica do diol (Esquema 10).

Tabela 7: Reacgao de hidrélise do 29 com C. albicans em tampao fosfato pH 7,0

Tempo (h) % conversao? 29 30

% ee® configuragdo % ee’  configuragdo

absoluta absoluta
0,3 16 33,0 (S) 39,0 (R)
1,0 44 34,0 (S) 36,0 (R)
2,0 95 37,0 (S) 21,0 (R)
4,0 >99 - - 0 -
9,0 >99 - - >99,0 (S)

dc=(A+B)/(Ao*+Bo), onde A, e B, sd@o as areas de cada enantidmero do substrato no inicio da
reacdo, € A e B as areas medidas no decorrer da reaczo. ° ee=[(A-B)/(A+B)]100.

Dentre as varias técnicas de desracemizacao, a estereoinversao de alcoois
secundarios tem sido amplamente divulgada nos Utimos anos*. Esse mecanismo
pode ser explicado por uma sequéncia de reacdes de oxido-redugdo, onde num
primeiro momento tem-se a oxidagdo seletiva do alcool secundario com
configuragdo (R) a cetona pro-quiral 1-hidréxi-2-octanona (31) correspondente,
enquanto o outro enantibmero (S) permanece intacto. Em seguida a cetona é
reduzida por outro sistema enzimatico com estereoquimica oposta* (Esquema
10).

43 Gruber, C. C.; Lavandera, I; Faber, K.; Kroutil, W. Adv. Synth. Catal. , 2006, 348, 1789-1805
4 Stecher, H.; Faber, K. Synthesis 1997, 1-16.
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M Tampio fosfato
(+)-29 pH 7,0
c>99%
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/ desidrogenase
0]

31

Esquema 10: Hidrolise de (+)-1,2-epoxioctano e posterior estereoinversao do (R)-1,2-octanodiol.

Esse mecanismo foi proposto para explicar a reagdo em questao, pelo fato

do intermediario aquiral 31 ter sido identificado em pequena quantidade por CG-

EM (m/z 144) e fortalecimento com padrao (Figura 21).
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Figura 23: a- Cromatograma de ions (CG-EM) da reacado de C. albicans com (+)-1,2-epoxioctano
apos 4,0 h. b- Cromatograma de ions (CG-EM) da reagéo de C. albicans com (+)-1,2-epoxioctano

apos 4,0 h fortalecido com 1-hidroxi-2-octanona.

Entretanto, com o intuito de confirmar a ocorréncia de estereoinversao,

realizou-se a reagdo desse mesmo microrganismo com o (+)-1,2-octanodiol, e os

resultados mostraram que com 15 horas de reagédo somente o (S)-1,2-octanodiol

foi observado com valores de ee maiores que 99%.
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Figura 24: Andlise da reagao de estereoinversao do (£)-1,2-octanodiol com C. albicans. a- aliquota
no inicio da reagao. b- aliquota apos 15 h de reagao. Condi¢des de analise: 40 ° C/ 15 min, rampa
de 10 ° C/min até 180 ° C onde permaneceu constante por 5 min, Tipjetor= 220 ° C, Tgetector= 240 © C
e pressao constante de 10 psi. Coluna: Chrompack CD-Chirasil (25 m x 0,25 mm x 0,25 pum).

Por fim, realizou-se também a reacdo da C. albicans com a cetona 31, para
verificar se a desracemizacdo do diol 30 estaria ocorrendo realmente por
estereoinversdao, onde seria possivel obter 100% do (S)-30, ou se esse
microrganismo estaria fazendo somente a resolugao cinética do diol racémico, onde
seria observada a formagéo de 50% do (S)-30 e 50% da cetona 31, sem a posterior

reducéao seletiva da cetona.

Estereoinversdo OH

OH

(5)-30
(£)-30 100%
OH Resolugdo cinética OH T‘)
(¥)-30 (5)-30 31
50% 50%

Figura 25: Num processo de estereoinversdo o microrganismos é capaz de oxidar seletivamente o
(R)-diol e posteriormente reduzir o intermediario aquiral fornecendo 100% do (S)-diol, em uma
resolugéo cinética so6 é possivel obter 50% do (S)- diol e 50% do produto da oxidagéo seletiva do
(R)-diol.

Como esperado, apdés 18 h de reacéao, toda a cetona 31 foi convertida em
30, com pureza enantiomérica maior que 99%, confirmando assim 0 mecanismo

de estereoinversao do (R)-1,2-octanodiol.
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Figura 26: Analise da reacao de redugéo da 1-hidréxi-2-octanona com C. albicans. a- aliquota no
inicio da reagdo. b- aliquota apds 6 h de reagdo.c-aliquota apds 18h de reagédo. Condigbes de
analise: 40 ° C/ 15 min, rampa de 1 ° C/min até 55° C e 15 ° C/min até 180 ° C onde permaneceu
constante por 5 min, Tineor= 220 ° C, Tgewector= 240 ° C e pressdo constante de 10 psi. Coluna:
Chrompack CD-Chirasil (25 m x 0,25 mm x 0,25 um).

E importante ressaltar que o cromatograma b revela a presenca dos dois
enantidmeros do diol 30, enquanto no cromatograma ¢ somente (S)-enantibmero

foi detectado. Essa observacdo concorda com o mecanismo proposto***?

, em que
a etapa de oxidagao do (R)-enantibmero é reversivel, sendo possivel obter o (S)-
diol e o (R)-diol a partir da cetona pro-quiral, porém a redugao em diregao ao (S)-
diol é irreversivel, favorecendo assim a sua formacédo em relagdo ao (R)-diol no
final da reacédo (Esquema 10).

Dessa maneira, podemos concluir que o microrganismo C. albicans CCT
0776 é capaz de realizar estereoinversao do (+)-1,2-octanodiol fornecendo o (S)-
1,2-octanodiol com 100% de rendimento tedrico e alta pureza enantiomérica

(>99%). Esse mesmo comportamento ja havia sido descrito anteriormente para
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446 o também observado anteriormente no

outras espécies do género Candida
grupo de pesquisa da Profa. Anita J. Marsaioli*® com o microrganismo A. niger

CCT 1435.

45 Mu, X. Q.; Xu, Y.; Nie, Y.; Ouyang, J.; Sun, Z. H. Process Biochem. 2005, 40, 2345-2350.
46 Nie, Y.; Xu, Y.; Mu, X. Q.; Tang, Y.; Jiang, J.; Sun, Z. H. Biothecnol. Lett. 2005, 27, 23-26.
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5.2 Estereoinversao

5.2.1 Consideragdes gerais

Diante dos resultados obtidos com o microrganismo C. albicans CCT 0776,
decidiu-se investigar melhor esse mecanismo de estereoinversdo visando a
obtencdo de Aalcoois secundarios com aplicacdo industrial na forma
enantiomericamente pura.

Alcoois secundarios quirais sdo intermediarios sintéticos amplamente
empregados em setores industriais, como industrias farmacéuticas, agroquimicas,
aromas e fragrancias *.

Os métodos mais empregados na obtengao de alcoois enantiomericamente
puros partem da reducao assimétrica das cetonas correspondentes, por reagentes
quimicos ou biocataliticos*’, ou aplicam técnicas de desracemizagdo, que
fornecem um unico enantidmero a partir de misturas racémicas. Essas ultimas sao
mais vantajosas em relagdo as resolugdes enzimaticas, pois fornecem um unico
estereoisdmero do produto com rendimento tedrico de 100%**.

As técnicas de desracemizacado englobam processos que consistem na
transformagcdo de ambos os enantidmeros do substrato (A e B) em um unico
enantibmero do produto (P ou Q). Esses processos podem ser a
enantioconvergéncia que consiste na retengdo e inversdo de configuragao
(Esquema 11a), a resolugao cinética dinadmica onde o enantibmero nao reativo é
racemizado (Esquema 11b), e a estereoinversdo, onde somente um dos
enantibmeros do substrato é transformado (Esquema 11c), nesse caso o
processo € mais econdmico, pois exige a metade dos biocatalisadores

necessarios em relacdo aos processos enantioconvergentes®’.

a7 Gruber, C. C.; Lavandera, I; Faber, K.; Kroutil, W. Adv. Synth. Catal.,, 2006, 348, 1789-1805.
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Esquema 11: Desracemizacgao. a- Por enantioconvergencia onde duas enzimas com seletividade
oposta fornecem o mesmo produto. b- Por resolugdo cinética dindmica onde a racemizagéo
equilibra os enantidbmeros do substrato. c- Por estereoinversao de somente um dos enentidbmeros.

Nos ultimos anos foram relatados muitos exemplos de estereoinversao de
alcoois secundarios empregando células microbianas e células de plantas, porém
pouco é conhecido sobre o mecanismo e as enzimas envolvidas*’. O que se
conhece é que esse sistema ocorre via um sequéncia de oxidacdo e reducao
envolvendo o correspondente intermediario aquiral, o qual € frequentemente
detectado em pequenas quantidades, como foi exemplificado na sessao 5.1.

Nakamura e col.* sujeitaram o 1-d-feniletanol a estereoinversdo microbiana
e mostraram que o deutério do enantibmero reativo é trocado por hidrogénio
enquanto o enantibmero remanescente permanece deuterado, assim foi concluido
que duas enzimas devem estar envolvidas. Dessa maneira a explicagdo mais
Obvia para esse mecanismo € o envolvimento de duas desidrogenases NAD-
dependente com estereopreferéncia oposta*’.

O envolvimento de reacdes de oxidagao-reducado consecutivas faz com que

0 balango redox desse processo seja zero e que nenhuma reciclagem externa de

cofatores seja necessaria***’ (Esquema 12).
OH e (:)H
1/'\ 2 )J\ l/g\ 2
R R 1 2
ﬁ RVOR o~ RTOR
N?D NADH Cofator-H Cofator
A

1
1
1
1
D et 4 |
1
1
[}

Esquema 12: Reciclagem interna de cofatores na deracemizagéao de alcoois secundarios.

4 Nakamura, K.; Fujii, M.; Ida, Y. Tetrahedron: Asymmetry 2001, 12, 3147-3153.
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Dessa maneira, o (+)-4-fenilmetoxi-1,2-butanodiol (32) foi escolhido como
substrato de interesse por ser um diol vicinal terminal, assemelhando-se assim ao
1,2-octanodiol que ja havia sido estudado, e principalmente, por ser derivado do
1,2,4-butanotriol (33), o qual apresenta uma gama de aplicagdes na forma
enantioméricamente pura, como bloco construtor para diversas sinteses.

A Figura 27 ilustra alguns exemplos de moléculas biologicamente ativas
que foram sintetizadas a partir do triol 33 enantiomericamente puro. Por exemplo,
a Rasfonina (34), que é um produto natural com atividade indutora de apoptose
celular, foi sintetizada a partir do (S)-33*°. Outros produtos naturais que foram
sintetizados partindo do (S)-33 como unica fonte de quiralidade séo a (+)- Azimina
(35) e (+)-Carpaina (36) que apresentam comprovada atividade antitumoral®.

Ja o produto natural (-)-Calistatina A (37) que também apresenta potente
atividade antitumoral foi sintetizado a partir do (R)-33°', assim como o &cido
lisofosfatidico (38), que é um fosfolipideo de ocorréncia natural que exibe diversas
atividades bioldgicas para uma variedade de tipos celulares®

49 Akiyama, K.; Yamamoto, S.; Fujimoto, H.; Ishibashi, M. Tetrahedron, 2005, 61, 1827-1833.
%0 Sato, T; Aoyagi, S.; Kibayashi, C. Org. Letters , 2003, 21, 3839-3842.

o1 Dias, L. C.; Meira, P. R. R. J. Org. Chem. , 2005, 70, 4762-4769.

52 Xu, Y; Qian, L; Pontsler, A. V.; Mcintyre, T. M.; Prestwich, G. Tetrahedron, 2004,60, 40-49.
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Figura 27: Compostos com comprovada atividade biolégica sintetizados a partir do 33 nas formas
enantioméricamente puras (R) ou (S).

5.2.2 Resultados e discussoes

5.2.2.1 Sintese do substrato

O substrato de interesse 32 foi sintetizado a partir do but-3-en-1-ol (39). O
alcool primario 39 foi primeiramente protegido por com benzila na presenca de
BrBn e NaH fornecendo o alceno benzilado (40), que posteriormente foi

diidroxilado na presenca de OsO4 fornecendo o diol vicinal 32 (Esquema 13)%.

OH
\/\/OH BrBn \/\/OBn 0s0y4 HO\)\/\OB
THF NMO n

39 NaH 40 acetona /H,O 32

Esquema 13: Rota sintética para obtengao do (+)-4-fenilmetoxi-1,2-butanodiol.

5.2.2.2 Reagao de biotransformagao
A reagdao com o microrganismo foi monitorada por CG-EM, porém a
determinacgao a pureza enantiomérica desse substrato ndo péde ser realizada por

metodologias diretas, pois as condigdes de analise em cromatografia a gas (CG)",
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ou cromatografia liquida (CLAE)*? de fase quiral ndo foram capazes de resolver os
enantibmeros.

Além disso, foi testado também a utilizacdo do reagente de deslocamento
quiral, tris-[heptafluoropropilhidroximetileno)-(+)-canforato de Eu Il (Eu(hfc)s), no
qual, o Eu lll poderia se comportar como um acido de Lewis, e complexar-se a
hidroxila do alcool. Esse efeito proporcionaria a variacado no deslocamento quimico
dos dois enantibmeros e permitiria a determinagdo do ee através da integracao
dos sinais referentes a cada um deles, entretanto para o substrato em questao
nao foi possivel observar essa variacdo, mas somente o alargamento dos sinais
referentes ao diol.

Dessa maneira a alternativa encontrada foi a determinagéo dos ee por RMN
de 'H através da derivatizacdo do diol resultante da reacdo com o microrganismo
com um agente de derivatizagdo quiral, como o acido (S)-metoxifenilacético ((S)-
MPA).

Num primeiro momento derivatizou-se o (+)-4-fenilmetoxi-1,2-butanodiol na
forma racémica com o (S)-MPA e verificou-se na regido o4 3,9 a 4,8 a presenca de
sinais duplicados na razdo 1:1 referentes a cada um dos enantibmeros
derivatizados (Tabela 8 e Figura 28). As atribuigdes completas dos sinais foram
feitas com auxilio de RMN de "*C, '"H e "H gCOSY, 'H e "*C HSQC.

O mesmo procedimento foi aplicado as aliquotas resultantes da reacéo do
substrato com o microrganismo C. albicans CCT 0776, e os valores de ee foram
calculados através da integracao dos sinais referentes aos prétons metinicos de
cada um dos enantidmeros (o4 4,52 e 4,58) (Tabela 9). A comparagéao entre os
sinais dos espectros das aliquotas no inicio e apos 72 h esta apresentada na
(Figura 28).

51



Tabela 8: Valores de & dos espectros de RMN 'H do 4-fenilmetoxi-1,2-butanodiol
derivatizado com (S)-MPA resultantes da reagdo com o microrganismo C. albicans

CCT 0776
Composto Razao entre os Valores de 6y
diasterisémeros® — —— —

Benzilico Metilénicos Metinicos

do (S)-

MPA

Racémico 1:1 4.10; 4,35 3,95e4,30; 4,52 e 4,58;
413e440 4,70e4,30

Aliquota 48 1:0,44 4.10; 4,35° 3,95e 4,52 e
" 4,30% 4,13 4,70% 4,58

e 4,40 e 4,30

2 os valores em negrito indicam os sinais que apresentam maior intensidade.” Razdo entre os
sinais referentes aos protons metilénicos de cada enantibmero.
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Figura 28: Expansdo do espectro de RMN'H (499,883 MHz, CDCI3) a- (+)-4-fenilmetoxi-1,2-
butanodiol derivatizado com (S)-MPA; b- aliquota apds 24 h; c- aliquota apds 48 h; d- aliquota
apos 72 h; X- pico de impureza do espectro .
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Tabela 9: Acompanhamento da reagao de estereoinversao do (+)-4-fenilmetoxi-
1,2-butanodiol pelo microrganismos C. albicans CCT 0776 por RMN'H

Tempo (h) % ee® Configuracio absoluta®
0 0 S
24 33 S
48 45 S
72 34 S

? ee=[(A-B)/(A+B)]100. b configuragdo absoluta determinada pela comparagao com os valores de 64
do padréo sintético (S)-4-fenilmetoxi-1,2-butanodiol derivatizado com o (S)-MPA.

Os resultados obtidos mostraram que apés 24 h de reacao foi observado
um ee de 33%, chegando a 45 % em 48h e caindo novamente a 34 % apos 72 h
de reacdo. Acima desse periodo o microrganismo comega a degradar o diol a
outro produto ainda nao identificado. Esses resultados indicam que esse
microrganismo € capaz de transformar seletivamente um dos enantidbmeros do (+)-
32 com ee de 45%.

Essa metodologia de derivatizagdo com o reagente de derivatizagdo quiral
(S)-MPA mostrou-se duplamente util, pois permitiu a determinagao dos valores de
ee, e a determinacao da configuragédo absoluta do diol remanescente pelos efeitos
de protecédo e desprotecdo do grupo fenila do reagente derivatizante MPA como

sera explicado a seguir.

5.2.2.3 Determinagao da configuragao absoluta

A determinacdo da configuragdo de compostos quirais por RMN 'H tem sido
amplamente aplicada como ferramenta de rotina. A principal metodologia utilizada
para essa finalidade sdao os métodos originalmente propostos por Mosher e

t°3, que sdo baseados na derivatizagdo de alcoois secundarios com os

Tros
reagentes MTPA (acido metoxitrifluorometilfenilacético) ou o MPA (acido
metoxifenilacético).

Em geral essa técnica envolve a derivatizacdo do substrato com os dois

enantibmeros do auxiliar quiral, ou do substrato racémico com um dos

5 Trost, B. M.; Belletire, J. L; Godlesk, S., McDougal, P. G.; Balkovec, J. M. J Org. Chem., 1986, 51, 2370-
2374.
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enantidmeros do auxiliar, seguido da comparagcdo dos deslocamentos quimicos
dos hidrogénios vizinhos aos centros assimétricos dos ésteres formados.
Kakisawa e colaboradores® ampliaram consideravelmente essa metodologia para
aplicagao dos deslocamentos de hidrogénios mais distantes do centro assimétrico.

O uso da RMN 'H baseia-se no efeito anisotrépico que o grupo fenila do
auxiliar quiral (MTPA ou MPA) exerce nos substituintes (L1 e L,) do substrato.
Trost e colaboradores® estabeleceram que a conformagdo mais estavel no caso
do auxiliar MPA, é aquela onde o substituinte de menor prioridade (H') esta no

mesmo plano que a carbonila e a metoxila do MPA (Figura 29).

H0
o H CH;
LGl )\ (S) oC 3 IF)
X AR 0)5/
Protecdo L; AIL/ _H _—> - =1,
/ :7 Ly

)%S)ocm
0 .____H P’bcm
LD = o

Figura 29: Conformagdes predominates para ésteres (S)-MPA dos dois enantidmeros avaliados
separadamente.

Protegdo L,

A analise do espetro de RMN de 'H do produto da reagdo revelou que os
duplos dubletos atribuidos aos protons H1 e H1’ (64 3,95 e 4,30) do isbmero mais
abundante, encontravam-se mais protegidos em relacdo aos sinais
correspondentes do isébmero minoritario (64 4,13 e 4,40). Por outro lado, os
hidrogénios benzilicos (o4 4,10 e 4,35) sofriam efeito oposto, ou seja, no isbmero

majoritario encontravam-se mais desprotegidos em relagdo ao minoritario.

54 Ohtani, I.; Kusumi, T.; Kashman, Y.; kakisawa, H. J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 4092-4096
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Tabela 10: Valores de Ad entre os substituintes majoritario e minoritario dos
ésteres (S)-MPA.

Préton ASM™*
H1 -0,18
H1’ -0,10
HS 0,24

* Os valores de Ad foram calculados pela diferenga entre o isbmero majoritario (M) € o minoritario
(m). Os valores de A3 < 0 indicam que o grupo sofreu protecdo do (S)-MPA, os sinais A5 > 0
indicam desprotegao.

Conclui-se entdo que no caso do enantibmero (S), os hidrogénios
metilénicos sofrem o efeito anisotropico de protegdo do grupo fenila do auxiliar
quiral (S)-MPA, enquanto que no caso do enantibmero (R) sdo os hidrogénios

benzilicos que sofrem esse efeito (Figura 20).

nC HQCHZ

(S)-enantiomero (R)-enantiomero

Figura 30: Modelos conformacionais para ésteres (S)-MPA do composto 4-fenilmetoxi-1,2-
butanodiol.

Dessa maneira foi possivel atribuir que o microrganismo C. albicans CCT

0776, fornece preferencialmente o enantibmero (S) (Tabela 9). Entretanto essa

metodologia pode ser problematica na determingao da configuragdo absoluta de

didis, pois os efeitos de deslocamento produzidos pelo anel aromatico do agente

auxiliar em cada uma das hidroxilas do diol, afetam ndo somente os substituintes

do carbono assimétrico, mas também os substituintes do segundo atomo de

carbono, assim os deslocamentos quimicos observados resultam na agao de
ambos os efeitos de protegcao e desprotecao.

A fim de confirmar a configuragdo absoluta atribuida com base na

metodologia acima descrita, utilizou-se o diol enantiomericamente puro (S)-4-

56



fenilmetoxi-1,2-butanodiol ((S)-32), derivatizado com o (S)-MPA para comparacéo
entre os espectros de RMN de 'H. A sintese foi realizada pela Dra. Luciana G. de
Oliveira a partir do acido L-malico (41), e apds 6 etapas forneceu o (S)-32 com

rendimento de 16 % (Esquema 14).

i BH3SM92
OH CH,COCI NaBH4 O OH
E EtOH, 15 h
: OH
R Eto)w EO
25°C, 90% i EtOH p-TsOH
25°C, 70%

(CHCOCH), o Ol(
acetona, p-TsOH = LiAlH,, THF B o)
—_— R O ﬂ_ 5 > /\/\/
25°C,63% EiO 40°C.70% 1o

OA( OH
= MeOH 5
BrBn B —_— : OH
T Na™ . A~ p-TsOH  Bpo” "
25°C, 80% BnO 25°C, 72% 32

Esquema 14: Rota sintética utilizada para obtencao do (S)-4-fenilmetoxi-1,2-butanodiol.

A comparagcdo entre os espectros do produto da reacido e do diol
enantiomericamente puro derivatizados confirmaram a configuragdo absoluta do
diol presente em maior propor¢do, mostrando a preferéncia enantiomérica pela
formacéo do (S)-4-fenilmetoxi-1,2-butanodiol pelo microrganismo C. albicans CCT
0776 (Figura 31).

Foi necessaria a realizacdo de todos esses experimentos para
determinagdo de configuragdo absoluta do produto da reacao biocatalitica, devido
ao baixo valor de rotacdo dptica relatado na literatura [0]*°p + 4,3° (¢ 2,50, CHCl3)%
para o composto (S)-32, o que dificultou a comparagédo com a rotagao optica do

produto obtido da reag¢ao de biotransformacao.

% Beuerle, T.; Engelhard, S.; Bicchi, C.; Schwab, W. J. Nat. Prod., 1999, 62, 35-40.

57



H2” (S) H5 (S)

(6]
5 7
X N ONO J 8

H2' (R) H5 (R)
H2” (R) H1’ (S)

X
H1’ (S) j H1 (R) M
.JL Jlm - J\W”J e

a.= a BEm

MJL JL/ | R ||| B

o
a.3 a.

H2’ (S)

10

[
EEm

Figura 31: Espectros de RMN de 'H (499,883 MHz, CDCI3) a- do produto da reagdo do (+)-4-
fenilmetoxi-1,2-butanodiol e C. albicans derivatizado com (S)-MPA, e b- (S)- 4-fenilmetoxi-1,2-
butanodiol derivatizado com (S)-MPA..

Assim podemos concluir que o microrganismo C. albicans € capaz de
fornecer o (S)-4-fenilmetoxi-1,2-butanodiol, com pureza enantiomerica de 45%. O
mecanismo de estereoinversao desse substrato sera melhor investigado visando a
obtencdo desse produto com maior pureza enantiomérica através de variacoes
nas condi¢gdes reacionais, e também pela utilizacdo de outros microrganismos
pertencentes a nossa colecdo, que apresentaram a capacidade de realizar

estereoinversao de alcoois secundario.
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5.3. Esterases e lipases

A triagem enzimatica de esterases e lipases permitiu selecionar alguns
microrganismos com alta atividade enzimatica, e alta seletividade referente ao
tamanho da cadeia alifatica dos ésteres testados.

Dessa maneira alguns desses microrganismos foram selecionados para
reagdes de biotransformacgao por metodologias convencionais a fim de verificar os
resultados previamente observados por HTS, e ainda determinar a
enantiosseletividade desses microrganismos frente a substratos néo-
fluorogénicos.

Para a realizagdo das reacbes de biotransformacédo selecionamos os
microrganismo Ama 19, Ama 32, C. echinulata CCT 4259, que se destacaram nos
ensaios de triagem de alto desempenho realizados neste trabalho, e também os
microrganismos Ame 8, Ame 17 e Ame 23, os quais foram triados pela Dra.
Luciana de Oliveira.

Os substratos propostos para esses ensaios foram os derivados
esterificados do alcool a-metilbenzilico (48). A sintese desses substratos foi
realizada através da redugdo da acetofenona (49) na presenga de NaBH,4
fornecendo o 4&lcool 48 com rendimento de 90%, que posteriormente foi
esterificado com os respectivos cloretos de acidos (50), (51) e (52) na presenca de
DMAP. Os ésteres (53), (54) e (55) foram obtidos com rendimentos de 75-85%
(Esquema 15).

_NaBH, DMAP A
0" 'R
“MeOH CHZCIZ
50 R=CHj 53 R1=CHjs

51 R=C,Hs 54 R,=C,Hs
52 R= C7H5 55 R3=C7H15

Esquema 15: Rotas sintéticas para obtengado dos derivados esterificados do alcool metilbenzilico.

O acompanhamento das reagdes de biotransformacao foi realizado por CG-
FID de fase quiral, e a razdo enantiomérica (E) foi obtida aplicando as equacgdes

de Sih* e colaboradores , porém os valores de conversdo empregados foram
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calculados a partir da formacao do produto, e ndo em relagao ao desaparecimento
do substrato como foi proposto por Sih e colaboradores®’, ja que o substrato

apresentou variagdes relacionadas a sua solubilidade no meio reacional.
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Figura 32: a — Cromatogramas (CG- FID) de a- 53, b- resolugdo cinética de 53 por Ame 8.
Condicdes de analise: 40-180 ° C a 15 ° C / min, onde permaneceu constante por 5 min, Tiyjetor=
220 ° C, Tyetector= 240 ° C, presséao constante de 10 psi. C oluna: Chrompack CD-Chirasil (25 m x

0,25 mm x 0,25 pum).

5 £ a1, ] ; b
)J\/ - J\/ P i

G| [ EPS G IV ) TS

S~ A

Figura 33: a — Cromatogramas (CG-FID) de a- 54, b- resolucdo cinética de 54 por Ame 8.
Condicdes de anadlise: 40-180 ° C a 15 ° C / min, onde permaneceu constante por 5 min, Tiyjetor=
220 ° C, Tgetector= 240 ° C, pressao constante de 10 psi. Coluna: Chrompack CD-Chirasil (25 m x

0,25 mm x 0,25 um).
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Figura 34: a — Cromatogramas (CG-FID) de a- 54, b- resolucdo cinética de 55 por Ame 8.
Condigdes de analise: 40-180 ° C a 15 ° C / min, onde permaneceu constante por 5 min, Tinjetor=
220 ° C, Tgetector= 240 ° C, pressao constante de 10 psi. Coluna: Chrompack CD-Chirasil (25 m x
0,25 mm x 0,25 um).
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Os resultados obtidos (Tabela 11) permitiram confirmar a atividade
enzimatica observada por HTS, pois todos os microrganismos testados foram
capazes de formar o alcool 48, que é o produto da hidrdlise dos ésteres 53, 54 e
55.

Observou-se também que os microrganismos selecionados hidrolisaram
também oleatos (55), porém com velocidades muito baixas, concordando com os
experimentos de triagem de alto desempenho, onde observou-se valores de
intensidade de fluorescéncia muito baixo para a sonda 24, que € composta por
oleatos (Tabela 11).

Além disso, esses experimentos permitiram confirmar a seletividade do
substrato observada por HTS, através das diferengas significativas da velocidade
de hidrdlise relacionadas a variagdo do tamanho da cadeia alifatica dos ésteres

testados.

Tabela 11: Comparacao da seletividade do substrato observada nos experimentos
de HTS com os experimentos realizados por metodologias convencionais

Microrganismos Intensidade de Atc =507 (h)®
fluorescéncia (HTS)?
22 23 24 53 54 55
CCT 4259 108 1601 2 2,0 1,5 10
Ama 19 1923 56 2 4,0 14 >24
Ama 32 530 1957 - 2,0 1,5 >24
Ame 8° 111 1331 2 2,0 0,75 >10

2 medidas de intensidade de fluorecéncia obtidas nos experimanto de HTS. ° Intervalo de tempo
para conversao de 50 % dos substratos ndo fluorogénicos utilizando-se 2,0 g de células em 50 mL
de solugdo tampao fosfato pH 7,0 e 20 mg de substrato.® Ame sigla referente aos microrganismos
isolados do solo de lIhéus, que foram triados pela Dra. Luciana G. de Oliveira.

Um exemplo € o microrganismo Ama 19, que apresentou uma diminuigéo
da atividade hidrolitica com o aumento da cadeia alifatica presente nos substratos
(acetila > propanoila > octanoila) nos experimentos de HTS, e manteve a mesma
prioridade frente aos substratos nao-fluorogénicos. Isso pode ser visualizado pelo
fato de ter sido capaz de converter 50% do substrato acetilado 53 ao respectivo
alcool com cerca de 4,0 h de reacdo, enquanto a hidrélise dos outros ésteres

(propionatos 54 e oleatos 55) ocorreu mais lentamente (Tabela 11).
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Um comportamento semelhante foi observado para os microrganismos C.
echinulata CCT 4259, Ama 32 e Ame 8, que hidrolisaram preferencialmente
propionatos nos experimentos de HTS, mas apresentaram valores significativos na
hidrolise de acetatos, afinal eles foram capazes de hidrolisar 50% do éster
propionilado (54) e do éster acetilado (53) com velocidades semelhantes, porém
hidrolisaram preferencialmente os propionatos (Tabela 11).

As reacdes de biotransformacao forneceram também dados a respeito da
enantiosseletividade (E) desses microrganismos frente aos ésteres testados,
esses resultados estdo resumidos nas Tabela 12 e Tabela 13.

Dentre os microrganismos avaliados pela hidrolise de acetatos, Ame 8, Ame
17 e Ame 23 foram os que mais se destacaram pelos excelentes valores de E (E >

30) em relagdo ao substrato 53 (Tabela 12).

Tabela 12: Reacgdes de hidrdlise do substrato acetilado 53, pelos microrganismos
selecionados previamente nos ensaios de HTS

Microrganismos %conversdo® %ees° % ee,"  Esubstrato ©  Eproduto °

CCT 4259 56 69 61 7 9
Ama 19 50 36 26 6 3
Ama 32 30 15 9 2 1
Ame 8 54 99 53 60 8
Ame 17 32 43 90 34 29
Ame 23 55 99 58 49 8

? determinada pela razdo entre a area do produto formado e a area do padréo interno (ver sesséo
7.2). ® excesso enantiomerico ee=((A-B)/(A+B))100. ° razdo enantiomérica do substrato E= In[(1-
c)(1-ee))In[(1-c)(1+ee)]. 4 razd0 enantiomérica do produto E=In[1-c(1+ee)]/In[1-c(1-ee)].

Em relacdo a hidrélise de propionatos 54, os maiores valores de
enantiosseletividade em relagdo ao substrato foram encontrados novamente com
0 microrganismo Ame 8 (E=51) e com o microrganismo Ama 19, o qual apresentou
E=96 que é bastante significativo (Tabela 13). Por outro lado, os microrganismos
Ama 32 e C. echinulata CCT 4259 apresentaram baixa enantiosseletividade
(E<10) em relagao aos trés substratos testados. No caso do substrato 55, os
valores de enantiosseletividade ndo foram calculados devido a sua baixa

velocidade de hidroélise.
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Tabela 13: Reagdes de hidrolise do substrato propionilado 54, pelos
microrganismos selecionados previamente nos ensaios de HTS

Microrganismos %conversdo® %ees” % ee," Esubstrato ©  Eproduto °

CCT 4259 52 0,5 0,5 4 5
Ama 19 48 87 38 96 3
Ama 32 48 10 0 2 1

Ame 8 50 89 46 51 4

Determinada pela raz&o entre a area do produto formado e a area do padrdo interno. ° excesso
enantiomerico ee=((A-B)/(A+B))100. “Razdo enantiomérica do substrato E= In[(1-c)(1-ee)//In[(1-
c)(1+ee)]. ¢ Razdo enantiomérica do produto E=In[1-c(1+ee)}/In[1-c(1-e€)].

E importante ressaltar que com excecdo do microrganismo Ame 17, os
valores de E em relacdo ao produto formado foram muito baixos para todos os
microrganismos testados, inclusive aqueles que apresentaram elevada
enantiosseletividade em relagdo ao substrato ( Tabela 12 e Tabela 13).

Esse comportamento pode ser explicado pela presenga de outras enzimas
que atuam sobre o alcool formado (Esquema 16) , afinal em alguns casos foi

possivel observar a acetofenona 49, que é produto da oxidagéo do 48.

OH
desidrogenase
0] ks
O)J\ R k1 \} O
hidrolase H 49
_ ky
o (948 4~
53 R =CHj; k.4
54 R = C,H;
55R= C7H15

Esquema 16: Resolugdo dos ésteres 53, 54 e 55 e posterior oxidagdo do alcool 48 formado
preferencialmente.

Num primeiro momento, se considerarmos ki>>k,, temos a formacéao
preferencial do (R)-48 com alto valor de ee. Porém, se hum segundo momento
houver a atuacdo de outras enzimas capazes de realizar estereoinversédo do (R)-

48°°°7 (ks>>k 3, k4>>ks € ks>>k3), ou simplesmente a oxidagdo preferencial de

%6 Comasseto, J. V.; Andrade, L. H.; Omori, A. T.; Assis, L. F.; Porto, A. L. M. J. Mol. Catal. Enz. B 2004, 29,
55-61.

5 Andrade, L. H.; Keppler, A. F.; Schoenlein-Crusius, |. H.; Porto, A. L. M.; Comasseto, J. V. J. Mol. Catal.
Enz. B 2004, 31, 129-135.
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(R)-48 (ks>>k.3, ka>>k4 € ks>>ks), 0 valor ee do alcool seria baixo, justificando
assim o baixo valor de enatiosseletividade observado em relagcdo ao produto
(Esquema 16).

Entretanto, para determinacdo exata desse mecanismo teriamos que
acompanhar por mais tempo a reacao, o que nao foi foco dessa parte do trabalho.
Esse fato poderia ser contornado se ao invés das células integras, fossem
utilizados os extratos enzimaticos, onde teriamos a atuacdo somente de
hidrolases, enquanto as oxidoredutases estariam inativas.

A configuragédo absoluta desses compostos foi determinada por fortificagdo
do (+)-48, que é o produto de hidrolise dos ésteres testados, com o (R)-48 (Figura
35). Dessa maneira, observou-se que todos os microrganismos estudados
hidrolisaram preferencialmente o enantidmero (R), levando a formagao do alcool
com mesma configuragao.

i £

OH OH

Figura 35: : a- resolucéo entre uma amostra de (+)-feniletanol, b - e com fortificagdo com padréo
comercial de (R)-feniletanol. Condigdes de analise: 40-180 ° C a 15 ° C / min, onde permaneceu
constante por 5 min, Tigeor= 220 © C, Tgetector= 240 ° C, presséo constante de 10 psi. Coluna:
Chrompack CD-Chirasil (25 m x 0,25 mm x 0,25 um).

Essa preferéncia enantiomérica concorda com a ‘Regra de Prelog’ que é
baseada no tamanho dos grupos substituintes ligados ao estereocentro®®. Essa
regra que foi primeiramente descrita para rea¢des de redugao enzimatica, e pode
ser extendida para hidrolise enzimatica de ésteres de alcoois secundarios®,
predizendo a maior aceitacdo da enzima pelo enantibmero que possui a forma

indicada na Figura 26, assumindo que a ordem dos substituintes seja R>> R".

%8 Kazlauskas, R. J.; Weissfloch, A. N. E.; Rappaport, A. T.; Ciccia, L. A. J. Org. Chem. 1991, 56, 2656-2665.
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Figura 36: Extensdo da ‘Regra de Prelog’ indicando a hidrolise preferencial do éster com
configuracao-(R).

Dessa forma, os resultados obtidos pelas reagdes de biotransformacéao
utilizando ésteres nao-fluorogénicos permitiram confirmar a atividade enzimatica,
pois 0s microrganismos que apresentaram altos valores de intensidade de
fluorescéncia nos ensaios de HTS, promoveram a hidrélise do substrato nao-
fluorogénico, do mesmo modo, nos casos onde a intensidade de fluorescéncia foi
baixa, a hidrdlise do substrato ocorreu com velocidades muito pequenas.

Além disso, foi possivel verificar também a seletividade do substrato
observada nos ensaios de HTS e ainda selecionar alguns microrganismos, que
apresentaram altos valores de E, para estudos que possibilitem a obtencédo de

compostos enantiomericamente puros com maior valor sintético.
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6.0. Conclusoes

A utilizacdo de triagem de alto desempenho baseados em substratos
fluorogénicos para monitoramento de atividades enzimaticas em células integras
permitiu a avaliacdo de 103 microrganismos de forma simples e rapida, sendo que
cinco microrganismos destacaram-se pela presenca de epoxido-hidrolases e C.
albicans CCT 0776 foi o que mostrou melhor desempenho. Em relagdo as
esterases, 18 microganismos se destacaram para a hidrélise de ésteres de cadeia
curta enquanto para ésteres de cadeia longa os resultados foram pouco
significativos.

A implementacdo do teste em formato HTS para medida de
enantiosseletividade de epoxido-hidrolases utilizando células integras na presenga
de competidor, que é inédito na literatura, foi realizada com sucesso, pois 0s
resultados concordaram com o valor da enantiosseletividade obtido por
metodologias convencionais, e, além disso, permitiu determinar a razao
enantiomérica para os microrganismos testados, de maneira rapida e confiavel,
podendo ainda ser ampliados para caracterizacdo enzimatica de cole¢des de
microrganismos.

Os ensaios de biotransformagao realizados por metodologias convencionais
foram de grande importancia, pois possibilitaram a confirmacéo das atividades
hidroliticas e ainda a seletividade do substrato observadas nos experimentos de
triagem enzimatica.

Além disso, esses experimentos permitiram selecionar alguns
microrganismos com alta enantiosseletividade na resolugcédo cinética de ésteres
acetilados e propionilados, como Ama 19, Ame 8, Ame 17 e Ame 23.

Por meio das reagdes de biotransformacao utilizando como substrato o (+)-
1,2-epoxioctano, foi possivel, além de confirmar a atividade epoxido-hidrolase da
C. albicans CCT 0776, detectar a sua capacidade de desracemizacido por
estereoinversdo de didis vicinais.

Os ensaios de desracemizacédo por estereoinversao utilizando didis vicinais

permitiram obter, no caso do (+)-1,2-octanodiol, o enantidmero de configuragao (S)
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com pureza enantiomérica > 99 %, enquanto que no caso do (+)-4-fenilmetoxi-1,2-
butanodiol, o diol de mesma configuragdo absoluta foi obtido com pureza
enantiomeérica de 45 %.

Dessa maneira, poderdo ser conduzidos futuramente estudos visando a
obtencdo desse produto com maior pureza enantiomérica, e ainda outros
compostos como o e B-hidroxiésteres e lactonas de interesse sintético através de
variagbes nas condicbes reacionais, e também pela utilizacdo de outros
microrganismos pertencentes a nossa colegdo, que apresentaram a capacidade

de realizar estereoinversao de alcoois secundarios.
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7.0 PARTE EXPERIMENTAL

7.1. Instrumentagao

7.1.1. Métodos cromatograficos
As analises cromatograficas em camada delgada (CCD), para

monitoramento das reacbes e acompanhamento da purificagdo dos produtos,
foram realizadas empregando-se cromatofolhas de aluminio (folha padrao 20 x 20
cm), recobertas com silica gel com indicador de fluorescéncia em UVys4nm (Merck).

A revelacdo dos compostos em cromatofolhas foi feita por irradiagdo com
ldampada UVys4/365 €/0U pulverizagdo com solugdo de KMnO4 ou p-anisaldeido (p-
anisaldeido, H,SO4, AcOH e EtOH na razdo 1:2:1:100), e subsequentemente,
aquecimento a 300 ° C com pistola aquecedora.

Nas purificagbes de compostos por cromatografia “flash” em coluna, foram
utilizados silica gel 60 um (ACROS - 0,035-0,070 mm com poros de 6nm) e
solventes destilados para eluigéo.

As analises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) foram realizadas em cromatografo Agilent 6890 acoplado um
detector seletivo de massas HP 5973 operando por impacto eletronico, com
energia de ionizagédo de 70 eV, na faixa de m/z 45-500. A coluna utilizada foi uma
coluna capilar de silica fundida HP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) com 5% de
fenil-metilsiloxano. As condi¢des de analise foram com fluxo constante de He de 1
mL/min, com injetor a 220 ° C e detector a 280 ° C, e as inje¢des feitas no modo
“splitless”, com injecdo de cerca de 1 uL na concentragcdo de 1 mg / mL. A
programacao utilizada foi 50 — 290 ° C com rampa de aquecimento a 15 ° C / min,
e mantidas a 290 ° C por 10 min.

A discriminagao dos enantidmeros foi feita em cromatografo Agilent 6850 e
detector de ionizagdo de chama (FID), equipado com injetor automatico e coluna
capilar de silica fundida Chrompack®, de fase quiral Chirasil-p-ciclodextrina (25 m
x 0,25 mm x 0,25 um). As condi¢des de analise foram com fluxo constante de H,
de 1 mL/min, com injetor a 220 ° C e detector a 240 ° C, e as injegbes feitas no

modo “split”, com injecdo de cerca de 1 uL na concentragdo de 1 mg/mL. As
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rampas de aquecimento variaram, e por isso foram relatadas junto aos respectivos

experimentos.

7.1.2. Métodos espectrométricos de ressonancia magnética nuclear (RMN)
Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em espectrémetros Gemini 300P

— Varian Instruments (300,07 MHz) ou Inova 500 (499,88 MHz).Os deslocamentos
quimicos (8) foram registrados em ppm, tomando-se como padrdes de referéncia
interna tetrametilsilano 0,03% (TMS 6y 0,00) ou cloroférmio (CDCl3 oy 7,27).

Os espectros de RMN de '*C foram adquiridos em espectrometros Gemini
300P — Varian Instruments (75,45 MHz) ou Inova 500 (125,69 MHz). Os
deslocamentos quimicos (8) foram registrados em ppm, tomando-se como
padrdes de referéncia interna tetrametilsilano 0,03% (TMS &4 0,00) ou cloroférmio
(CDCl3 64 77,0).

Os espectros de RMN *C DEPT 135 ° e DEPT 90 ° foram utilizado para
determinar o tipo de carbono pela comparacdo com o espectro de RMN de *C
desacoplado, onde carbonos metilicos (CH3;) e metinicos (CH) dao sinais
positivos, metilénicos (CH;) negativos e carbonos quaternarios (Cy) séo ausentes.

Foram utilizadas em alguns casos técnicas de RMN 2D como 'H,"H COSY
e 'H,"*C HSQC.

7.1.3. Métodos espectrofotométricos de fluorescéncia
As medidas de fluorescéncia das reagdes de triagem de alto deempenho para

deteccao das atividades enzimaticas e enantiosseletividades foram realizadas em
leitor de flurescéncia Flashscan 530 Analitic Jena utilizando filtro de excitagdo com
hex= 365 nm e leitura de emissdo de fluorescéncia feita a Aem= 460 nm. As leituras
foram feitas em microplacas de polipropileno de 96 cavidades, a temperatura

ambiente (~22 ° C) durante 10 h com intervalos de leitura e agitagdo de 3,0 min.
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7.2. Calculos
Os excessos enantioméricos foram calculados com base nas areas de cada
enantibmero segundo a equagao:
A-B
A+B

ee = x 100

onde A e B corresponde a area de cada um dos enantidmeros.

Os valores de conversao foram calculados pelo método do fator de resposta
(FR). As extragdes das aliquotas retiradas das reagdes de biotransformagao foram
realizadas com acetato de etila bidestilado contendo benzofenona 0,05 mg/ mL , a
qual foi usada como padrao interno (Pl). O fator de resposta foi calculado com
base nas areas do Pl e do substrato no tempo inicial do experimento (0% de
conversao) e aplicado no acompanhamento da reagao.
ﬁ
Cpy

Asubstrato — F
Csubstrato
7.3. Reagentes e solventes

Foram utilizados reagentes e solventes grau P.A., mas sempre que
necessario, foram tratados conforme procedimentos descritos na literatura®.

As reacgdes sensiveis a umidade foram realizadas em atmosfera inerte de

Ar ou Ny, e as vidrarias previamente aquecidas a altas temperaturas.

7.4. Procedimentos gerais adotados no laboratério de biocatalise
A vidraria foi lavada, seca e acondicionada com papel para esterilizacdo em
autoclave a 121° C, 1,5 Pa por 20 min, e posterior secagem em estufa 45 ° C.
Todo o material utilizado em contato direto com os microrganismos foram
autoclavados a 121° C por 40 min antes de serem descartados ou reaproveitados.
Solugdes de alcool 70% (v/v) e solugdo de HCIO 5% (v/v) foram utilizadas
para desinfetar as bancadas de trabalho e camara de fluxo laminar, diminuindo a

contaminacao do material manipulado e do meio externo.

% pPaquette, L. A. Encyclopedia dos reagents for organic synthesis. West Sussex: John Wiley & Sons, LTDA,
1995.
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7.5. Microrganismos utilizados nas reagoes de biocatalise
Os microrganismos testados sao provenientes da Colegdo de Culturas

Tropicais (CCT, http://www.cct.org.br/), da Fundagdo André Tosello, Campinas —

SP, e ainda os microrganismos isolados do solo de varzea de Silves — AM ainda

nao identificados.

7.6. Ensaios de triagem de alto desempenho (HTS)

Os microrganismos utilizados nos ensaios de HTS foram cultivados em
“slant” contendo o meio de cultivo especifico por 24 h no caso de bactérias e
leveduras e 72 h no caso de fungos filamentosos.

ApoOs esse tempo, as células foram transferidas para Eppendorf estéril,
onde foram pesadas e suspensas em tampdo borato pH 8,8 a 20 mM, e
posteriormente diluidas a fim de obter suspensdes celulares de 1 mg/mL para
fungos filamentosos, e 0,2 mg/mL para bactérias e leveduras.

Os ensaios, e controles foram realizados em duplicatas e montados da
seguinte maneira:

e Ensaios: 10 uL das sondas 2 mM; 80 uL de BSA 5,0 mg/mL, 100 uL de
suspensao celular 0,2 mg/mL (leveduras e bactérias) ou 1,0 mg/mL
(fungos), e 10 uL de NalO4 20 mM por pogo.

e Controle positivo: 10 uL do produto a 2 mM; 80 uL de BSA 5,0 mg/mL,
100 uL de suspensao celular 0,2 mg/mL (leveduras e bactérias) ou 1,0
mg/mL (fungos), e 10 uL de NalO4 20 mM por poco.

e Controle negativo: 10 uL das sondas a 2 mM; 80uL de BSA 5,0 mg/mL,
100 uL de solugéo tampéao borato pH 8,8 e 10 uL de NalO4s 20 mM por
pOGO.

¢ Controle microbiano: 10 uL solugao tampao borato pH 8,8; 80 uL de BSA
5,0 mg/mL, 100 uL de suspensédo 0,2 mg/mL (leveduras e bactérias) ou 1,0

mg/mL (fungos), e 10 uL de NalO4 20 mM por poco.
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7.7. Teste em formato HTS para medida de enantiosseletividade
Os microrganismos foram cultivados da mesma maneira descrita no item
7.5., porém as suspensodes celulares foram preparadas em tampéo fosfato pH 7,2.
Os ensaios e controles nos experimentos sem competidor foram realizados em
duplicata para cada enantidmero e montados da seguinte maneira:
e Ensaios: 20 uL das sondas a 1 mM; 70 uL de BSA 5,7 mg/mL, 100
uL de suspenséo celular 0,2 mg/mL (leveduras e bactérias) ou 1,0
mg/mL (fungos), e 10 uL de NalO4 20 mM por pocgo.
e Controle positivo: 20 uL das sondas a 1 mM; 70 uL de BSA 5,7
mg/mL, 100 puL de suspensado celular 0,2 mg/mL (leveduras e
bactérias) ou 1,0 mg/mL (fungos), e 10 uL de NalO4 20 mM por
pOGO.
e Controle negativo: 20 pL das sondas a 1 mM; 70 uL de BSA 5,7
mg/mL, 100 uL de solugéo tampao borato pH 8,8 e 10 uL de NalO4
20 mM por pocgo.
Os experimentos com competidor também foram realizados em duplicata
para cada enantibmero e montados da seguinte maneira:
e Ensaios: 10 uL das sondas a 2 mM, 10 uL do competidor 0,2 mM,
70 uL de BSA 5,7 mg/mL, 100 pL de suspenséo celular 0,2 mg/mL
(leveduras e bactérias) ou 1,0 mg/mL (fungos), e 10 uL de NalO4 20
mM por pocgo.
e Controle positivo: 10 uL das sondas a 2 mM, 10 uL do competidor
0,2 mM, 70 uL de BSA 5,7 mg/mL, 100 uL de suspenséo celular 0,2
mg/mL (leveduras e bactérias) ou 1,0 mg/mL (fungos), e 10 uL de
NalO4 20 mM por poco.
¢ Controle negativo: 10 uL das sondas a 2 mM, 10 uL do competidor
0,2 mM, 70 puL de BSA 5,7 mg/mL, 100 uL de solugdo tampao
borato pH 8,8 € 10 uL de NalO4 20 mM por poco.
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7.8. Ensaios de biotransformagao convencionais

Os microrganismos foram primeiramente cultivados em “slant” contendo o
meio de cultivo adequado, e posteriormente transferidos para Erlenmeyer de 500
mL contendo 250 mL de meio de cultivo liquido, e incubados de 3-4 dias a 29° C
sob agitagéo (150 rpm). Apos esse periodo de crescimento, as células, no caso de
fungos foram filtradas sob vacuo em peneiras de 200 mesh, e no caso de
bactérias e leveduras foram centrifugadas a 5000 rpm por 15 min, e
posteriormente ressuspensas em tampéao fosfato (Na;HPO4/ KH,PO4, 0,1 m, pH
7,0).

Foram adicionadas 2,0 g de célula (peso umido) a cada 40 mL de tampéo
fosfato pH 7,0 em erlenmeyers de 125 mL, e 20 uL de substrato. A suspensao
resultante foi agitada em “shaker” a tempertura de 29 ° C, e monitoradas
periodicamente (a cada 20 min) tomando-se aliquotas de 1,0 mL.

As aliquotas foram extraidas com 2,0 mL de acetato de etila (2x 1,0 mL),
por centrifugagdo das células, apos saturacdo da fase aquosa com NaCl. A fase
organica superior foi retirada e seca com Na,SO,4 anidro para remogao de tragos
de agua e subsequiente analise por CG/FID. O solvente utilizado na extragao

continha benzofenona 0,05 mg/mL como padréao interno.

7.9. Preparagao de solugoes tampao

7.9.1. Solugdo tampao S¢rensen (Na;HPO,4 - KH,PO,)®°
Inicialmente preparou-se solucdo estoque de Na,HPO, dissolvendo-se

11,876 g do sal em 1,0 L de agua destilada, e solugdo estoque de KH;PO,
dissolvendo-se 9,078 g em 1,0 L de 4gua destilada. Em seguida a solugao tampao

com o pH desejado foi preparada segundo a Tabela 14.

60 Assunpgéo, R. M. V.; Morita, T. Manual de Solugées, Reagentes e solventes: Padronizagéo, Preparagéo e
Purificagdo. Sao Paulo: Edgardlucher LTDA, 1968, p. 276.
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Tabela 14: Solugdo Tamp&o S¢rensen

pH NazHPO4 KH2P04 pH NazHP04 KH2P04

(mL) (mL) (mL) (mL)
5,288 0,25 9,75 6,813 5,0 5,0
5,589 0,5 9,5 6,979 6,0 4,0
5,906 1,0 9,0 7,168 7,0 3,0
6,239 2,0 8,0 7,318 8,0 2,0
6,468 3,0 7,0 7,731 9,0 1,0
6,643 4.0 6,0 8,043 9,5 0,2

7.9.2. Solucdo tamp3ao borato®’
Inicialmente preparou-se solugao estoque de H3zBO3; 0,2 M dissolvendo-se

12,4 g acido em 1,0 L e agua destilada, e solugdo estoque de boérax 0,05 M
dissolvendo-se 19,05 g em 1,0 L e agua destilada. Em seguida a solugao tampéao
com o pH desejado foi preparada adicionando-se 50 mL da solugdo de H3BO3 a
um volume da solugao de bdérax, segundo a Tabela 15 e diluindo para um volume
total de 200 mL.

Tabela 15: Solugao Tampao acido bérico- bérax

Solugéao bérax pH Solugao bérax pH
0,05 M (mL) 0,05 M (mL)
2,0 7,6 22,5 8,7
3,1 7,8 30,0 8,8
49 8,0 42,5 8,9
7,3 8,2 59,0 9,0
11,5 8,4 83,0 9,1
17,5 8,6 115,0 9,2

Todas as solugbes tampao preparadas tiveram seus valores de pH

comprovados e ajustados em pHmetro (pH 300 M analyser).

7.10. Preparagao de solugoes

7.10.1. Solugao das sondas fluorogénicas
As sondas foram inicialmente solubilizadas em H;O : ACN (1:1) numa

concentracao de 20 mM, e posteriormente diluidas para uma concentracao de 2

" Holmes, Anat. Rec. 1943, 86, 163.
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mM. Nos experimentos de triagem da atividade enzimatica a solugao trabalho foi
de 2 mM, enquanto que nos experimentos de triagem da enantiosseletividade as
sondas foram posteriormente diluidas para 1 mM. Essas solugbes foram sempre

conservadas em geladeira.

7.10.2. Solugao de periodato de sodio
As solucdes de periodato foram sempre preparadas momentos antes do

experimento. Foram dissolvidos 4,3mg de NalOs em 1 mL de agua milli-Q

resultando em uma concentragao de 20 mM.

7.10.3. Solugao de BSA
A solucdo de BSA a 2 mg/mL utilizada nos experimentos de triagem da

atividade enzimatica foram preparadas através da diluicdo de 5 mg de BSA em 1
ml da solugdo tampéao, seguida de suave agitacdo para evitar a formagao de
espuma. No caso dos experimentos de triagem da enantiosseletividade a solugéo

de BSA a 5,7 mg/mL foi preparada.

7.11. Sintese dos compostos

7.11.1. Sintese do (t)-4-fenilmetoxi-1,2-butanodiol (32)

OH BrBn OBn 0sOy ! 3 e} 6 9
ST T ST T O 0T Ty
39 NaH 40 acetona /H,0 on 32 e

A uma suspensdo de 0,55 g (13,87 mmol) de NaH em THF seco, a 0 ° C,
foram adicionados 1,0 g (13,87 mmol) do alcool 32 em 12 mL de THF. O banho
foi removido, e a suspensao resultante foi agitada por 30 min a temperatura
ambiente. Apds esse tempo, foram adicionados 1,2 mL de brometo de benzila
(13,87 mmol) , permanecendo sob agitacao por 48 h a 25 ° C, e posteriormente
diluida com éter e transferida para um funil de extragdo contendo contendo agua e
AcOEt. As fases foram separadas e a fase aquosa foi extraida com éter etilico:

AcOEt (1:1). A fase organica combinada foi seca com MgSQ,, filtrada e
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concentrado a presséo reduzida. O alceno protegido (40) foi obtido com 95% de
rendimento MM:238 g / mol (C14H2203); Rf 0,23 (20% AcOEt/hexano)®.
Posteriormente, num baldo de fundo redondo foram adicionados 45 ml (1,00
g; 6,2 mmol) de solugdo do alceno (40) em acetona : agua (2,5:1), seguido da
adi¢cao de N-6xido de N-metilmorfolina (0,87 g; 7,4 mmol) e 0,12 mL de solugao de
0OsO4 0,2 M em t-butanol. A reagdo foi mantida sob agitagdo por 12h e
posteriormente foi lavada com solugédo saturada de NaCl (2 x 20 mL) e AcOEt, o
extrato organico combinado foi seco com Na,SO, (anidro), filtrado e concentrado
sob pressao reduzida. Apos purificagdo em coluna cromatografica de silica gel
com eluicdo em AcOEt : MeOH (9:1) forneceu o produto como um 6leo incolor
com rendimento de 80 %.
MM:196 g / mol (C11H+603)
IE/EM m/z (int. rel.): 196 (M, 0,2), 160 (2), 120 (3), 107 (38), 91 (100), 79 (10
RMN de "H (300,01 Mz, CDCls, 8tms 0,00) &: 1,70-2,00 (2H, m, H-3), 3,50 (1H,m,
H-1a); 3,60-3,70 (3H, m, H-4 e H-1b); 3,87-3,97 (1H, m, H-2); 4,55 (2H, s, H-5);
4,25-7,40 (5H, m, H-6, H-7, H-8, H-9 e H-10).
RMN de "C (75,5 MHz, CDCls, 8cpcis 77,0) &: 32,7 (CHa, C-3); 66,5 (CHy, C-4);
68,2 (CH,, C-1); 71,3 (CH, C-2); 73,3 (CH,, C-5); 127,8 (2 CH, C-7 e C-11); 128 (2
CH, C-8 e C-10); 129 (C,, C-6).

%2 Essa etapa foi realizada pelo aluno de iniciagao cientifica Célio F. F. Angolini.
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7.11.2. Preparagao do (S)-4-fenilmetoxi-1,2-butanodiol ((S)-32)%

i. BH3SM92
O OH CH,COC! (‘)‘ OH NaBH, (‘)‘ OH
I EtOH, 15 h : THF
: OEt OH
HO/WOH —>25 o C. 909 EtO/W ) _— EtO/W
41 H ’ o H ii. EtOH, p-TsOH
0 0 25°C, 70%
(CHRCOCHs), OA( Ol(
acetona, p-TsOH H 5 O LiA|H4, THF f O
RERALANG ,
- °C, 7 /v\/
25°C,63% o~ S~ S H0°CT0% yo
OA( OH
s MeOH B
BrBn H —— : OH
THF, Na™ .~ AP pTOH  Bro” >
25°C, 80% BnO 25°C, 70% .

7.11.2.1. Sintese do dietil (2S)-2-hidroxibutanodioato
0 OH Acido L-malico (2,080 g 15,5 mmol) (41) foi dissolvido em

OFEt| uma solucdo de HCI/EtOH 3% , a qual foi preparada

EO adicionando-se 0,7 mL (9,84 mmol) de cloreto de acetila a

O

14 mL (0,23 mmol) de etanol. A solugéo foi agitada
durante a noite a temperatura ambiente e entdo o solvente foi removido a pressao
reduzida. O éleo obtido foi purificado em coluna cromatografica de silica gel com
eluicdo em Hex:AcOEt (6:4) com rendimento de 90% (2,65 Q).

MM:190,25 g / mol (CgH1405), Rf 0,36 (40% AcOEt/hexano).

7.11.2.2. Sintese do etil (2S)-3,4-diidroxibutanoato

0 OH A um baldo de duas bocas equipado com um condensador

EtOMOH de refluxo foi adicionada uma solugdo de 1,50 g (7,84

mmol) do dietil éster em 17 mL de THF. A esta solugéo

foram adicionados 0,80 mL (8,33 mmol) de BH3; DMS gota a gota, a temperatura
ambiente e sob agitagdo até que cessasse a evolugao de H; (~ 40 min). O frasco
foi entdo resfriado a 10 ° C e adicionou-se 15 mg (0,39 mmol) de NaBH4 de uma
sO vez (exotérmico), sob agitagdo vigorosa. Quando a reagao exotérmica cessou,

o banho de gelo foi removido, e a reagdao mantida a temperatura ambiente. Ao

63 O substrato (S)-4-fenilmetoxi-1,2-butanodiol foi sintetizado e cedido pela Dra. Luciana G. de Oliveira, dessa maneira s6
foi possivel caracterizar o produto final.
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bruto reacional foram adicionados 6 mL de etanol, 74,3 mg (0,39 mmol) de p-
TsOH e a solugao levemente turva foi agitada por 30 min a temperatura ambiente,
sendo posteriormente concentrada a pressao reduzida. O 6leo obtido foi dissolvido
varias vezes em benzeno/etanol (1:1) e concentrado para eliminar etanol e
B(OEt); até o dleo ficar incolor. O produto obtido foi purificado em coluna
cromatografica de silica gel com eluicdo em Hex:AcOEt (6:4) com rendimento de
70% (0,75 g).

MM: 148,13 g / mol (CeH1204), Rf 0,30 (50% AcOEt/hexano)

7.11.2.3. Sintese do etil 2-[(4S)-2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-ilJacetato
l( Uma solugéo de 0,75 g (5,08mmol) do diol em 2,69 mL de
acetona, 0,705 mL (5,69 mmol) de 2,2-dimetoxipropano e

O

{©)

0

:

EtO

durante a noite a temperatura ambiente. Apos esse periodo a solucédo foi

50 mg ( 0,26 mmol) de p-TsOH foi mantida sob agitagao

neutralizada com algumas gotas de Et3N, diluida em éter etilico e filtrada em silica
gel. A solugdo final foi concentrada a pressado reduzida e purificada por
cromatografia em coluna de silica gel com eluigdo em Hex:AcOEt (7:3).

MM:188 g / mol (CgH+604); Rf 0,40 (30% AcOEt/hexano).

7.11.3.4. Sintese do etil 2-[(4S)-2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il]-1-etanol
l( A uma solugao de 393 mg (10,33 mmol) de LiAlH; em 46 mL
de THF, foi adicionada uma solugéo de 1,22 g do éster (6,49

"'lno

(@)
HO™ "\ mmol) em 12 mL de THF gota a gota sob agitagdo a -40 ° C

(banho de etilenoglicol e gelo seco). Apés 2 h o banho foi removido e a reagéo

permaneceu a temperatura ambiente sob agitagdo por 24 h. Dilui-se a mistura
reacional em 100 mL de éter etilico e 20 mL de agua, 20 mL de NaOH 16% e mais
20 mL de agua em intervalos de 2 h em banho de gelo. Apds adigdo do ultimo
volume de agua a solugéao foi mantida sob agitagcao até clarear. A

Fez-se a extragdo com éter etilico e solugdo saturada de NaCl, a fase

organica foi seca com Na,SO4 (anidro), filtrada e o solvente concentrado a
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presséo reduzida. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica
gel com eluicdo em Hex:AcOEt (1:1).
MM:146 g / mol (C7H4603); Rf 0,37 (50 % AcOEt/hexano)

7.11.2.5. Sintese do etil 2-[(4S)-2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il]-1-fenilmetoxi
l( A uma suspensao de 85 mg (2,11 mmol) de NaH em THF
O

seco, a 0 ° C, foram adicionados 258 mg (1,77 mmol) do

: 0]
B0~ " | alcool em THF. O banho foi removido, € a suspensdo

resultante foi agitada por 30 min a temperatura ambiente. Apds esse tempo, foram

adicionados 0,23 mL de brometo de benzila , permanecendo sob agitagéo por 48 h
a 25 ° C, e posteriormente diluida com éter e transferida para um funil de extragao
contendo contendo agua e AcOEt. As fases foram separadas e a fase aquosa foi
extraida com éter : AcOEt (1:1). A fase organica combinada foi seca com MgSQy,,
filtrada e concentrado a pressao reduzida. A purificagao foi feita por cromatografia
em coluna de silica gel com eluigdo em Hex:AcOEt (7:3).

MM:238 g / mol (C14H2203); Rf 0,39 (30% AcOEt/hexano)

7.11.2.6. Sintese do (S)-4-fenilmetoxi-1,2-butanodiol

OH Em uma baldo de fundo redondo foram

HO\)Z\AO S o A . adicionados o acetonideo e MeOH. A esta

solucdo adicionou-se quantidade catalitica de p-

10 TsOH permanecendo sob agitagéo p6 6h. Apos

esse tempo a solucéo foi tratada com solucdo saturada de NaHCOj3, filtrada e
seca com MgSO,. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica
gel com eluicdo em AcOEt : MeOH (9:1).

MM:196 g / mol (C11H+603); Rf 0,15 (50% AcOEt/hexano)

IE/EM m/z (int. rel.): 196 (M, 0,2), 160 (2), 120 (3), 107 (38), 91 (100), 79 (10
RMN de "H (300,01 Mz, CDCls, 8tms 0,00) &: 1,70-1,90 (2H, m, H-3), 3,50 (2H, m,
H-1); 3,60-3,70 (2H, m, H-4); 3,82-3,92 (1H, m, H-2); 4,55 (2H, s, H-5); 4,25-7,40
(5H, m, H-6, H-7, H-8, H-9 e H-10).
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RMN de "*C (75,5 MHz, CDCls, 8cpeis 77,0) &: 32,7 (CH,, C-3); 66,5 (CH,, C-4);
68,0 (CH2, C-1); 71,1 (CH, C-2); 73,2 (CHy, C-5); 127,7 (2 CH, C-7 e C-11); 128,4
(2 CH, C-8 e C-10); 129 (Co, C-6).

7.11.3. Procedimento geral para preparagdo do bis-éster (S)- MPA do 4-
fenilmetoxi-1,2-butanodiol

O acido (S)- MPA (30,31 mg; 0,128 mmol) foi adicionado a uma solugao do
diol (10 mg; 0,05 mmol) em 0,5 mL de diclorometano seco sob agitagdo e
atmosfera de argbnio. Em seguida, adicionou-se 22,15 mg (0,107 mmol) de
diciclocarbodiimida (DCC), e DMAP em quantidade catalitica. Observou-se a
formacdo de um precipitado branco, caracterizando a formacdo do complexo
DCC-uréia. Ap6s 20 h de reacado o produto foi filtrado em celite e o solvente
evaporado sob pressdo reduzida. A purificacdo do produto foi feita por

cromatografia em coluna de silica gel com eluigdo em Hex : AcOEt (6:4).

7.11.4.1. Preparagao do bis-éster (S)- MPA das aliquotas da reagao entre (t)-
4-fenilmetoxi-1,2-butanodiol e o microrganismo C. albicans CCT 0776
MM:460 g / mol (C29H3205)
RMN de 'H (499,88 Mz, CDCls,
dtvws 0,00) &: 1,58-1,64 e 1,74-
1,80 (m, 2H, H-3); 3,31, 3,35,
3,38 e 3,40 (s, 3H, OCHj3); 3,29-
> 3,43 (m, 4H, H-4); 3,95 e 4,13
1 (dd, 1H, J= 3,5Hz e J= 12Hz, H-
P 1 1a); 4,31 e 4,39 (1H, dd, J= 6,5Hz
e J= 12 Hz, H-1b); 4,11 e 4,33 (s, 2H, H-5); ); 4,51, 4,59 4,70 € 4,73 (s, 1H, H-2' ou
H-2"); 5,19-5,24 e 5,28-5,34 (m, 1H, H-2); 7,16- 7,48 (m, 15H, H aromaticos).
RMN de "*C (125,69 MHz, CDCls, 8cpeis 77,0) &: 30,5 e 30,6 (CHy, C-3); 56,8,
57,2, 57,2 e 57,3 (CH;, OCH3); 65,1, 65,2 65,3 e 65,5 (CH,, C-4 e C-1); 69,6 e
70,0 (CH, C-2); 72,8 e 73,0 (CH,, C-5); 81,9, 82,0, 82,1 e 82,4 (CH, C-2’ e C-2”);
126,9, 127,10, 127,13, 127,16, 127,2, 127,54, 127,57, 127,6, 128,0, 128,2, 128,3,
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128,5, 128,53, 128,58, 128,61, 128,66, 128,69, 128,73 (18 CH, C aromaticos);
135,9, 136,0, 136,1, 136,3 (Co, H-3" e H-3"); 137,9 e 139,7 (Co, H-6); 169,8, 170,1,
170,15 e 170,2 (Co, H-1" e H-17).

7.11.4.2. Preparagao do bis-éster (S)- MPA do (S)-4-fenilmetoxi-1,2-butanodiol

MM:460 g / mol (C29H3205)

RMN de 'H (499,88 Mz, CDCls,
dtms 0,00) 8: 1,72-1,80 (m, 2H, H-
3); 3,30 (s, 3H, OCHg); 3,35 (s,
, Odz\ﬁo 3 g 8 3H, OCHg); 3,30-3,40 (m, 2H, H-
4); 3,95 (dd, 1H, J= 3,5Hz e J=
1 - | 12Hz, H-1a); 4,20 (1H, dd, J=6,5
Hz e J= 12 Hz, H-1b); 4,34 (s, 2H, H-5); 4,52 (s, 1H, H-2’ ou H-2"); 4,70 (s, 1H, H-
2’ ou H-27); 5,29-5,34 (m, 1H, H-2); 7,20- 7,50 (m, 15H, H aromaticos).

RMN de *C (125,69 MHz, CDCls, 8cpciz 77,0) 8: 30,1 (CHa, C-3); 57,2 e 57,4 (CHs,
OCHg3); 65,3 (CH,, C-1); 65,5 (CHy, C-4); 70,1 (CH, C-2); 73,0 (CH,, C-5); 82,0 e
82,4 (CH, C-2° e C-27); 127,0, 127,1, 127,6, 127,7, 128,3, 128,5, 128,6 128,7
(8CH, C aromaticos); 136,0 e 136,2 (Co, H-4" e H-4"); 137,9 (Co, H-6); 170,2 (2 Co,
H-1" e H-1").

7.11.4. Preparacgao do feniletanol (48)

OH | Em um baldo de fundo redondo contendo uma solugdo de
acetofenona 1,063 g (8,71 mmol) em 3 mL de MeOH foram
! adicionados 335 mg de NaBH; sob agitagdo. Apos 20 min a

reacao foi tratada com solugédo saturada de NaCl e extraida com

AcOEt (2 x 15 mL). A fase organica foi seca com Na;SO,4 (anidro), filtrada e o
solvente evaporado sob pressédo reduzida. O produto foi obtido com 87% de
rendimento.

MM: 122 g / mol (CgH100).

IE/EM m/z (int. rel.): 122 (M, 34), 107 (100), 79 (90), 77 (51), 51 (14), 43 (18).
RMN de 'H (300,01 Mz, CDCls, &rvs 0,00) &: 1,45 (d, 3H, J = 6,6 Hz, H-8); 2,1 (s,
1H, OH); 4,9 (q, 1H, J = 6,6 Hz, H-7); 7,4 (m, 5H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6).
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RMN de **C (75,5 MHz, CDCls, 8cpes 77,0) &: 25,0 (CHs, C-8); 69,8 (CH, C-7);
125,3 (2 CH, C-3 e C-5); 127,0 (CH, C-4); 128,0 (2 CH, C-2 e C-6).

7.11.5. Preparacao do acetato de feniletila (53)
O A uma solugao do alcool (1,617 g; 13,2 mmol) em 25 mL de

)gk diclorometano sob agitacdo a 0 ° C, foram adicionados 1,58 g
(16,8 mmol) de cloreto de acetila e 2,58 g (21,2 mmol) de

DMAP e mantidas sob agitagdo a temperatura ambiente por 10

h. A solucdo reacional foi extraida com solucdo saturada de

NaHCO;. A fase orgéanica foi seca com Na;SO4 (anidro) e
purificada em coluna cromatografica de silica gel com eluigdo em Hex : AcOEt
(9:1). O produto foi obtido com rendimento de 85%.

MM: 164 g / mol (C1oH1202)

IE/EM m/z (int. rel.): 164 (M, 22), 122 (100), 107 (37), 105 (74), 104 (90), 77 (34),
43 (42).

RMN de "H (300,01 Mz, CDCls, 8tus 0,00) &: 1,55 (d, 3H, J = 6,6 Hz, H-8); 2,10 (s,
3H, H-10); 5,9 (q, 1H, J = 6,6 Hz, H-7); 7,4 (m, 5H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6).

RMN de *C (75,5 MHz, CDCls, 8cpeis 77,0) &: 21,3 (CHs, C-10); 22,2 (CHs, C-8);
72,3 (CH, C-7); 126 (2 CH, C-3 e C-5); 127,8 (CH, C-4); 128,5 (2 CH, C-2 e C-5);
141,67 (Co, C-1); 170,3 (Co, C-9).

7.11.6. Preparacgao do propionato de feniletila (54)
A uma solugéo do alcool (1,792 g; 14,6 mmol) em 25 mL

de diclorometano sob agitagéo a 0 ° C, foram adicionados
1,80 mL (18 mmol) de cloreto de propionila e 2,58 g (21,1

mmol) de DMAP e mantidas sob agitagcdo a temperatura

ambiente por 10 h. A solugdo reacional foi extraida com

solugédo saturada de NaHCO;. A fase organica foi seca
com Na,SO4 (anidro) e purificada em coluna cromatografica de silica gel com
eluicdo em Hex : AcOEt (5:1). O produto foi obtido com rendimento de 80%.

MM: 178 g / mol (C11H1403).

IE/EM m/z (int. rel.): 178 (M, 25), 122 (95), 105 (100), 104 (78), 77 (26), 57 (31).
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RMN de 'H (300,01 Mz, CDCls, &tus 0,00) &: 1,17 (t, 3H, J = 7,7 Hz, H-11); 1,5 (d,
3H, J = 6,7 Hz, H-8); 2,35 (g, 2H , J = 7,7 Hz, H-10); 5,9 (g, 1H, J = 6,7 Hz, H-7);
7,4 (m, 5H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6).

RMN de *C(75,5 MHz, CDCls, 8cpcis 77,0) 8: 9,06 (CH3, C-11); 22,2 (CHs, C-8);
27,8 (CHa, C-10); 72,0 (CH, C-7); 126,0 (2 CH, C-3 e C-5); 127,7 (CH, C-4); 128,4
(2 CH, C-2 e C-5); 141,8 (Co, C-1); 173,6 (Co, C-9).

7.11.7. Preparagao do octanoato de feniletila (55)
0] A uma solugdo do alcool (1,861 g; 15,25

mmol) em 25 mL de diclorometano sob
agitacdo a 0 ° C, foram adicionados 3,42
mL (22 mmol) de cloreto de octanoila e
2,68 g (22 mmol) de DMAP e mantidas sob

agitacdo a temperatura ambiente por 10 h.

A solucido reacional foi extraida com solugdo saturada de NaHCO;. A fase
organica foi seca com Na,SO,4 (anidro) e purificada em coluna cromatografica de
silica gel com eluicdo em Hex : AcOEt (95:5). O produto foi obtido com
rendimento de 79%.

MM: 248 g / mol (C1sH2402)

IE/EM m/z (int. rel.): 248 (M, 2), 143 (5 ), 122 (100), 105 (87), 57 (11)

RMN de "H: (300,01 Mz, CDCl3, 8tus 0,00) &: 0,86 (t, 3H, J = 6,0 Hz, H-16); 1,20-
1,35 (m, 8H, H-12, H-13, H-14 e H-15), 1,52 (d, J = 6,0 Hz, 3H, H-8); 1,62 (¢, 2H, J
= 6,0 Hz, H-11); 2,32 (¢, 2H, J= 6,0 Hz, H-10); 5,90 (q, 1H, J = 6,0 Hz, H-7); 7,22-
7,40 (m, 5H, H-2, H-3, H-4, H-5, H-6).

RMN de 3C (75,5 MHz, CDCls, 8cpeis 77,0) &: 13,9 (CHs, C-16), 22,2 (CHs, C-8);
22,5 (CHz, C-15), 24,9 (CHy, C-14), 28,8 (CH,, C-13); 28,9 (CH2, C-12); 31,6 (CHy,
C-11); 35,5 (CHy, C-10); 71,9 (CH, C-7); 125,9 (2 CH, C-3 e C-5); 127,7 (CH, C-4);
128,4 (2 CH, C-2 e C-5); 141,8 (Co, C-1); 173,0 (Co, C-9).
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E 1: Espectro de massas (IE, 70 e V) da 1-hidroxi-2-octanona.
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E 2: Espectro de RMN de 'H (499,88 Mz, CDCl3) do 7-(3,4-di-hidroxi-butdxi)-2H-1-
benzopiran-2-ona (CP1) derivatizado com (S)-MPA.
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E 3: Espectro de massas (IE, 70 e V) do (+)-4-fenilmetoxi-1,2-butanodiol.

E 3: Espectro de RMN de 'H (499,88 Mz, CDCls) do (+)-4-fenilmetoxi-1,2-
butanodiol
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E 4: Espectro de RMN de *C (125,69 MHz, CDCls) do (+)-4-fenilmetoxi-1,2-
butanodiol.
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E 5: Espectro de DEPT 90 e 135 ° (125,69 MHz, CDCI3) do (£)-4-fenilmetoxi-1,2-
butanodiol derivatizado com (S)-MPA.
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E 6: Espectro de RMN de 'H (499,88 Mz, CDCls) do (S)-4-fenilmetoxi-1,2-
butanodiol.
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E 7 : Espectro de RMN de C (125,69 MHz, CDCls) do (S)-4-fenilmetoxi-1,2-
butanodiol.
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E 8: Espectro de DEPT 90 e 135 ° (125,69 MHz, CDCIs) do (+)-4-fenilmetoxi-1,2-
butanodiol.
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E 9: Espectro de RMN de 'H (499,88 Mz, CDCl;) do (+)-4-fenilmetoxi-1,2-
butanodiol derivatizado com (S)-MPA.
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E 10: Espectro de RMN de ®C (125,69 MHz, CDCls) do (+)-4-fenilmetoxi-1,2-
butanodiol derivatizado com (S)-MPA.

E 11: Espectro de DEPT 90 e 135 ° (125,69 MHz, CDCl3) do (£)-4-fenilmetoxi-1,2-
butanodiol derivatizado com (S)-MPA.
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E 12: Espectro de RMN 2D (*H e "*C HSQC, CDCl3) do (+)-4-fenilmetoxi-1,2-
butanodiol derivatizado com (S)-MPA.

E 13: Espectro de RMN 2D ('"H e 'H gCOSY, 499,88 MHz, CDCls) do (+)-4-
fenilmetoxi-1,2-butanodiol derivatizado com (S)-MPA.
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E 14: Espectro de RMN de 'H (499,88 MHz, CDCls) do (S)-4-fenilmetoxi-1,2-
butanodiol derivatizado com (S)-MPA.

160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

E 15: Espectro de RMN de "*C (125,69 MHz, CDCls) do (S)-4-fenilmetoxi-1,2-
butanodiol derivatizado com (S)-MPA.
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E 16: Espectro DEPT 90 e 135 ° (125,69 MHz, CDCIs3) do (S)-4-fenilmetoxi-1,2-
butanodiol derivatizado com (S)-MPA.
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E 17: Espectro de RMN 2D ('H e *C HSQC, CDCls) do (S)-4-fenilmetoxi-1,2-
butanodiol derivatizado com (S)-MPA.
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E 18: Espectro de massas (IE, 70 e V) do feniletanol.
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E 19: Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCls) do feniletanol.
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E 20: Espectro DEPT 90 e 135 ° (75,45 MHz, CDCI3) do feniletanol.
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E 21: Espectro de massas (IE, 70 e V) do acetato de feniletila.



E 22: Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCls) do acetato de feniletila.
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E 23: Espectro de RMN de "*C (75,45 MHz, CDCls) do acetato de feniletila.
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E 24: Espectro DEPT 90 e 135 ° (75,45 MHz, CDCI3) do acetato de feniletila.
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E 25: Espectro de massas (IE, 70 e V) do propionato de feniletila.
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E 26: Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCls) do propionato de feniletila.

E 27: Espectro de RMN de "*C (75,45 MHz, CDCls) do propionato de feniletila.
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E 28: Espectro DEPT 90 e 135 ° (75,45 MHz, CDCI3) do propionato de feniletila.
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E 29: Espectro de massas (IE, 70 e V) do octanoato de feniletila.
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E 30: Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCls) do octanoato de feniletila.
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E 31: Espectro de RMN de "*C (75,45 MHz, CDCls) do octanoato de feniletila.
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E 32: Espectro DEPT 90 e 135 ° (75,45 MHz, CDCl3) do octanoato de feniletila.

E 33: Espectro de RMN de 'H (499,88 Mz, CDCls) do (+)-4-fenilmetoxi-1,2-
butanodiol na presenca de (Eu (hfc)s) na razéo de diol: Eu Il (0,5:1).
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E 34: Espectro de RMN de 'H (499,88 Mz, CDCl;) do (+)-4-fenilmetoxi-1,2-
butanodiol na presenca de (Eu (hfc)s) na raz&do de diol: Eu Il (1:1).
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