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RESUMO

Reacdes de oxidacdo e hidrélise por Microrganismos nos métodos de Biocatalise
e de Biorremediacao

Luiz Antonio Mendonga Alves da Costa
Orientadora : Profa. Dra. Anita Jocelyne Marsaioli

Palavras-chave: biorremediacéo, Actinomicetos, fungos, sulfoxido, sulfinato e alachior.

O presente trabaiho foi dividido em dois projetos: a avaliagao do potencial
biocatalitico de microrganismos isolados da abelha Trigonna sp e o estudo de
biorremediagdo de ambiente contaminado por Alachior®.

A atividade catalitica de oxidacdo de sulfeto e a hidrolise de éster sulfinico
de 12 linhagens de fungos foi avaliada durante a primeira parte deste trabalho,
dentre dentre das quais, 8 linhagens foram isoladas do corpo da abelha Trigonna
sp em trabalhos anteriores do nosso grupo. Os melhores microrganismos na
oxidagdo enantiosseletiva do etil fenil sulfeto foram os Fungo CCT 5553 e
Cladosporium sp. CBMAI 0210 que produziram o (S)-etil-fenil-sulféxido (ee > 99%)
e (R)-etil-fenil-sulfoxido (ee 97%), respectivamente. O (S)-etil-fenil-sulféxido (ee >
92%) foi aplicado na sintese da S-(+)-4-metil-3-heptanona, feroménio de alarme
da formiga do género Atta, mas uma racemizacado durante a eliminagéo do grupo
sulfinila impossibilitou a sintese total.

Para a resolugdo enzimatica de (+)-benzenossulfinato de cicloexila foi
selecionado os fungos Penicillium sp. CBMAI 0208 e Aspergillus ochraceus
CBMAI 0211 ambos fornecendo os produtos com excessos enantioméricos > 99
%.

Na segunda etapa, avaliou-se a capacidade de degradacédo do pesticida
Alachlor® de 6 linhagens de bactérias (Strepiomyces sp.) e as estruturas dos
produtos de degradacdo foram sugeridas baseados em seus padroes de
fragmentagdo. Entre esses 8-etil-guinolina e N-metil-8-etil-indol nunca foram

citados nos estudos de biodegradacdo do Alachior®.
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ABSTRACT

Reaction of oxidation and Hydrolysis for Microorganisms in methods of Biocatalysis
and Bioremediation

Luiz Antonio Mendonca Alves da Costa
Adviser : Profa. Dra. Anita Jocelyne Marsaioli

Key words: bioremediation, Actinomycetes, fungi, sulfoxide, sulfinate and alachlor.

The work presented in this thesis is divided into two projects: the
evaluation of the biocatalytic potential of microorganisms isolated from Trigonna
bee and those deposited in two brazilian collections and bioremediation of Alachlor
contaminated soil.

The sulfide oxidation and sulfinic esters hydrolysis catalytic activity was
screened using 12 different fungi strains, 8 of which were previously isolated from
a Trigonna sp. bee. The best microorganisms for the enantioselective oxidation of
ethyl phenyl sulfide were Fungus CCT 5553 and Cladosporium sp. CBMAI 0210
which produced (R)-ethyl phenyl sulfoxide (ee 97%) and (S)- ethyl phenyl sulfoxide
(ee > 99%) respectively. The chiral (S)- ethyl phenyl suifoxide which was applied in
the synthesis of S-(+)-4-methyl-3-heptanone, ant alarm pheromone (genus Atta),
of but racemization during sulfinyl group elimination step preciuded the total
asymmetric synthesis.

For the enzymatic resolution of the cyclohexyl (+)-benzenosulfinate we
have selected Penicillium sp. CBMAI 0208 and Aspergillus ochraceus CBMAI 0211
both with the capacity of resoiving the sulfinate in over 99 enantiomeric excess.

In the second part, the Alachior® degradation potential of 6 bacterium
strains (Streptomyces sp.) was evaluated and the structures of biodegradation
products were suggested based on their mass fragmentation patterns. Among
these 8-ethyl-quinoline and N-methyl-8-ethyl-indole have never been mentioned as

Alachlor biodegradation products before.
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Cromatogramas (GC-FID) equipado com coluna capilar quiral
(2,6-dimetil-3-pentil)-p-ciclodextrina (25 m x 0,25 mm x 0, 25 um),
detector 220 °C, injetor 200 °C, gas de arraste (Hz ,10 psi) do
padrao do a) etil-fenil-sulfeto 105, b) etil-fenil-sulfoxido 106 e c)
etil-fenil-sulfona 107........ccooi v
Cromatogramas (GC-FID) obtidos pela reacdo enzimatica com
células em repouso de fungos. a) Penicillium sp. CBMAI 0208
com 24 hs e b) Penicillium sp. CBMAI 0208 com 48 hs..................
Cromatogramas (GC-FID) obtidos pela reacdo enzimatica com
células em repouso de fungos. a) Fungo CCT 5553 com 24 hs, b)
Fungo CCT 5553 com 48 hs, ¢) Fungo CCT 5553 com 72 hs, d)
Fungo CCT 5553 com 96 hs, e) Cladosporium sp. CBAMAI 0210
com 24 hs, f) Cladosporium sp. CBAMAI 0210 com 48 hs, g)
Cladosporium sp. CBAMAI 0210 com 72 hs e h) Cladosporium sp.
CBAMAI 0210 COM 96 NS...oeeiiiiceree et cnee st
Cromatogramas (GC-FID) obtidos pela reagdo enzimatica com
células em repouso de fungos. a) Aspergillus sp. CBMAI 0207
com 24 hs, b) Aspergillus sp. CBMAI 0207 com 48 hs, c)
Aspergillus sp. CBMAI 0207 com 72 hs e d) Aspergillus sp.
CBMAIL 0207 ...t eeeer e e e enmee s e e e e snane e ra e ae s ar e e e
Cromatogramas (GC-FID) obtidos pela reagédo enzimatica com
células em repouso de fungos. a) G. candidum CCT 1205 com 24
hs, b) G. candidum CCT 1205 com 72 hs, ¢) G. candidum CCT
1205 com 96 hs, d) A. niger CCT 1435 com 24 hs, e) A. niger
CCT 1435 com 48 hs, f) A. niger CCT 1435 com 72 hs e g) A.
niger CCT 1435 com 96 hS.......cooiviiiiiiiieee e
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Cromatogramas (GC-FID) obtidos pela reacdo enzimatica com
células em repouso de fungos. a) R. oryzae CCT 4964 com 24 hs,
b) R. oryzae CCT 4964 com 48 hs, ¢) R. oryzae CCT 4964 com
72 hs, d) Trichoderma sp. CCT 5551 com 24 hs, e) Trichoderma
sp. CCT 5551 com 48 hs, f) Trichoderma sp. CCT 5551 com 72
hs e g) Trichoderma sp. CCT 6551 com 96 hs.........cccoevviniiiniennn.
Cromatogramas (GC-FID) obtidos pela reacdo enzimatica com
células em repouso de fungos. a) Nodulisporium sp. CCT 5552
com 24 hs, b) Nodulisporium sp. CCT 5552 com 48 hs, c)
Nodulisporium sp. CCT 5552 com 72 hs, d) Nodulisporium sp.
CCT 5552 com 96 hs, e) Fungo de abelha CBMAI 0209 com 48
hs, f) Trichoderma sp. CCT 5551 com 72 hs, g) Penicillium sp.
CBMAI 0209 com 96 hs e h) Penicillium sp. CBMAI 0209 com 96

Cromatogramas (GC-FID) obtidos pela reacdo enzimatica com
células em repouso de fungos. a) A. ochraceus CBMAI 0211 com
24 hs, b) A. ochraceus CBMAI 0211 com 48 hs e ¢) A. ochraceus
CBMAI 0211 COmM 96 NS....eneiiiiieieicirccecee e
Cromatograma de ion totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida HP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), da
reacao de dessulfurizacado do composto (+)-147a...........................
Cromatograma de ion totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar quiral Chrompack CD-chirasil (25 m x 0,256 mm x 0, 25
um), detector 280 °C, injetor 150 °C, gas de arraste (He ,10 psi)
obtido da reacédo de dessulfurizacdo do composto (+)-147a............
Cromatograma (GC-FID) obtido pela reacdo enzimatica em
escala analitica com células em repouso de Cladosporium sp.
CBMAI 0210 com 96hs de reagao............cccceeveeiiciinnieinicneeeeeneeeenns
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c12

c13

C14

C15

C 16

c17

Cromatograma de ion totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida HP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um), da
reacédo de dessulfurizacao do composto147 enriquecido................

Cromatograma de fon totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar quiral Chrompack CD-chirasil (26 m x 0,25 mm x 0, 25
um), detector 280 °C, injetor 150 °C, gas de arraste (He ,10 psi)
obtido da reacdo de dessulfurizagdo do composto 147
ENTIQUECHAOD. ...t eeeeeiereccee et e
Cromatogramas (GC-FID) equipado com coluna capilar quiral
(2,6-dimetil-3-pentil)-S-ciclodextrina (256 m x 0,25 mm x 0, 25 um),
detector 220 °C, injetor 200 °C, gas de arraste (H2 ,10 psi) do
padrdo do a) benzenossulfinato de metila 159 e b)
benzenossduifinato de cicloexila 158.

Cromatogramas (GC-FID) obtidos pela reagdo enzimatica com
células em repouso de fungos. a) G. candidum CCT 1205, b) A.
niger CCT 1435, ¢) R. oryzae CCT 4964, d) Trichoderma sp. CCT
5551, e) Nodulisporium sp. CCT 5552, f) Fungo CCT 5553, g)
Aspergillus sp. CBMAI 0207, h) Fungo CBMAI 0205, i) Penicillium
sp. CBMAI 0208, j) Penicillium sp. CBMAI 0209, 1) A. terreus CCT
3320 e m) A. ochraceus CBMAI 0211 ...,
Cromatogramas (GC-FID) obtidos pela reacdo enzimatica com
células em repouso de A. terreus CCT 3320. a) 3 horas (pH =
7,0), b) 6 horas (pH = 7,0), ¢) 9 horas (pH = 7,0), d) 12 horas (pH
= 7,0), e) 24 horas (pH = 7,0) e f) 3 horas (pH = 7,2), g) 6 horas
(pH = 7,2), h) 9 horas (pH = 7,2), i) 12 horas (pH = 7,2) e j) 24
ROFas (PH = 7,2) e
Cromatograma (GC-FID) obtido pela reagdo enzimatica em
escala analitica com células em repouso de A. terreus CCT 3320
com 12hsdereac@oem pH = 7,0,
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c18

c19
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Cc21

C 22

c2a3

C24

C25

Cromatograma (GC-FID) obtido péla reacao com Grignard na
obtencao do etil-fenil-sulfoxido 106.............ccooeii
a) alachlor comercial dissolvido em CH,Cl; b) extrato CH:Cl. da
solugéo aquosa de alachlor comercial (125 pl. (1R YU

a) Fracdo 1 de CH,Cl, em silica-gel b) Fragéo 2 de CH;Cl; em
SICA-GEI. eee e
CIT do teste de extracdo por C-18 da biotransformacgédo do
alachior por pela linhagem LS 182.........coooiiiiiiii
Cromatogramas de ions totais (representativos) de a: Alachior
comercial dissolvido em CH,Cl, b: controle do alachlor hidrolisado
¢: Produtos da biotransformacdo da amostra 1 pelas linhagens de
Streptomyces. Os nUmeros de picos s&o relacionados aos
derivados do alachlor relacionados nas Figuras 21 e 23.
Condigdes cromatograficas: coluna capilar de silica fundida DB-5
(30 m x 025 mm x 0.25 um), energia de ionizagdo 70 eV,
detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de arraste (He, 10 psi).............
Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm),
energia de ionizagdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas
de arraste (He,10 psi) da amostra controle CAH A7........................
Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm),
energia de ionizagdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas
de arraste (He,10 psi) da amostra controle CAH A8.
Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm),
energia de ionizagéo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas
de arraste (He,10 psi) da amostra controle CAH B2........................
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C 26

c27

C28

Cc29
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C 31

C 32

Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm),
energia de ionizagio 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas
de arraste (He,10 psi) da amostra controle CAHB6........................
Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm),
energia de ionizagao 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas
de arraste (He,10 psi) da amostra AHLS143A...........cocooi i
Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.256 mm x 0.25 pm),
energia de ionizagdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas
de arraste (He,10 psi) da amostra AHLS143B...........ccooii
Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm),
energia de ionizagdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas
de arraste (He,10 psi) da amostra AHLS151A ...
Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm),
energia de ionizagdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas
de arraste (He,10 psi) da amostra AHLS151B..........coin
Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm),
energia de ionizagdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas
de arraste (He,10 psi) da amostra AHLS153A........cccoiiiiiiiins
Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm),
energia de ionizagdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas
de arraste (He,10 psi) da amostra AHLS153B..........ccoooiiiiiine

pagina

172

172

172

173

173

173

XXXV



C33

C34

C35

C 36

Cc37

C38

Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 um),
energia de ionizagio 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas
de arraste (He,10 psi) da amostra AHLS166A.............ccoooiiiis
Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm),
energia de ionizagao 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas
de arraste (He,10 psi) da amostra AHLS166B...............c...cocces
Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm),
energia de ionizagao 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas
de arraste (He,10 psi) da amostra AHLS177A. ...
Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 um),
energia de ionizacao 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas
de arraste (He,10 psi) da amostra AHLS177B..........cccooccneiiene
Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 um),
energia de ionizagao 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas
de arraste (He,10 psi) da amostra AHLS182A............cccccoriiiiis
Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 pm),
energia de ionizagéo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas
de arraste (He,10 psi) da amostra AHLS182B.................ciiis
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C 39

C 40

C 41

C 42

Cc43

Cromatogramas de ions totais (representativos) de a: controle do
alachlor b: Produtos de biotransformagdo da amostra 2 pela
linhagem Ls182. Os numeros de picos s&@o relacionados aos
derivados do alachlor relacionados nas Figuras 21 e 23.
Condigdes cromatograficas: coluna capilar de silica fundida DB-5
(30 m x 025 mm x 0.25 pm), energia de ionizagdo 70 eV,
detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de arraste (He,10 psi).............
Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 um),
energia de ionizaco 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas
de arraste (He,10 psi) da amostra CA_1.....ccooiiiiiiiiiis
Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 um),
energia de ionizagao 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas
de arraste (He,10 psi) da amostra CB_1........ccoviiiiiiiiins
Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.25 mm X 0.25 pm),
energia de ionizacdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas
de arraste (He,10 psi) da amostra ALS182A...........ccociiiiiinnnnn

Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.25 mm X 0.25 um),
energia de ionizagdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas
de arraste (He,10 psi) da amostra ALS182B............ccooiiiiininnn
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Abreviaturas, Siglas e Simbolos

RMN
RMN de 'H
RMN de "°C
DEPT
MHz

J

8

CDCl,
CcCT
CBMAI

IFO
PBT
CAH
CA
DEA

ty

cromatografia gasosa

espectrometria de massas

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

indice de retencéo

indice de Kovats

"flame ionization detector”
elétrons-volt

Hertz

impacto eletrénico

razao entre a massa e o fragmento e sua respectiva carga

elétrica

ion molecular

ressonancia magnética nuclear

ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
ressonancia magnética nuclear de carbono treze
"Distortionless Enhancement by Polarization Transfer"
megahertz

constante de acoplamento

deslocamento quimico em partes por milhdo
cloroférmio deuterado

Colecéo de Culturas Tropicais

Colecdo Brasileira de Microrganismos do Ambiente e da
Industria

Institute for Fermentation of Osaka

Produtos de biotransformagao

Amostra controle do alachlor hidrolisado.

Amostra do alachlor

Dietilanilina

Meia-vida
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AHLS143

AHLS151

AHLS153

AHLS166

AHLS177

AHLS182

ALS182
EC
iUBMB
MOs
DOs
rRNA
NAD
NADP
FMN
FAD
ATP

Ph
AMCPB
LDA
DMF
DMSO
ee

CcCD

Amostra do alachlor e seus produtos de hidrélise submetida a
linhagem LS 143

Amostra do alachlor e seus produtos de hidrolise submetida a
linhagem LS 151

Amostra do alachior e seus produtos de hidrolise submetida a
linhagem LS 153

Amostra do alachlor e seus produtos de hidrolise submetida a
linhagem LS 166

Amostra do alachlor e seus produtos de hidrélise submetida a
linhagem LS 177

Amostra do alachlor e seus produtos de hidrélise submetida a
linhagem LS 182

Amostra do alachlor submetida a linhagem LS 182

"Enzyme Nomenclature”

"International Union of Biochemistry and Molecular Biology"
monooxigenases

Dioxigenases

acido ribonucléico ribossomal

dinucleotideo de nicotinamida e adenina

dinucleotideo de nicotinamida e adenina fosforilado
mononucleotideo de flavina

dinucleotideo de flavina e adenina

trifosfato de adenosina

Fenil

acido m-cloro-perbenzoico

diisopropilamideto de litio

N,N-dimetilformamida

Dimetilsulféxido

excesso enantiomeérico

cromatografia em camada delgada
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01.INTRODUCAO GERAL

Os microrganismos existem ha mais de 3 bilhdes de anos, superando
qualquer outra forma de vida e sdo encontrados em praticamente todos os lugares
da natureza, desde as camadas superiores da atmosfera até nos sedimentos do
fundo do mar. Eles estdo presentes nos alimentos que ingerimos como também no
nosso préprio organismo.

Entretanto, devido a visdo humana ndo perceber objetos com diametro
inferior a cerca de 0,1 milimetros, os menores organismos, aqueles constituidos
de uma unica célula, os organismos unicelulares, sdo invisiveis aos olhos
humanos. Por essa razdo, a propria existéncia dos microrganismos sé foi
reconhecida quando, do progresso cientifico, resuitou a invencdo do microscépio,
instrumento o6tico que serve para ampliar objetos proximos tao pequenos que nao
podem ser vistos nitidamente pelo olho “desarmado’, seja qual for a proximidade
em que sejam colocados.

O descobridor do mundo dos organismos microscopicos foi um holandés,
Antony van Leeuwenhoek (1632-1723)', que combinava uma rara destreza na
construcdo de microscopios simples a uma também rara habilidade como
observador e intérprete cientifico. Apds haver revelado aos olhos humanos o vasto
mundo das criaturas microscopicas existentes na agua e em extratos organicos os
cientistas comecaram a indagar sobre a origem dessas formas de vida criando
duas linhas de pensamento. Alguns acreditavam que 0s microrganismos se
formam espontaneamente a partir da matéria ndo viva presente em infusbes,
enquanto outros acreditavam em “sementes” ou “germes” destas criaturas
microscopicas sempre presentes no ar, de onde ganham acesso as infusoes € ali
crescem. Aristoteles (384 a.c.), filosofo grego que escreveu extensamente sobre
histéria natural, foi um dos primeiros adeptos da geracdo espontdnea ou
abiogénese.?

' Dubowsky, N. American Biology Teacher. 1996, 58, 242.
% Wilson, G. Os Grandes Homens da Ciéncia. 4° ed, Ed. Nacional, Sfo Paulo, 1963, p.27.



Por volta de 1860, alguns cientistas comecavam a compreender que
existia uma “relacdo casual’ entre o desenvolvimento de microrganismos em
extratos orgénicos e as alteragbes quimicas causadas por essas criaturas. O
pioneiro destes estudos foi Louis Pasteur (1822-1895). ® Pasteur realizou
experimentos com extratos que permaneciam estéreis usando baldes com
gargalos longos e dobrados para baixo que impediam a ascensdo. Esse
experimento silenciou de vez por todas as criticas baseadas nos possiveis efeitos
do proprio ar como agente ativador para o desenvolvimento de vida (Figura 1).

Figura 1 - Louis Pasteur e os baldes com gargalos longos e dobrados

Microrganismo congrega grupos variados de seres vivos de dimensdes
microscopicas, que vivem na natureza como células isoladas ou em agregados
celulares, incluindo os grupos: bactérias, arqueas, fungos filamentosos e
leveduras, protozoarios e virus.

Na classificacdo atual dos seres vivos, os microrganismos estio
distribuidos nos trés dominios: Bacteria, Archea e Eucarya * (Figura 2, pag. 3). O
comprimento das linhas que separam estes trés grupos pode nos fornecer uma
idéia da “disténcia genética” entre os dominios. Pode-se observar, também, que
as bactérias sao microrganismos procariéticos enquanto que os fungos séo

eucarioticos.

3 Schwartz; M. J. Appl. Microbiol. 2001, 91, 597.
 Olsen, G. J. and Woese, C. R. FASER J. 1993, 7, 113.
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Figura 2 — Representacao filogenética derivada da andlise de sequéncias do 4cido ribonuciéico
ribossomal (rRNA).*

As bactérias se apresentam nas mais diversas formas de vida da Terra e
sdo agrupadas em mais de 1 milhdo de espécies.’ Somente uma fracio destas
espécies foi identificada e uma parte desta fragdo estudada ou incluida em
colecdes de culturas. Por uma estimativa, somente 1-10% das espécies de
bactérias foram identificadas, nos deixando com uma vasta porcdo da biota
desconhecida e, portanto, ndo estudadas. A grande diversidade das bactérias
tornam estes organismos uma fonte inexoravel de informagoes genéticas a serem
exploradas fornecendo informacdes sobre o processo da vida e a evolugéo.

As bactérias sdo o mais numeroso grupo de microrganismos do solo, mas
devido a seu pequeno tamanho, 1-10um, ocupa menos da metade do total da
biomassa do solo. Possuem metabolismo diversificado e usam diferentes fontes
de carbono e energia. Elas sédo tradicionalmente classificadas pelas suas
principais fontes de carbono e energia: fototréficas, quimiotréficas, autotréficas e
guimiolitotroficas.

As bactérias da ordem Actinomycetales sdo chamadas genericamente de

actinomicetos e estdo presentes principalmente no solo em populagdes de 108-

> Kennedy, A. C. Agriculture, Ecosystems and Environment. 1999, 74, 65.



10° células por grama, compreendendo mais de 30% do total da microbiota do
solo. Devido aos actinomicetos do género Actinomyces e Streptomyces possuirem
a habilidade de germinar a partir de esporos e crescer como filamentos, formando
os micélios, foram por algum tempo classificados como fungos. Os actinomicetos
sdo tipicamente aerdbios, possuem uma diversidade de metabolismos e sao
habeis no uso de diferentes fontes de carbono e energia.®

Figura 3 — Desenhos dos aspectos de Streptomyces sp.

Entre as principais caracteristicas das bactérias estdo as suas dimensoes,
forma, estrutura e arranjo. Devido ao reduzido tamanho das células bacterianas a
sua razdo superficie/volume é extremamente elevada em comparacdc aos
organismos maiores, sendo esta caracteristica responsavel pelo seu alto indice de
crescimento e metabolismo.

Os fungos sdo organismos heterotroficos, obtendo a sua alimentagéo a
partir de matéria orgénica inanimada ou nutrindo-se como parasitas de seres vivos
e séo divididos em bolores e leveduras. As leveduras sdo geraimente unicelulares,
de forma esférica, eliptica ou filamentosa. Os bolores (fungos filamentosos) séo
multicelulares (cendcitos) e formam tubos, chamados de hifas. O conjunto de hifas
recebe a denominacao de micélio. A parede das hifas é semi-rigida, e os bolores
podem apresentar trés tipos morfolégicos de hifas (Figura 4, pag. 5). E importante
salientar que os compartimentos das hifas septadas nédo sao separados por uma
membrana, embora sejam chamados de células.”

® McCarthy, A. J. and Williams, S. T. Gene. 1992, 115, 189.
7 Soares, J. B., De Casimiro, A. R. S.; Albuquerque, L. M. B. Microbiologia Bdsica. 2° ed, EUFC, Fortaleza,
1991, p.70.



Figura 4 — Morfologia da hifas (A) ndo-septadas; (B) septadas com células mononucleares;
(C) septadas com células multinucleares.

A maioria dos fungos filamentosos € estritamente aerébia e seu
crescimento €& estimulado pelo fornecimento abundante do oxigénio.
Desenvolvem-se numa ampla faixa de temperatura, com um étimo de 22 a 30 °C
para a maioria das espécies.

Os microrganismos sdo aplicados na producdo de alimentos, bebidas,
medicamentos, tratamento de agua e solo, e possuem papel importante na
biotransformacao de compostos orgénicos.

Em poucos anos a aplicacdo de microorganismos transpds os limites da
pesquisa académica para a sua aplicacdo industrial. Hoje a biotecnologia se
desenvolve de maneira impressionante, impulsionada pelos avangos na evolugao
molecular, biologia computacional, descobertas de novas fontes de enzimas,
metodologias combinatérias, engenheramentoc genético, alta capacidade de
avaliacéo (high-throughput screening) biocatalitica e otimizacdes dos processos.

A biotecnologia é aplicada na transformacéo de substratos, na obtencao
de metabdlitos bioativos, producdo de alimentos, bebidas, fragréncias,
medicamentos, tratamento de agua e solo. Os biocatalisadores mais empregados
sdo as hidrolases (44%) e oxidoredutases (30%) os quais geram 89% de produtos
quirais aplicados na quimica fina ® (Figura 5). Estes processos podem envolver o

uso de enzimas isoladas, células integras ou de ambas, livres ou imobilizadas.

8 Straathof, A. J. ].; Panke, S. and Schmid, A. Curr. Opin. Biotechnol. 2002, 13, 548.
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02. OBJETIVOS

A palavra "quimica" ainda hoje aparece como referéncia a toxico,
poluente, insalubre, quando ndc de algo ainda mais sinistro e perverso. A
preocupag¢ao com este inconveniente pode ser claramente observada pois, nos
tltimos anos, cresce continuamente a pressao sobre as industrias quimicas, tanto
através da sociedade civil, como das autoridades governamentais, no sentido de
aprimorar o desenvolvimento de processos, que sejam cada vez menos
prejudiciais ao meio ambiente. A Quimica Verde® é um movimento recente, que
utiliza de forma provocatéria a aparente contradicdo dos termos. O presente
trabalho pretende investigar novas fontes de catalisadores bioldgicos para o seu

emprego em uma quimica "limpa".

Os objetivos deste trabalho foram:

a) selecdo de linhagens de microrganismos isolados no territério brasileiro
com elevada atividade enzimatica de oxidacao e de hidrélise de derivados
de enxofre;

b) aplicacdo de intermediarios sintéticos com elevada pureza enantiomérica
obtidos por biocatalise;

c) estudo da biorremediacéo de solo empregando microrganismos isolados no
territério brasileiro.

® Warner, J. C.; Cannon, A. S. and Dye, K. M. Environ. Impact Assessm. Review 2004, 24, 775.



03. BIOCATALISE

3.1. Introducéo a biocatalise

A biotransformagéo e biocatalise sdo termos empregados indistintamente
na literatura para a utilizacdo de sistemas biolégicos, como células intactas,
extrato de enzimas ou enzimas isoladas, na catilise e ftransformacio de
compostos orgéanicos.

Recentemente Michel Spegnol, da Rhodia, resolveu distingui-los através
de uma diferenga sutil. De acordo com Spegnol a biocatalise envolve apenas uma
etapa de transformacéo enquanto que na biotransformagdo um substrato simples
¢ transformado numa molécula complexa em uma série de reagbes no mesmo
pote reacional.™

As reacbes quimicas que caracterizam a vida ndo se processariam de
forma espontdnea sem a presenca das enzimas, base do metabolismo de todos
os organismos vivos. As enzimas sdo biopolimeros, seja uma proteina ou RNA,
que catalisam reacbes quimicas com grande especificidade e aumento de
velocidade. A natureza quimica das enzimas até 20 anos atras era dita ser de
proteinas, mas essa idéia foi modificada depois que Altman e colaboradores
mostraram que RNA também catalisa reagdes biolégicas. "’

Entretanto, devido a maioria das enzimas conhecidas serem de natureza
protéica iniciaremos apresentando uma vis&o geral sobre as proteinas.

As proteinas sdo macromoléculas compostas de uma ou mais cadeias
polipeptidicas, cada uma com uma seqiiéncia caracteristica de aminoacidos
conectados por ligacbes peptidicas. A producdo das proteinas é determinada pelo
genoma, ou seja, toda informacéo genética codificada numa célula.'? As enzimas
protéicas proporcionam excelentes resultados em processos industriais realizando

conversdes biocataliticas de forma elegante, econdmica e eficiente.

' Rouhi, A. M. Chemical and Engineering News. 2003, 81, 50.

" Guerrier-Takada, C. and Altman, S. Science 1984, 223, 286.

2 Nelson, D. L. and Cox, M. M. Lehninger Principles of Biochemistry. 2000, 32 ed, Worth Publishers, New
York, p. G-5.



As enzimas séao identificadas pela comissdo de enzimas (EC) da Unido

Internacional de Bioquimica (IUB) pelo prefixo E.C. seguido por 4 nlGmeros

separados por pontos (EC A.B.C.D). Elas s@o classificadas pelas reacdes

gquimicas que catalisam (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacio das enzimas” (Faber, 1995)'

Classes de enzimas | Numero Numero Tipo de reacéo Utilidade®
classificado | disponivel

1. Oxidorredutases 850 90 Oxidacao-reducéo: oxigenacdo de ligacdo C-H, +++
C-C, C=C, remocao ou adicao total de atomos 25%
de hidrogénio ou ions hidreto (transferéncia de
elétrons)

2. Transferases 720 90 Transferéncia de grupos: aldeidico, cetdnico, +
acil, acucar, fosforil ou metil <5%

3. Hidrolases 636 150 Reacbes de hidrdlise e formacgdo: ésteres, it
amidas, lactonas, lactamas, epodxidos, nitrilas, 65%
anidridos e glicosideos (fransferéncia de grupos
funcionais para a agua)

4. Liases 255 35 Adicao-eliminacéo de moléculas pequenas nas ++
ligacdes C=C, C=N e C=0 5%

5. Isomerases 120 6 Isomerizactes atuando através da racemizacao, +
epimerizacio e rearranjo. <5%

6. Ligases 80 5 Formacao-clivagem de ligagbes C-O, C-S, C-N e +
C-C seguida da clivagem de trifosfato <5%

* classe de enzima estimada para transformar substratos n&o naturais, (+++) muito utilizada, +
pouco utilizada, * periodo de 1987-8.

Existem seis principais classes de enzimas que constituem o primeiro

nimero do cédigo das enzimas: (1) oxidorredutases, (2) transferases, (3)

hidrolases, (4) liases, (5) isomerases e (6) ligases.

Estas classes sofrem uma sub-divisdo:

B - representa a sub-classe, indicando o grupo doador (nas oxirredutases)

ou grupo transferido (nas transferases) etc.

C - representa a sub-sub-classes de acordo com o grupo receptor (nas

oxirredutases), o tipo de grupo transferido (nas transferases) etc.

D - o dltimo nimero garantira a identidade unica da enzima. (p.ex. EC

1.14.15.6 — nome recomendado para o colesterol monooxigenase).

Finalmente o nimero 99 é usado quando a informagéo ndo for completa.

3 Faber, K. Biotransformation in Organic Chemistry: a Textbook, 4° ed., Berlin, Germany: Springer-Verlag,

2000, p. 22.




3.1.1. Oxidorredutases

As oxidorredutases sd@o responsaveis pela oxidacdo e reducdo de
compostos organicos e sendo o foco do nosso interesse utilizaremos esta classe
de enzimas para exemplificar o acima exposto. Estas enzimas sdo sub-divididas
em desidrogenases (redutase), oxidases e oxigenases. Esta sub-divisdo esta
relacionada ao tipo de grupo doador que sofrerd a oxidagdo. O nome oxidase &
somente usado quando o O é o receptor de elétrons (nimero 3, no terceiro digito,
p.ex. EC 1._.3._) e as oxigenases quando ocorre a incorporacéo do oxigénio nas
moléculas organicas. As oxigenases podem ser divididas em duas categorias:
monooxigenases (MOs) e dioxigenases (DOs), dependendo se um ou dois
oxigénios sao incorporados na molécula. (nimeros 13 ou 14, no segundo digito,
p.ex. EC 1.13._._). As MOs requerem dois elétrons para reduzir o segundo atomo
de oxigénio para formar agua (Esquema 1).

Como ja mencionado nas oxidorredutases o terceiro digito esta
relacionado ao grupo receptor de elétrons, p.ex. EC 1._.1._ (NAD" ou NADP™), EC
1._.2._ (citocromo), EC 1._3._ (oxigénio molecular)) EC 1._.8._

Oz\foxigenase
0

(flavoproteinas),etc . |

a2 0 "’f, O
= /' monoxigenase /4 monoxigenase N
R NR, R¢” 2\R2 R1/3\R2
1 0O, H,O 0, H>O
monoxigenase NAD(P)H ~ NAD(P)* NAD(P)H  NAD(P)*
oxidase H202 HZO H202 H20

Esquema 1 - Reacao de oxigenacdo enzimatica no atomo de enxofre.™

As oxidorredutases realizam a introducéo e remogéo de oxigénio de forma

estereo-, regio- e quimiosseletiva. As oxidacGes de alcoois primarios e

' Faber, K. Biotransformation in Organic Chemistry: a Textbook, 42 ed., Berlin, Germany: Springer-Verlag,
2000, p. 240.
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secundarios sao catalisadas pelas desidrogenases fornecendo aldeidos e cetonas,
respectivamente. Estas reacfes sdo também realizadas pelos métodos sintéticos
classicos sem algum problema sendo assim pouco citados. Entretanto, as
correspondentes reagdes de redugdo empregando desidrogenases em
microrganismos'® ou isoladas’® sdo amplamente discutidas.

As reagfes de oxidacdo enzimatica pela incorporacdo de atomos de
oxigénio sdo particularmente interessantes e o foco principal deste trabalho. As

reages tipicas catalisadas pelas monooxigenases'’'®

estdo apresentadas no
Esquema 2 (pag. 12). Todas estas reacdes podem ser explicadas pela acéo de
uma espécie de hidroperoxido, mas algumas podem utilizar mais de uma espécie
oxidante. As monooxigenases internas catalisam a oxigenac&o do substrato sem
utilizar um agente redutor externo (o substrato € o préprio agente redutor) e as
monooxigenases externas precisam de um agente redutor externo para ativar a
enzima.

Uma reacdo em particular, a hidroxilacdo de centros “ndo ativados”™ em
hidrocarbonetos, é considerada como a mais til de todas as biotransformagées'®,
seguida das epoxidacoes e sulfoxidacdes. Estas enzimas s&o melhores
empregadas na sintese de compostos ndo acessiveis por rotas quimicas, o caso
de muitos esterodides hidroxilados. Entretanto, a remocéo das enzimas do seu
ambiente natural (célula) ndo oferece vantagens, ou pior, gera conseqiiéncias
adversas para a enzima, principalmente para as oxigenases, as quais dependem
de co-fator para realizarem reacfes e desta forma merecem uma atencgéo
particular, pois sdo mais dificeis de serem realizadas sem a presenca do complexo
enzimatico celular.

'* Czsuk, C. and Glinzer, B. . Chem. Rev.1991, 91, 49.

' Carrea, G. and Riva, S. Angew. Chem. Int. Ed. 2000, 39, 2226.

17 Sono, M; Roach, M. P.; Coulter, E. D. and Dawson, J. H. Chem. Rev. 1996, 96, 2841.

18 K amerbeek, N. M.; Janssen, D. B.; van Berkel, W. J. H. and Fraaije, M. W. Adv. Synth. Catal. 2003, 345,
667.

'° H.G. Davies, R.H. Green, D.R Kelly and Stanley M. Roberts. Biotransformation in preparative organic
chemistry, Academic press, London, UK. 1989.
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Esquema 2 - Reagbdes tipicas catalisadas pelas monooxigenases.
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Os co-fatores podem se apresentar de diferentes formas: elementos

inorganicos como Fe?*, Mg, Mn®" ou Zn?* , ou moléculas organicas e complexos

organometalicos chamados de coenzimas. Algumas enzimas necessitam de mais

de uma coenzima ou de um ou mais metais. A coenzima ou ion metalico

firmemente ligado & cadeia polipeptidica € chamado grupo prostético.

As reacbes catalisadas pelas MOs sido capazes de utilizar as formas

reduzidas das coenzimas dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NAD") e seu

homélogo fosforilado (NADP®) como doadores de elétrons (Figura 6). Os dois

elétrons derivados a partir do NAD(P)H podem ser transferidos para as MOs por

enzimas transportadoras de elétrons como as flavinas e os “clusters” ferro-enxofre.
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NH2
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OH
0“";"‘0“ } P hosphate
OH {fosfato)

Figura 6 — Coenzimas dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NAD") e seu homologo fosforilado
(NADP™).

As familias das nicotinamidas sao compostas por dois grupos
nucleotideos ligados por grupos fosfatos. Esta familia de coenzima também é
chamada nucleotideo de piridina. A porgcdo nucleotideo é responsavel pelas
interagdes da coenzima com o sitio ativo.

As flavinas existem de diferentes formas derivadas das riboflavinas. Os
exemplos mais representativos sdo o mononucleotideo de flavina (FMN) e o
dinucleotideo de flavina e adenina (FAD) (Figura 7). Estas flavinas possuem
ligacbes relativamente fortes e em algumas enzimas (p. ex. desidrogenase
succinato) sdo covalentemente ligadas.
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Figura 7 — Coenzimas mononucleotideo de flavinas (FMN) e o dinuclectideo de flavina e adenina
(FAD).

3.1.2. Transferases

As transferases sdo enzimas que realizam transferéncia de um grupo (p.
ex. metil ou glicosil) para um outro composto chamados de receptores. Como ja foi
citado anteriormente a classificacdo esta baseada na relacdo doador-receptor. Os
nomes comuns s&o normaimente formados como ‘receptor-transferase’ ou
‘doador-transferase’ sendo o doador em muitos casos um co-fator.

As familias de transferase mais importantes sdo: fosfotransferases,
sulfotransferases, metiltransferases,  aciltransferases, glicosiltransferases,
nucleotidiotransferases, transaminase e alquil/ariltransferases.

Trés grupos de transferases possuem um potencial pratico para sintese

de compostos quirais, as glicosiliransferases, aminotransferases (transaminases)

14



e as quinases (fosfotransferases). A galactosiltransferase é aplicada na sintese de
um oligossacarideo®, enquanto que a hexoquinase®' e a glicerolquinase?' sio
aplicadas em varias fosforilagdes, embora as enzimas que sdo dependentes do

trifosfato de adenosina 20 (ATP, Figura 8) tornam as sinteses em larga escala
bastante dispendiosas.

N
=
’L)T>
\N/\N
¥ B a
o} (o] O
o il i} i
O—P—0—F—0—P—0— =
O
P e® P
2] H
OH OH

20
Figura 8 — Trifosfato de adenosina.

Gostariamos de chamar a atencéo sobre as trés principais enzimas que
catalisam a reacgéo de transferéncia de grupo fosforila : fosfatase, fosfodiesterase
e as quinases. Entretanto somente a quinase é uma “verdadeira” transferase. A

quinase transfere o grupo y, B ou a-fosforila do ATP para um receptor.

familia tipe
eletrofile nucledfilo produto de de
enzima reacio
[0}
R—-o—lpl—oe + H,0 = ROH + P fosfatase hidrélise
06 22
21
0
R—O—P—OR H,0 —— ROPO;> + R'OH fosfodiesterase hidrolise
0e 24
23
0
Ko P % Ye —— Y—P032" * X- quinase - transferéncia
oe 26
25

20 Schultz, M.; Kunz, H. Tetrahedron Lett. 1992, 33, 5319.
' Ludwig, J.; Eckstein, F. J. Org. Chem., 1991, 56, 5860.
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Esquema 3 - Reacgles realizadas pela fosfatase, fosfodiesterase e quinase.

Um exemplo da importancia desta enzima é a catalise da transferéncia do

grupo y-fosforila do ATP para o piruvato fornecendo fosfoenolpiruvato (PEP)

(Esquema 4).
§——B:‘7 %—Bsf\a
" (o o P-0-P-0-P-O-Ad 0PO?
-P-0-P-0-Ado
\w H co0® = HC i. co® 20 Hzc)\cooe + ADP
27 28 29 30

Esquema 4 — Mecanismo para o piruvatoquinase (ATP é representado como POPOPOAd0)*
3.1.3. Hidrolases

As enzimas que catalisam reacdes de hidrélise e esterificagdo envolvendo
ligacbes das porgbes ésteres ou amidas sdo chamadas de hidrolases. Estas
reacbes sdo muito faceis de serem realizadas dispensando aparatos especiais
existindo uma grande variedade destas enzimas disponiveis comercialmente. As
hidrolase sao divididas em proteases, esterases e lipases e nao necessitam de co-
fatores adicionais.

A definicdo classica de lipases as descreve como enzimas que atuam
sobre ligacoes de éster presentes em acilgliceréis como glicerol éster hidrolases,

liberando &cidos graxos e glicerol.?®

As esterases sdo enzimas largamente
distribuidas na natureza e sua atividade enzimatica esta restrita a hidrolise de
ligagbes éster em substratos solliveis em agua.?*

As lipases pertencem a um grupo de enzimas interessantes, néo apenas
pela capacidade de atuarem sobre substratos insoliveis em agua, mas também
pela capacidade de catalisarem diferentes reacdes, como as reacdes de hidrélise,

esterificacao, interesterificacdo, alcodlise, acidolise e amindlise. A diversidade de

22 (a) Seeholzer, S. H.; Jaworowski, A. and Rose, I. A. Biochemistry. 1991, 30, 727. (b) Rose, 1. A. J. Biol.
Chem. 1960, 235, 1170. (c) Wimmer, M. J. and Rose, Irven, A. Ann. Rev. Biochem. 1978, 47, 1031.

B Jaeker, K. E.; Ransak, S.; Koch, H. B ; Ferrato, F.; Dukstra, B. W. FEMS Microbiol. Rev. 1994, 15,29.
* Alvarez-Macarie, E.; Augier-Magro; Guzzo, J.; Baratti, J. Biotechnol. Lett., 1999, 21, 313.
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propriedades das lipases propicia a utilizacdo destas enzimas em diferentes
campos de aplicagdo.?® Estes enzimas podem catalisar reacdes de hidrélise de
ésteres quando o ceniro estereogénico se encontra na porgéo alquila (31) ou na
porcdo acila (34), além de hidrolisarem lactonas (37) e epdxidos (39) de maneira
estereosseletiva (Esguema 5).

RZ RO RY RO 8 R, RI 2

31 31 32 33
RY R2 R K Rz\ PR’ R1\ ___Rz
s : OH
e e s G M G
o ) o °
34 34 34 35
)
Rzﬂ R1,,7Q — R;;-;Q + g2 ~7<\/U\OH
R! o | R o ° R “oH
37 37 37 38
o OH
0 0 Rh; VA :.R“ RZ..;I :.R“
R2 |R4 % R1 ,.IIR4 — R2 R3 + R1 R3
Rr! R3 r? r? 39 40 OH
39 3

Esquema 5 — Reacgdes tipicas catalisadas pelas hidrolases.

O mecanismo de hidrolise realizada por estas enzimas é similar ao
descritc pela hidrolise quimica por uma base. A maioria destas enzimas,
especialmente as lipases e esterases, possuem um residuo de serina como parte
de uma “triade catalitica” de aminoacidos dentro do sitio catalitico da enzima
(Esquema 6).

 pandey, A.; Benjamin, S.; Soccol, C. R.; Nigam, P.; Krieger, N.; Soccol, V. T. Biotechnol. Appl. Biochem.,
1999, 29, 119.
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45 O / po
Enz/LR 1
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O Intermedlidrio acli-enzima

1/”\ 4 43 ?
R “oR 1)1\0
3 R -OH
perécido

dater Nu = Hy0, R*-OH, R3-NH,, Hy05
RS = H, alquil, aril -NR52 48

R* = alquil,ari, .N=CR®,

Esquema 6 — Mecanismo da reagéo de hidrélise catalisada

pela serina-hidrolase.?

O arranjo espacial dos residuos que compde a triade é afetado pela
diminuicdo do pH permitindo o ataque nucleofilico do residuo Ser ao carbono
carbonilico. Este residuo é acilado pelo éster 41 e a porgao alcool 42 é liberada na
solucdo. Apds o ataque nucleofilico ao intermediario acil-enzima 43, a enzima é
regenerada liberando o derivado carboxilico 44. Quando a enzima opera em
ambiente com baixa concentracdo de agua outro nucledfilo compete pelo

%6 Faber, K. Biotransformation in Organic Chemistry: a Textbook, 42 ed., Berlin, Germany: Springer-Verlag,
2000, p. 30.
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intermediario acil-enzima 43 levando a um numero de transformacdes sintéticas
possiveis (Esquema 6).

Em 1990, Chistianson e Alexander apresentaram uma nova “triade
catalitica” formada pelos residuos de aspartato e histidina com a participacédo de

zinco (Asp - - -His - - -> Zn**) encontrada na carboxipeptidase A%’

Lo . e\

Asp—-142

His—69

Figura 9 — Representacao do sitio catalitico da carboxipeptidase A.7

Vale aqui ainda alguns comentarios sobre os elementos de quiralidade
que dao origem a estereosseletividade das hidrolases. Nos ésteres de acidos
carboxilicos o(s) elemento(s) de quiralidade da molécula pode(m) estar na porgao
acila 49 ou alquila 50. A maior seletividade ocorre quando o elemento de

quiralidade encontra-se situado na posicéo a ou 3 a carbonila (Figura 10).

Ponto de
hidrélise

/N

HOO

é@ C/D

Figura 10 — O grupo grande (G) e médio (M) no aicool priméric e no acido carboxilico e o ponto de
quiralidade na posi¢ao o ao ponto de hidrélise.”®

27 Christianson, D. W. and Alexander, R. S. Nature. 1990, 346, 225.
%8 (a) Kazlauskas, R. J., Weissfloch, A. N. E.; Rappaport, A. T. and Cuccia, L. A. J Org. Chem. 1991, 56,
2656. (b) Derewenda, Z. S. and Wei, Y. J. Am. Chem. Soc. 1995, 117,2104.
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3.1.4. Liases

Liases sdo enzimas que catalisam a formacao estereosseletiva de ligagio
C-C, entretanto a sua funcdo natural € de degradacdo, principalmente de
carboidratos. Estas enzimas estdo envoividas nos metabolismos de carboidratos,
aminoacidos ou hidroxiacidos.

As aldolases s&o um grupo especifico de liases que catalisam a adicdo
reversivel de enolato (proveniente de cetona ou aldeido) a um aldeido (receptor).
As aldolases foram classificadas como tipo | e tipo Il de acordo com o mecanismo

de reacao (Esquema 7).

Aldolase do tipo !
%——NHZ _Enz /% Enz ° Enz +H,0
) N (N & R'———{ oH N7 N oH o
X\)L v XZQLR — X H M IUSREEY 5
R \ H§ e R 54 & i R \ -3 > R
st %0 s He X %——-—NHZ X
X = H, OH, NH; %_B: 53 55 56
Aldolase do tipo li
T Oy HS e o/' o—4 HS s
bt " 2l s
Ao A His 8 (fo'-' y Hs o
200 N \ 20p Wb H o\H
t/ O\H Y, “H 59
Hs':. H 58 )
57 60

Esquema 7 - Mecanismos de aldolases: Tipo 1% e o Tipo 11 °°.

As aldolases do tipo I ocorrem predominantes em plantas superiores e
animais, ndo precisam de co-fatores e catalisam a reacdo alddlicas através da
formagéo de uma base de Schiff.?® O doador é covalentemente ligado & enzima
através do grupo amino de um residuo de lisina onde ocorre a formacdo da base
de Schiff 52 (Esquema 7). Um residuo de aminoacido basico retira o hidrogénio
pro-(S) formando uma espécie de enamina 53 que ataca nucleofilicamente o grupo
carbonilico do receptor aldeidico 54 de forma assimétrica. A estereoquimica do
carbono na ligagdo formada depende do tipo de enzima. Finalmente ocorre a
hidrélise liberando a enzima.

% Gefflaut, T.; Blonski, C.; Perie, J. and Willson, M. Prog. Biophys. Mol. Biol. 1995, 63, 301.
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As aldolases do tipo Il sdo predominantes em bactérias e fungos, e sédo
dependentes de Zn**. O atomo essencial de Zn?* no sitio ativo, coordenado por
frés atomos de nitrogénio do residuo de histidina, coordena com a molécula
doadora através da hidroxila e do grupo carbonila 5§7. Isso facilita a retirada do
hidrogénio pro-(R) por um residuo basico (glutamato) formando um enolato 58 que
ataca nucleofilicamente o grupo carbonilico do receptor aldeidico 59 de forma
assimétrica. Com poucas excegdes, a estereoquimica da ligagdo formada é
controlada pela enzima e nao depende do substrato® (Esquema 7).

As liases também sdo capazes de catalisar reagbes para formacéo de
ligacdes C-X (O, N, S e halogénio) através da adicdo de pequenas moléculas
(H20, NH3, HCN, efc.) a uma ligacdo dupla com elevada estereosseletividade e
regiosseletividade.

3.1.5. Isomerases

As isomerases sdo classificadas em racemase e epimerase, cis-frans
isomerases, oxidorredutase intramolecular, transferase intramolecular, liase
intramolecular e outras isomerases.! A isomerizagéo envolve a conversio de uma
molécula em outra com a mesma férmula molecular. Aigumas enzimas provocam
o movimento de elétrons em diferentes posigdes com a concomitante migracdo de
hidrogénio.

As enzimas que realizam migracdo [1,1] de hidrogénio podem ser
divididas em racemase (somente um centro estereogénico) e epimerase (mais de
um centro estereogénico). No primeiro caso, o sitio ativo utiliza apenas um residuo
de aminoécido atuando na remocéao e doacédo de hidrogénio (Esquema 8, A). No
segundo caso uma base do sitio ativo remove o hidrogénio de um dos centros
estereogénicos a partir do substrato e o acido conjugado da segunda base do
mesmo sitio adiciona o hidrogénio na face oposta (Esquema 8, B). Os

mecanismos propostos foram confirmados realizando a reagdo na presenca de

% (a) Dreyer, M.K., Schulz, G.E. J. Mol.Biol. 1993, 231, 549. (b) Dreyer, M.K., Schulz, G.E. J. Mol.Biol.
1996, 259, 458.
* Dixon, M. and Webb, E. C. Enzymes 1979, 3° ed., Academic press, New York, p.434-456.
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solvente deuterado.®* O deutério foi apenas adicionado na reacac onde o sitio

ativo tem a participacdo de dois residuos de aminoacidos.

A @R H:;N?"n..,‘_ . R
A"‘NH{ -00c”® H3N*"")<7H
C’ coo W . -00C ')
=B g B/H D N
R HaN R

Esquema 8 — (A) mecanismo da racemizacdo (epimerizacdo) com a particdo de uma base, (B)
mecanismo da racemizagio (epimerizagso) com a particio de duas bases.*

As oxidorredutases intramoleculares (ou internas) realizam oxidacdo em
uma porgéo da molécula com a correspondente reducdo de outra porgédo da
mesma molécula. No caso da aldose-cetose isomerase ocorre uma reagao redox
interna onde dois mecanismos sdo considerados. 3 O primeiro mecanismo é o cis-
enodiol (Esquema 9, pag. 23). A configuracdo do intermediario enodiol 62 para
todas a aldose-cetose isomerases € sempre cis. A isomerase captura o hidrogénio
da (R)-2-aldose 61 formandc o intermediario enodiol 62. Este hidrogénio é
posteriormente transferido para o intermediario enodiol 62 pela face Re-Re sendo
responsavel pelo o hidrogénio pro-R na posicao C-1 da cetose 63. Este
mecanismo foi elucidado através de experimentos com hidrogénio marcado.
Percebeu-se que apenas algumas moléculas do produto estavam isotopicamente

marcadas, indicando que houve troca do hidrogénio com o solvente.

2 Rose, 1. A. Annu. Rev. Bioc}aem. 1966, 35, 23.
¥ Rose, 1. A. Adv. Enz. Rel. Areas Mol. Biol. 1975, 43, 491.
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Esquema 9 — Mecanismo da reagéo cis-enodiol catalisada pela aldose-cetose isomerase.*

No segundo mecanismo ocorre uma migracéo [1,2] de hidrogénio e no
experimento com hidrogénio marcado todo o deutério pode ser incorporado no
produto, provando que neste caso nao ocorre troca deste hidrogénio com o

solvente (Esquema 10).

H H

Iyl proR |

C=0 o Hes C=OH :B-—%

84-C=0 > =0

[A_“HA Y :B———g -

R R H—B
2R) 63 ®
61

Esquema 10 — Mecanismo de transferéncia de hidrogénio pela aldose-cetose isomerase.®

As enzimas tautomerases e alil isomerases promovem uma migracao [1,3]

de hidrogénio (Esquema 11).

O OH
) %CO{ e ’\/{“‘cog
HS Hg Hs
64 85
H 4]
66 87

Esquema 11 — Reagdes tipicas catalisadas pelas isomerases através da migracgao [1,3]. (A)
tautomerase e (B) alil isomerase.

Um exemplo classico da classe das cis-frans isomerases € o retinol
isomerase responsavel pela mudanca de configuracéo fransicis. A retina dos

animais é rica em retinol e seus derivados responsaveis pela nossa visdo. Todo o
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frans-retinol 68 & convertido para cis-retinol 72 pela retinol isomerase em um
processo covalente. A perda do oxigénio do trans-retinol 68 durante o processo é
observado em experimentos utilizando 0 (Esquema 12). O primeiro passo é
realizado pela retinol aciltransferase seguido de um ataque nucleofilico formando
ligacdo covalente com o residuo de aminoéacido do sitio ativo. Desta forma é
permitido ocorrer uma rotacéo entre C-11 e C-12 seguida de uma adicdo tipo

Michael formando o cis-retinol 72.3*

Be7
retinol X AN U RN ’OC——-R
aciltransferase U g
trans-retinol 69
68
‘RCO{
¢
A X ™ 12 AN 11 Z F
Ll ~— :
cis-retinol 71 Q 70
72

Esquema 12 - Proposta do mecanismo da reacso catalisada

pela retinol isomerase.®*

3.1.6. Ligases

As ligases s@o enzimas que catalisam a unido de duas moléculas com
concomitante hidrdlise da ligacao fosfato do ATP ou um trifosfato similar. "Ligase’
€ o nome comum normalmente usado, mas em alguns casos podem ser usados
‘sintase’ ou ‘carboxilase’. ‘Sintetase’ pode ser usado no lugar de ‘sintase’ em
algumas classes de enzimas.®

3 Deigner, P. S.; Law, W. C.; Cafiada, F. J. and Rando, R. R. Science. 1989, 244, 968.
* Dixon, M. and Webb, E. C. Enzymes 1979, 32 ed., Academic press, New York, p. 230.
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Estas enzimas séo capazes de catalisar a formacao das ligacdes de C-C,
C-N, C-S e C-O. As ligases podem catalisar a formacao da ligacdo C-N através de
moléculas simples (amdnia ligase) até uma molécula mais complexa (peptideo
sintetase) ou promover a formagdo da ligagdo C-N por ciclizagéo (ciclo ligase).
(Esquema 13) Uma caracteristica importante é a necessidade de co-fator para a
realizacéo das reacgodes.

NH2 ATP AMP + PPi NH, ©
@) Jeor NS .
0zC / 0zC SNHy
73 74
NHs

NHy ATP AMP + PP /"‘H\z/ﬁ -
®) R/K/cog AN / R R
76

ATP AMP + PPi

A

77

Esquema 13 - Reacbes tipicas catalisadas pelas ligacbes para formagdo da ligagdo C-N. (A)
amoénia ligase, (B) peptideo sintetase e (C) ciclo ligase.
AMP — monofosfato de adenosina e PPi — difosfato.

Uma familia importante das ligases sé@o as ciclases, responsaveis pela
formacao dos cicloalcanos encontrados em animais, vegetais e microrganismos
por uma série de reacgbes do tipo Sy2 a partir do fosfato de isopentenila. Uma

grande variedade de produtos naturais com as mais diversas estruturas
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(monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, etc.) pode ser obtidas
pela catalise desta familia de enzimas.*®

3.2. Aspectos cataliticos nas reacOes enzimaticas

Existem varios estudos que pretendem explicar o poder catalitico das
enzimas de uma forma mais aprofundada. Um consenso entre os pesquisadores é
que a enzima (E) acelera a reacdo baixando a barreira de energia entre o
substrato (S) e o produto (P). Linus Pauling em 1946 propés que a diminuicdo da
energia de ativacdo em catalise enzimatica origina-se da afinidade da enzima pelo
substrato na formagdo de um estado de transicdo. Esta proposta ganhou
popularidade e tornou-se a base para os estudos sobre inibidores e indutores da

atividade catalitica em varios modelos moleculares.®”

+ AG %I\ Figura 11 — Diagrama de energia da reacéo
{0y com catalisador e sem catalisador.
5 é,«s}\; ES’ S=substrato, P=produto, E=enzima, EeS =
’i complexo enzima — substrato, AG = energia
,* , E \/ 4G (\(cat) livre de ativagdo e % denota o estado de
; Y - transigao.*®
P P

Rea;io nio catalisada Reagdo com catalisador
Coordenada de reacédo

As reacOes dentro do complexo enzima-substrato (EeS) exibem uma
semelhanca com as reag¢ées intframoleculares onde existe uma maior aproximacéo

dos “reagentes”. O efeito da aproximacao resulta em valores da velocidade de

% Torssell, K. B. G. Natural Product Chemistry — A mechanistic, biosynthetic and ecological approach 1997,
2% ed., apotekarsocieteten, Atockholm, p.251.

37 Bruice, T. C. and Benkovic, S. J. Biochemistry. 2000, 39, 6267.

3 Faber, K. Biotransformation in Organic Chemistry: a Textbook, 4* ed., Berlin, Germany: Springer-Verlag,
2006, p. 19.
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reacdo muito superiores aos encontrados em reagGes bimoleculares

correspondentes, na ordem de 10%.%°
lento .
A + B — A—B versus A B —Eg-lgg—) A—B

L] L]

A enzima pode utilizar uma variedade de mecanismos para catalisar a
conversao do substrato em produto. Além da aproximacdo, pode ocorrer uma
catalise covalente, catdlise acido/base, catalise eletrostatica, dessolvatacdo e a
torcdo e distorgdo. Esses processos sdo responsaveis pela estabilizacdo do
estado de transi¢do ou desestabilizacdo do estado fundamental.

3 Bruice, T. C. and Lightstone, F. C. Acc. Chem. Res. 1999, 32, 127.
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04. BIOCATALISE DE ORGANOSSULFURADOS
4.1. Organossulfurados em sintese

Tendo exposto nos capitulos anteriores sobre a importancia e os
fundamentos da biocatalise, assim sobre as diversas classes de enzimas e o
estudo dos mecanismos enzimaticos passaremos a discorrer sobre a aplicacdo de
biocatalisadores na obtencéo de organossulfurados opticamente enriquecidos,
especiaimente em produtos de oxidacdo (sulféxidos) e hidrélise (sulfinatos) que
fazem parte dos objetivos a e b de nossa tese (pag. 7).

Os organossulfurados podem ser divididos em compostos de enxofre
divalente, tricoordenado e tetracoordenado representados na Tabela 2 (pag. 29).
Dentre os derivados de enxofre nosso foco foi dirigido para os sulféxidos e
sulfinatos quirais.

Os sulfoxidos quirais s&o grupos versateis que exercem um
estereocontrole nas sinteses assimétricas.** Trata-se de um dos grupos de
organossulfurados mais importante devido a sua facil preparacao, incorporacao e
eliminacdo.*'

A incorporacéo do grupo sulfinila em uma molécula organica aumenta a
acidez dos hidrogénios presentes no carbono adjacente devido a sua
eletronegatividade. A acidez do hidrogénio o ao grupo sulfinila &€ maior do que o
hidrogénio benzilico e menor do que o hidrogénio o a uma funcéo carbonilada.
Desta forma, o grupo sulfinila exerce um efeito de estabilizacdo do carbanion
formado.*?

A configuragéo piramidal do sulféxido faz do atomo de enxofre um centro
estereogénico, com isso os sulféxidos R'R2SO com dois substituintes diferentes
sdo quirais. Estes compostos possuem uma barreira de inversido
significativamente alta (36-38 kcal/mol) e na auséncia de &cidos, a racemizagio s6
é possivel a temperaturas proximas a 200°C.** O rearranjo do tipo [2,3}-

““Hua, D. H.; Bharathi, S. N.; Panangadan, J. A. K. and Tsujimoto, A. J. Org. Chem. 1991, 56, 6998.
41 Solladié, G. Synthesis. 1981, 185.

“2 Speers, P.; Laidig, K. E. and Streitwieser. J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 9257.

* Jenks, W. S.; Matsunaga, N. and Gordon, M. J. Org. Chem. 1996, 61, 1275.
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sigmatrépico € responsavel pela racemizacdo de sulféxidos alilicos opticamente

ativos em temperaturas modestas (50-70°C)* (Esquema 14).

Tabela 2 — Principais compostos organossulfurados divalente, tricoordenado e

tetracoordenado.
I Enxofre divalente Enxofre tricoordenado Enxofre tetracoordenado
RSH tiol RsS” sulfénio R.S sulfurano
0 0] o]
R )L tioéster R,8=0 sulféxido N 7 sulfona
~s” R R’S\R’
RSR' s_uifeto ou , sulfimida - O sulfoximida
tioéter R,S=NR RZSQNR1
S tiirano ou O acido sulfinico O\\ //O acido sulfénico
/ \ episulfeto 1
S RS oH
R” “OH
O cloreto dellO O cloreto de
(RS),CR', ditioacetal I sulfinila N7 sulfonila
R™ ~CI R™ CI
acido O 0 0
RSOH sulfénico g sulfinato \\S'f’/ sulfonato
R”" “OR' R” “OR'
haleto de O O 0O sulfonamida
RSX sulfenila g sulfinamida \\34'
R” " NHR' R” “NHR'
O O O
RSOR' sulfenato ‘S‘ tiosulfinato \\S// tiosulfonato
R” sSR! R” O SR'
o]
RSSR' dissulfeto g sulfito
RO “OR'
R,C=8 tiocetona
S
/[L tiona
R” “OR'
S (j A
8 t0v0s0e. p-toly,
: ‘.."..O-ps B e — s\ T ““..'s \
l/ So p—tol/ i ~o
pto (aquiral)
80 81

Esquema 14 - Mecanismo de racemizacao de sulféxidos alilicos.

* Bickart, P.; Carson, F. W.; Jacobus, J.; Miller, E. G.and Mislow, K. J. Am. Chem. Soc. 1968, 90, 4869.
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Existem na literatura algumas representagées comumente utilizadas para
sulféxidos (Figura 12). Normalmente utilizamos a representagéo (a), apesar das
possiveis implicagbes em consideracdo aos orbitais d. Entretanto (b) e (c)
enfatizam a natureza polar da ligacdo, sendo usadas por conveniéncia em muitos

Casos.

=0 S—0

/
(a) (b) (c)

Figura 12 - Representacbes de sulfoxidos.

) s D
/

A oxidacdo assimétrica do sulfeto € a forma mais conveniente de
obtencéo de sulféxido, até entdo dependente do ambiente quiral*® e limitada pela
especificidade do substrato ou pela formacdo de moderados ou baixos excessos
enantioméricos. Um novo horizonte foi vislumbrado pelos grupos de Kagan® e
Modena*” que independentemente realizaram modificacdbes ao reagente de
epoxidacéo de Sharpless. A epoxidacao enantiosseletiva de alcoois alilicos (e.e. >
95%) foi realizada usando o sistema hidroperéxido de t-butila/ tetraisoperéxido de
tithnio/ (+) ou (-)-tartrato de dietila (DET).** Os dois grupos utilizaram a
combinagéo Ti(O-Pr)y/ (R,R)- DET/H,0=1:2:1ou Ti(O-Pr)s/ (RR-DET=1:4
para controlar a oxidacdo de sulfeto 82 por hidroperoxidos obtendo e.e.> 95
(Esquema 15).

Ti(O'Pr),
(RR)-DET
Hzo o@
%, P 'BUOOH ., s(
P e 40-90% (7-99 e.e.)
R "Rs 739 RO@Rs ’
82 3-36h 83

Esquema 15 - Representago da reagdo de oxidacdo de 82 realizada com o sistema Kagan-
Modena.*®

* Carrefio, M. C. Chem. Rev. 1995, 95, 1717.

46 pichen, P.; Kagan, H. B. Tetrahedron leti. 1984, 25, 1953.

*’ Di Firia, F.; Modena, G. and Seraglia, R. Synthesis. 1984, 325.
“® Katsuki, T.; Sharpless, K. B. J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 5974.
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O grupo de Kagan propds o estado de transicdo (Figura 13) para explicar
a origem da enantiosseletividade quando se utiliza o sistema Ti(O-Pr)y/ (R,R)-
DET/ H20 = 1 : 2: 1. O aumento de ciclos cataliticos foi obtido pela presenca de
peneira molecular e isopropanol ao invés de agua.

Figura 13 — Estado de transicéo proposto por Kagan.*

Outra opcéao para obtencdo de sulféxidos quirais € o método de Andersen.
Este método € um dos mais eficientes na producgéo de sulféxidos opticamente
ativos em larga escala. Este método utiliza-se da reagdo do sulfinato de mentila
diastereomericamente enriquecido 85 com um reagente de Grignard. Esta reacao
€ do tipo Sn2, portanto o produto formado 86 possui invers@o na configuracdo
inicial °° (Esquema 16).

i CHaMigi/ benzeno, < 10°C

S i
pi;,z OMentil o —> ptol"]s\ + Y 'OH
: A
-)-(5) ) -(R)
85 86 87

Esqguema 16 — Obtencao de sulféxido quiral pelo método de Andersen.*

O sulfinato de mentila com altos excessos diastereoméricos é obtido a
partir da esterificagdo do &cido p-toluenossulfinico 88 com 1-mentol 87
enantiomericamente puro. Os diasterecisomeros em meio acido, sofrem

epimerizacao levando para uma predominancia do isdmero menos soluvel, (-)-(S)-

4 potvin, P. G. and Fieldhouse, B. G. Tetrahedron: Asymmeitry 1999, 10, 1661.
5 Andersen, K. K. Tetrahedron Lett. 1962, 29, 1953.
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p-toluenossulfinato de mentila 90, o qual é obtido em 90% de rendimento a partir
do acido p-toluenossulfinico *' (Esquema 17).

O
H

S\ONa

88

1. 8OCl, / Benzeno, 0 ‘c
2. Mentol / piridina / éter, t.a.

0 o]
i cristalizagio em ]

o

.v"s __-'S
p-tOl./ \OMentiI —RtetonaHClL 20 C . b4 l/ \OMentiI

80%

e p-to
(+)-(R) (-)-(S)
89 HCI Hf//’ 90
\\ ‘ ?
ptol ,‘?—OMentil
Cl
91

Esquema 17 — Obtenco do (-)-(S)-p-toluenossulfinato de mentila.”’

A eficiéncia de sulfoxidos como auxiliares quirais em reagbes
diastereosseletivas € principalmente devido as diferencas estereoeletronicas
existentes entre os grupos ligados ao atomo de enxofre estereogénico: (i) um par
de elétrons, (ii) um atomo de oxigénio e (iii) dois grupos alquilas diferentes.

4.2. Sulfoxidos quirais por biocatalise

A biossulfoxidacdo € uma alternativa “natural” para a producdo de
sulféxidos com altos excessos enantioméricos.>? A primeira indicacao que culturas
de fungos eram capazes de oxidar tioéteres para sulfoxidos foi observada quando

3! Solladié, G.; Hutt, J. and Girardin, A. Synthesis. 1987, 173.
> Holland, H. L. Chem. Rev. 1988, 88, 473.
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adicionada biotina 92 em meio de cultura contendo Aspergillus niger resultando na
formacao de um novo composto identificado como biotina-S-6xido 93.5°

o) o)

HN)kNH HN/KNH
H H H H
ot (CHg )4 COoH vt (CHp)4COoH

[ S
H I H

o)

92 93

Figura 14 — Biotina e (-)-S-6xido-biotina.

O uso de células intactas de microrganismos para preparacdo de
sulféxidos quirais pela oxidacdo de sulfetos pro-quirais foi primeiramente citada
por Dodson e colaboradores.* Desde entéo este método tornou-se uma poderosa
ferramenta na obtencdo destes compostos, existindo uma maior variedade de
fungos estudados com essa propriedade do que bactérias.>®

Trabalhos com fungo A. niger avaliaram uma série de aril e benzil sulfetos
como candidatos promissores a biotransformacdo. De um modo geral os di-aril-
sulfetos foram recuperados apés o periodo de incubacéo, mas os derivados alquil-
aril-sulfetos apresentaram resultados animadores fornecendo suiféxidos com bons
excessos enantioméricos (60-100%) e rendimentos moderados (20-50%)%
(Tabela 3, pag. 34).

Desde entdo, iniciou-se uma procura sistematica por microrganismos
capazes de oxidar de forma enantiosseletiva derivados alquil-aril-sulfetos. Em
1978, Sih e colaboradores publicaram a conversao de metil-p-toluil-sulfeto 100 por
Helminthosporium sp. obtendo o enantidmero S do sulféxido 86 com 100% de

excesso enantiomérico e 50% de rendimento® (Esquema 18, pag. 35).

53 Wright, L. D.; Cresson, E. L.; Valiant, J.; Wolf, D. E.; Folkers, K. J. J. Am. Chem. Soc. 1954, 76, 4163.

**Dodson, R. M.; Newman, N. and Tsuchiya. J. Org. Chem 1962, 27, 2707.
55 Holland, H. L. Nat. Prod. Rep. 2001, 18, 171.
56 Abushanab, E.; Reed, D.; Suzuki, F.; Sih, C. I. Tetrahedron Lett. 1978, 37, 3415.
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Tabela 3 — Biotransformacéao de aril € benzil sulfetos por A. niger (1 988).%2

Substrato

P
P>

@iﬁ“ﬁ

S

R

S

SULFOXIDO
Rend (%) ee (%) Config
20-25 91-100
4-12 88-100
24-65 77-91
44-49 78-88
3-26 56-82
7-12 69-71
7-48 32-87
5-11 30-34
18 25-46
9-35 4-27
8 13
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:S\ Helminthosporium sp. s{ug 50% de rendiment:

160 86

Esquema 18 — Oxidacao de metil-p-toluil-sulfeto 100 por Helminthosporium sp. obtendo o
enantiomero S do sulféxido 86.%

O grupo do Prof. Holland utilizou os fungos Helminthosporium sp. NRRL
4671 e Mortierella isabellina NRRL 1757%® na oxidagdo do derivado etil-fenil-
sulfeto 105 para obtencao de (S)-etil-fenil-sulfoxido 106 com rendimentos de 40%
e 84% ee e (R)-etil-fenil-sulféxido 106 com 70% e 84% ee, respectivamente. Estes
resultados mostraram a versatilidade deste método na obtencdo do enantibmero

de interesse.

0 9
T 2 -
S\__ Helminthosporium sp. S\\/ Mortierella isabellina S\
NRRL 4671 NRRL 1757
(S) - 106 105 (R) - 106

Esquema 19 — Oxidac3o de etil-fenil-sulfeto 105 por Helminthosporium sp. NRRL 4671 % e
Mortierella isabellina NRRL 1757 %%,

O mesmo substrato foi examinado na presenga das bactérias mutantes
Pseudomonas putida UV4 e Pseudomonas putida NCIMB 8859°° fornecendo (R)-
106 com 64% de rendimento e ee acima de 98%; (S)-106 com 27% de rendimento
e 84% ee, respectivamente. Finalmente linhagens de E. coli recombinadas com
Pseudomonas putida NCIMB 9816 forneceram (S)-106 com 87% de rendimento e
86% ee.*

Em geral, os compostos organossulfurados, como qualquer outro
xenobidtico, sado oxidados in viro e in vivo por um ou mais tipo de

monooxigenases (MOs) e dioxigenases (DOs).

" Holland, H. L.; Brown, F. M.; Lakshmaiah, G.; Larsen, B. G. and Patel, M. Tetrahedron : Asymmetry 1997,
8, 683.

%8 Holland, H. L. and Carter, 1. M. Can. J. Chem. 1982, 60, 2420,

*® Boyd, D. R.; Sharma, N. D.; Haughey, S. A.; Kennedy, M. A.; McMurray, B. T.; Sheldrake, G. N.; Allen,
C. C. R.; Dalton, H. and Sproule. J. Chem. Soc., Perkins Trans.1, 1998, 1929.

& Kerridge, A.; Willetts, A. and Holland, H. J. Mol. Catal. B: Enzym. 1999, 6, 59.
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)®', a cloroperoxidase (CPO)%, a

A cicloexanona monooxigenase (CMO
bromoperoxidase (BPO)®, tolueno dioxigenase (TDO)®, naftaleno dioxigenase
(NDO)*®, monooxigenase dependente de citocromo P-450 (CYT P-450)%* sao
exemplos de enzimas capazes de oxidar sulfetos a sulfoxidos estereo- e
enantiosseletivamente.

A utilizacao destas enzimas em reacgdes de larga escala é inviavel devido
ao seu alto custo. A reciclagem dos co-fatores ndo é um problema quando células
integras de microrganismos sao utilizadas em reagdes redox por biocatalise, pois
a regeneracao dos co-fatores ocorre naturalmente no préprio complexo celular dos
microrganismos.®®

Apesar dos diversos trabalhos com a utilizacdo de células integras faz-se
necessaria uma maior investigacdo da capacidade de biooxidacdo de sulfetos, o
grau de estereosseletividade e configurac@o absoluta dos sulféxidos obtidos por
parte das diversas linhagens, visto que, estes fatores séo altamente influenciados
pelas linhagens e espécies de microrganismos usados.®®

Embora os fungos sejam uma fonte rica em citocromo P-450%" e capazes
de realizar reacdes oxidativas analogas as enzimas microssomais do figado de
mamiferos, as dificuldades do isolamento de quantidades suficiente de enzimas
oxidativas ativas a partir de fungos tem frustrado seu estudo e sua completa
caracterizacao. Entretanto, artigos citam a ocorréncia de monooxigenases
dependentes de flavinas (FMO) em fungos.®® Portanto, qualquer proposta sobre as
enzimas responsaveis pela oxidacado de sulfetos sem o seu prévio isolamento e
caracterizacdo é especulativa.

O citocromo faz parte da grande familia de hemoproteinas, um grupo de
proteinas que contém um grupo prostético do tipo hemo firmemente ligado a

1 Colonna, S.; Gaggero, N.; Pasta, P. and Ottolina, G. Chem. Commum. 1996, 2303.

52 Spret, N.; Germani, R.; Incani, A. and Savelli, G. Biotechnol. Prog. 2004, 20, 96.

83 Andersson, M. A. and Allenmark, S. G. Tetrahedron. 1998, 54, 15293.

% Baciochi, E.; Lanzalunga, O. And Pirozzi, B. Tetrahedron. 1997, 53, 12287.

% Alphaland, V. Furstoss, R. J. Org. Chem. 1992, 57, 1306.

%Auret, B. J.; Boyd, D. R.; Henbest, H. B. ; Watson, C. G. ; Balenovic, K.; Polak, V.; Johanides, V. ; Divjak,
S. Phytochemistry 1974, 13, 65.

%7 yan den Brink, H. (J.) M.; van Gorcom, R. F. M.; van den Hondel, C. A. M. J. J. and Punt, P. J. Fungal
Genetics and Biology. 1998, 23, 1.

% Carbaleira, J. D.; Alvarez, E. and Sinisterra, J. V. J. Mol. Catal. B: Enzym. 2004, 28, 25.
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cadeia polipeptidica. O grupo hemo contém um anel protoporfirinico IX (Figura
15b), uma porfirina (Figura 15a) substituida por grupos metila, vinila e -(CHy)o-
COOH. Os quatro nitrogénios do anel porfirinico aparecem coordenados com o ion
ferroso com geometria octaédrica. O grupo hemo dos citocromos funciona como
um transportador de elétrons durante o processo de oxidorreducao.

7 ¥ 6
Estrutura de porfirina
@) Protoporfirina X
(b}

Figura 15 — (a) estrutura da porfirina e (b) protoporfirina IX.

O citocromo P-450cay catalisa diversas reacfes oxidativas em uma
grande variedade de substratos organicos incluindo substratos com ligacdes C-H
nao ativadas.®® Entretanto, diferentemente das outras enzimas, a aproximagéo do
substrato ao sitio ativo de enzimas contendo o grupo prostético nao é tao evidente
pelas analises de raios-X. Além disso, muitos programas usam um substrato rigido
e uma enzima rigida que néo levam em conta as mudancas de conformacao para
se adequar a uma aproximacao perfeita.”®

As oxidacbes promovidas pelas monooxigenases dependentes do
citocromo P-450 foram bastante estudadas nos uitimos anos. Seu ciclo catalitico
foi originalmente proposto pelo estudo da canfora hidroxilase da Pseudomonas
putida (CYT-P-450cam). Em geral € proposto que oxidagbes de sulfetos sejam

% Sono, M; Roach, M. P.; Coulter, E. D. and Dawson, J. H. Chem. Rev. 1996, 96, 2841.
70 Kazlauskas, R. J. Curr. Opin. Chem. Biol. 2000, 4,. 81.
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iniciadas pela transferéncia de um elétron do sulfeto para a espécie oxo-Fe(lV)
cétion-radicalar 7' (Esquema 20).

+*
R\.S'/R R\.S./R R\.S./R
oo +o i
.._j . 07
H e 0O
N- —= N N-i - N N N
/’_.Fefv/ [—— /,:Few/ S VAR f\f,
N= N N== i‘N NeTo—=
* maill
s s ke
Jvuln.n» valw S
andnne

Esquema 20 - Proposta do mecanismo de oxidago do sulfeto pelo CYT P450.""

Surpreendentemente, apesar de excelentes conversfes e excessos
enantioméricos com baixa ou nenhuma formacgio de sulfona os rendimentos
isolados verificados na literatura sdo apenas moderados e pouco explicados.

O sulfeto 107 é oxidado ao correspondente sulfoxido 109 e em alguns
casos para sulfona, além de sofrer, alternativamente, uma S-desalquilacdo na
presenca de hidrogénios &cidos na posicdo « do substrato. A estabilidade do
intermediario cation-radicalar 108 "2 possui um papel importante na determinacao
do caminho da reacado (Esquema 21).

[¢]
i
100 ©/114
R . R
©/ S omras @ g (S-oxidago) I
NADPH/ O,
107 108

SH (o]
R R
R = alquil —— o~ \r _a@/ ’ R/U\H
= alquil H
11e 111 112 13

{S-desaiquilagdo)

Esquema 21 — Proposta do mecanismo para S-desalquilaggo do sulfeto pelo citocromo P450.72

" Baciochi, E.; Lanzalunga, O. And Pirozzi, B. Tetrahedron. 1997, 53, 12287.
72 Watanabe, Y.; Oae, S. and Iyanagi, T. Bull. Chem. Soc. Jpn. 1982, 55, 188.
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Os estudos de sulfoxidacao de tioanisol pelo CYT-P-450cay mostraram
ainda a formacéo parcial de um produto de hidroxilacdo (composto 115, Figura
16).7

S
~
HO\/O/ Figura 16 — Produto de hidroxilago do ticanisol pelo
citocromo P-450.

A sulfoxidacao pelas monooxigenases dependentes de flavinas segue um
mecanismo diferente do utilizado pelas MOs dependentes de citocromo.
Inicialmente, a flavina 116, reduzida pelo NADH, reage com o oxigénio molecular
formando o intermediario hidroperéxido de flavina 117. O intermediario 117
promove um ataque eletrofilico ao sulfeto transferindo um atomo de oxigénio e
formando a hidroxi-flavina 118 " (Esquema 22). Entretanto ndo ha estudos sobre
os possiveis produtos laterais na reacdo de oxidacdo de sulfetos por essas

flavoenzimas.

NADE™

NADPH

R
!
.‘—-———-—-—
N_,»' MH
]}
113

118
Esquema 22 ~ Proposta do mecanismo de oxidacéo do sulfeto por MOs dependentes de flavo-

proteinas.”

” Fruetel, J.; Chang, Y.-T.; Collins, J.; Loew, G. and de Montellano, P. R. O. J. Am. Chem. Soc. 1994, 116,
11643.

"¢ Kamerbeek, N. M.; Janssen, D. B.; van Berkel, W. J. H. and Fraaije, M. W. Adv. Synth. Catal. 2003, 345,
667.
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Objetivando contribuir com a propagacdo da biocatdlise como uma
ferramenta de grande utilidade em sintese orgénica assimétrica, o interesse de
nosso grupo de pesquisas tem sido direcionado para o uso de metodologias que
levem a maiores rendimentos e elevados excessos enantioméricos dos produtos
de oxidacdo de xenobidticos por microrganismos, tendo em vista sua producédo e
obtencao de compostos quirais biologicamente ativos.

4.2.1. Resultados e discussio

O nosso grupo de pesquisa vem estudando a capacidade oxidativa
(sulfoxidacao, Baeyer-Villiger, hidroxilagdo), redutiva, hidrolitica (epéxiidrolase) e
de isomerizacdo de diversas linhagens de microrganismos (fungos e bactérias).”

Este trabalho pioneiro no IQ/UNICAMP envolvendo a avaliacdo do
potencial biocatalitico de microrganismos (células integras) foi muito importante na
determinacédo da estrutura, treinamento em técnicas microbiolégicas e em
equipamentos para esterilizagao, cultivo e manutenca@o de linhagens, ja que a
utilizacao destes equipamentos e metodologias se restringiam ao Departamento
de Biologia.

Durante este periodo foi otimizada a determinacdo do nimero de células
viaveis por litro de meio de crescimento dependente da idade da cultura, a
composicdo do meio de crescimento (parametros nutricionais, marca e lote),
tempo de crescimento e condicdes fisicas (temperatura e rotacdo) para fungos,
leveduras e bactérias para reprodutividade do experimento.

Além disso, os compostos xenobiéticos podem ser téxicos aos
microrganismos, inclusive em baixas concentracdes. Desta forma, foi otimizado
uma razao 20 mg(substrato) em 25 mL de solucdo tampéo fosfato obtendo uma
concentragdo de 0,5 g L™ para 2 g de célula umida, ou seja, uma proporgao de

100 vezes em relagéo ao substrato, esperando ndo atingir a concentracdo minima

.....

7 (a) Porto, A. L. M. Isolamento ¢ Selegdo de Microrganismos Brasileiros para Reagdes de Biocatdlise e
Producdio de Metabdlitos. Tese de Doutorado, Unicamp, 2002. (b) Gongalves, R. A. C. Intermedidrios
Sintéticos Versdteis, Enantiomericamente Puros, Obtidos por Bioctdlise. Tese de Doutorado, Unicamp, 2002.
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Na@o foi nosso objetivo estudar modelos para predicdo da
estereosseletividade da oxidacdo do sulfeto, nem mesmo a obtencao de sulfoxidos
em escala preparativa, e sim, avaliar linhagens de bancos brasileiros de
microrganismos em reacoes de oxidacdo enantiosseletiva de sulfetos visando sua
utilizacdo na obtencé@o de intermediarios pivd para sinteses assimétricas. Nao
foram avaliadas as enzimas comerciais € microrganismos da literatura, pois tinha-
se como objetivo avaliar o potencial enzimatico de microrganismos preservados na
Colecdo Brasileira de Microrganismos de  Ambiente e  Industria
(http://www.cpgba.unicamp.br/cbmai) e na Colecdo de Culturas Tropicais

(http://www.cct.org.br/).

Em contraste aos métodos sintéticos de preparacao de sulféxidos quirais,
a biocatalise de organossulfurados, ndo é extensivamente empregada com
propositos sintéticos. Com o aumento do emprego de sulféxidos quirais em
sinteses assimétricas, verificamos a necessidade de um método microbioldgico
adequado para a preparacdo fanto de (R) como de (S)-alquil-fenil-sulféxido,
sintons importante para uma variedade de intermediarios sintéticos. O etil-fenil-
sulfeto 105 foi selecionado como modelo de investigacdo de biooxidagao pelas
diversas linhagens. Nos trabalhos anteriores do nosso grupo foi obtido o etil-fenil-
sulféxido 106 apenas com a configuragédo S pelas trés linhagens testadas. O fungo
Aspergillus terreus CCT 3320 forneceu o melhor resultado na conversado (100%) e

excesso enantiomérico >99%.

4.2.1.1. Preparagao dos padroes para selecdo de microrganismos

Para a avaliacdo das linhagens foi sintetizado o etil-fenil-sulfeto 105.
Conforme mostrado no Esquema 23, o tioéter 105 foi obtido pela reacéo
nucleofilica do tiofenol 119 com excesso de iodeto de etila.” Inicialmente uma
solucdo de tiofenol foi vigorosamente agitada a 0°C quando foi adicionado
carbonato de potassio. Depois de homogeneizada a mistura adicionou-se o iodeto
de etila. O progresso da reacao foi acompanhado por CCD.

" Russell, G. A.; Pecoraro, . M. J. Am. Chem. Soc. 1979, 101, 3331.
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Esquema 23 — Obtencao do suifeto 105.

Apo6s a purificagdo do produto bruto por cromatografia em coluna obteve-
se 105 com 80% de rendimento. A caracterizacdo deste composto foi feita com
base na analise de seus dados espectroscopicos (RMN 'H e C) e
espectrométricos (EM). Pelo espectro de RMN 'H, a porgdo alquilica do etil-fenil-
sulfeto 105 foi confirmada pelo tripleto (J= 7,3 Hz) em &4 1,31 e o quarteto (J= 7,3
Hz) em &y 2,93, e porgao aromatica pelos sinais entre 64 7,15 a &4 7,40. O grupo
tioetil é responsavel pelo aumento da densidade eletrénica nas posi¢cdes orfo e
para do anel aromatico e pela blindagem do hidrogénio na posicdo metfa formando
um sistema de spin do tipo AA’BB’ (E 02). No espectro de massas observou-se a
ocorréncia do ion molecular em mfz 138 (100%) e picos caracteristicos,
correspondentes a perda do radical metila (m/z 123, 62%) e perda do radical etila
(m/z 110, 60%) (E 01).

Sulfetos podem ser oxidados aos sulféxidos correspondentes por uma
variedade de agentes oxidantes. O tratamento de sulfetos com peracidos,
peroxido de hidrogénio ou peroxidos de alquila produzem faciimente sulféxidos
racémicos. A formacdo de sulfona nestas reacbes & muito favorecida. Para a
obtencdo do sulfoxido racémico 106 utilizamos o método de Leonard e Johnson™.
A oxidacdo pelo meta-periodato de sodio & extremamente branda e oferece
elevados rendimentos de sulféxidos, livre de sulfetos ou sulfonas. Entretanto, seu
custo é mais elevado que outros reagentes oxidantes (p.e. peréxido de hidrogénio)
tornando o seu uso menos aconselhavel quando se trata de reacbes em larga
escala. A oxidacdo de aril-sulfetos com mefa-periodato pode ser realizada a
temperatura ambiente, porém um banho de gelo previne uma super-oxidacao.
Este procedimento poderéd sofrer pequenas modificacdes dependendo das

" Leonard, N. J. and Johnson, C. R. J. Org. Chem., 1962, 27, 282.
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propriedades fisicas do sulfeto e do sulféxido em questdo. O sulfeto 105 é
insolivel em &agua, necessitando a utilizacdo de um co-solvente. Utilizamos a
mistura agua-metanol na propor¢cdo de 1:1. Apés duas horas, a suspensao
resultante foi filtrada e tratada com cloroférmio e a mistura agua-cloroférmio foi
separada. A fase aquosa foi ainda submetida a extracéo com cloroférmio. Depois
da purificacédo do produto bruto por cromatografia em coluna obteve-se 106 com
90% de rendimento (Esquema 24).

O
I

\\/ NalO4 S \/
T MeoHH0
o°c 108

90%

Esquema 24 — Obtencéo do sulféxido 106.

A obtencido do composto 106 foi caracterizada pela observagéo, no
espectro de massas (E 05), do pico referente ao ion molecular em m/z 154 (24%)
e pico correspondentes a perda do radical etila (m/z 126, 63%), enquanto que pelo
espectro de RMN 'H (E 06), a ocorréncia de dois duplos quartetos (J= 13,6 Hz e
J= 7,5 Hz) em &y 2,78 e oy 2,90 foi atribuida a ressonancia dos hidrogénios
metilénicos diastereotdpicos da molécula. O padrdo de acoplamento da porcao
aromatica do sulféxido 106 é ainda mais complexa do que o sulfeto 105, onde
agora o hidrogénio da posigdo orfo € mais desprotegido pelo efeito anisotropico
dos elétrons n do grupo sulfinila. O padrdo do etil-fenil-sulfona 120 havia sido
sintetizado pelo nosso grupo e encontra-se disponivel no nosso laboratério.

Com os padrdes em maos realizamos a ofimizacdo da analise dos
compostos (C01). As analises foram realizadas no cromatégrafo gasoso (FID) HP-
6890 equipado com uma coluna capilar quiral (2,6-dimetil-3-pentil)-3-ciclodextrina
(25 m x 0,25 mm x 0, 25 um). Desta forma, confirmou-se a presenca do etil-fenil-
sulfeto 105, etil-fenil-sulfoxido 106 e etil-fenil-sulfona 120, e identificou-se a
configuragao do sulfoxido e o excesso enantiomérico pela analise dos padrées em
GC-FID equipado com a coluna capilar quiral utilizada nos experimentos de

biooxidagao do sulfeto.
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C 01 — Cromatogramas (GC-FID) equipado com coluna capilar quiral (2,6-dimetil-3-pentil)-3
ciclodextrina (25 m x 0,25 mm x 0, 25 um), detector 220 °C, injetor 200 °C, gas de arraste (H; ,10
psi} do padrao do a) etil-fenil-sulfeto 105, b} etil-fenil-sulfdxido 106 e c) etil-fenil-sulfona 107.

4.2.1.2. Selecdo de microrganismos pela oxidacdo do etil-fenil-
sulfeto

As linhagens de microrganismos encontravam-se conservadas em tubos
inclinados na geladeira do Laboratério de Biocatalise e Sintese (LABIOSIN) da
Unicamp. Portanto, inicialmente foram inoculados e cultivados em meio de exirato
de malte (ME) em tubos inclinados previamente esterilizados e mantidos em
estufa a 28 °C para obtencao de células “frescas”. Apos 3 dias, as linhagens foram
inoculadas em erlenmeyer (500 mL) contendo 100 mL de meio liquido (ME) e
colocados num agitador rotativo a 28 °C e rotacdo de 120 rpm. Depois de mais 3
dias, os meios contendo as células crescidas foram filirados sob vacuo e as
células umidas (2g) foram ressuspensas em erlenmeyer (125 mL) contendo 40 mL
de solugéo tampao fosfato (0,1 M) com pH =~ 7,0. Em seguida, adicionou-se 20 pL
do efil-fenil-suifeto 105 e novamente levados ao agitador rotativo a 28 °C e rotagéao
de 120 rpm e monitorados a cada 24 horas.
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Esquema 25 — Reag3o de biotransformacao do sulfeto 106.



Para o monitoramento retirou-se aliquotas de 0,5 mL da mistura reacional
gue foram exiraidas com 2 mL de acetato de etila. A fracdo organica foi seca
sobre sulfato de sédio e evaporada sob fluxo de nitrogénio até aproximadamente
50 ul. Desta solugdo foi injetado 1 uL para analise em cromatografia gasosa
acoplada ao detector por ionizagao de chama (GC-FID) equipado com uma coluna
capilar quiral (2,6-dimetil-3-pentil)-5-ciclodextrina (25 m x 0,25 mm x 0, 25 um). As
reacbes foram acompanhadas durante 96 horas e os resultados estdo
apresentados na Tabela 4 (pag. 47).

A analise cromatografica revelou que em quatro experimentos obtivemos
sulféxido com configuracao S e em sete experimentos obtivemos a configuracédo
R. No experimento 9 (C 02) ndo houve excesso enantiomérico. Nos experimentos
observou-se pouca ou nenhuma formacéo de sulfona o que pode favorecer um
melhor rendimento na obtencdo de sulféxidos em biooxidacbes em escala
preparativa (Tabela 4).
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Penicillium sp. CBMAI 0208 Penicilium sp. CBMAI 0208
24 hs 48 hs

C 02 - Cromatogramas (GC-FID) obtidos pela reagdo enzimatica com células em repouso de
fungos. a) Penicillium sp. CBMAI 0208 com 24 hs e b) Penicillium sp. CBMAI 0208 com 48 hs.

O melhor resultado na obtencéo de (R)-106 foi observado na reacéo com
o fungo CCT 5553 (C 03, a - d) e na obtencdo de (S)-106 foi observado com
Cladosporium sp. CBMAI 0210 (C 03, e - h), ambos isolados do corpo da abelha
Trigonna sp.78. Apenas no experimento 9 (C 02) e 11 ndo houve a conversao

completa do sulfeto (C 03, e - h) apos 48 horas e 96 horas, respectivamente.

78 Bicalho, B.; Gongalves, R. A. C.; Zibordi, A. P. M.; Manfio, G. P. and Marsaioli, A. J..Z Naturforsch., C:
J. Biosci. 2003, 58, 746.
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Estes dados sdo bastante importantes tendo em vista a
enantiocomplementaridade dos microrganismos.
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C 03 - Cromatogramas (GC-FID) obtidos pela reagdo enzimatica com células em repouso de
fungos. a) Fungo CCT 5553 com 24 hs, b) Fungo CCT 5553 com 48 hs, ¢} Fungo CCT 5553 com
72 hs, d) Fungo CCT 5553 com 96 hs, e) Cladosporium sp. CBAMAI 0210 com 24 hs, f)
Cladosporium sp. CBAMAI 0210 com 48 hs, g) Cladosporium sp. CBAMAI 0210 com 72 hs e h)
Cladosporium sp. CBAMAI 0210 com 96 hs.
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Tabela 4. Reacgdes de oxidacao enzimatica do etil-fenil-sulfeto 105 com células de
fungos

t(h)’ c’ Sulfoxido(%)  Sulfona(%) ee (%) Configuracao®

01 Geotrichum candidum CCT 1205

24 91 91 - 39 S

72 100 41 59 65 S

96 100 100 - -
02 Asperglllus niger CCT 1435

24 42 42 42 S

48 73 73 - 28 S

72 100 100 - 0 -

96 100 34 66 76 R
03 Rhizopus oryzae CCT 4964

24 55 55 13 R

48 76 76 - 0 -

72 100 100 0 -
04 Trichoderma sp. CCT 5551

24 91 91 - 65 R

48 96 96 - 68 R

72 98 98 - 63 R

98 100 95 5 59 R
05 Nodulisporium sp. CCT 5552

24 71 71 10 NC

48 96 96 - 32 R

72 100 100 45 R
06 Fungo da abelha CCT 5553

24 26 26 - 97 R

48 93 93 - 82 R

72 97 97 - 91 R

96 100 100 92 R
07 Aspergillus sp. CBMAI 0207

24 83 83 - 86 R

48 97 97 - 79 R

72 100 100 - 93 R

96 100 76 24 89 R
08 Fungo da abeltha CBMAI 0205

24 0 - - -

48 100 100 79 S
08 Penicillium sp. CBMA! 0208

24 14 14 - 0 -

48 80 80 0 -
10 Penicillium sp. CBMAl 0209

48 93 93 46 R

72 100 100 53 R
11 Cladosporium sp. CBMAI 0210

24 77 77 >89 )

48 97 97 - 96 S

72 98 98 - 97 S

96 98 99 >89 S
12 Aspergillus ochraceus CBMAI 0211

24 34 34 - 33 S

48 100 100 - 37 S

96 100 87 13 40 S

t: tempo; c: convers3o determinada por CG:; ee: excesso enantiomérico; Config.: configuragio absoluta. NC: ndo confiavel.
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Com relacdo aos excessos enantioméricos os melhores valores foram
obtidos nos experimentos 6 (C 03,a-d), 7 (C 04) e 11 (C 03, e - h). O fungo 5553
(C 03, a - d) e Aspergillus sp. CBMAI 0207 (C 04) apresentaram a mesma
seletividade em relacdo ao etil-fenil-sulfeto 105 e produziram o sulféxido com a

configuracdo R, enquanto que Cladosporium sp.CBMAI 0210 (C 03, e - h)
produziu a sua antipoda.
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C 04 — Cromatogramas (GC-FID) obtidos pela reagdo enzimatica com células em repousc de
fungos. a) Aspergillus sp. CBMA! 0207 com 24 hs, b) Aspergillus sp. CBMA! 0207 com 48 hs, ¢}
Aspergilius sp. CBMAI 0207 com 72 hs e d) Aspergillus sp. CBMAI 0207.

A obtencao dos sulféxidos enantiomericamente puros, (R) - 106 ou (S) -
106 pode ser alcancado de duas formas: a) oxidacdo enantiosseletiva do sulfeto
105 e b) formacédo néo-estereosseletiva do (+)-sulféxido 106, seguida de oxidacio
enantiosseletiva do sulféxido para sulfona 120 (resolugéo cinética do racemato).

Os experimentos, de modo geral, apresentaram comportamentos
distintos. Todos experimentos apresentaram a formacédo do sulféxido a partir do

primeiro dia e sem a formacdo de sulfona. Durante este periodo inicial, os
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experimentos 6 (C 03, a - d), 7 (C 04) e 11 (C 03, e - h) ja forneceram bons
excessos enantioméricos.

Nao foi observada nenhuma relacdo da maior ou menor oxidacdo do
sulfeto 105 no primeiro dia com o melhor ou pior resultado nos excessos
enantioméricos. Nos experimentos 1 (C 05,a-¢),4(C06,d-g),5(C07,a-d)e
10 (C 07, e - h) houve uma conversdo maior do que 70% e os excessos
enantioméricos foram ruins ou moderados. Nos experimentos 7 (C 04) e 11 (C 03,
e - h) houve uma conversao maior do que 70% e os excessos foram bons ou
excelentes.

No segundo dia, ocorreu uma pequena melhora dos excessos
enantioméricos nos experimentos 2 (C 05, d - g) e 12 (C 08) decorrente a
oxidacdo enantiosseletiva do sulféxido, ao contrario dos experimentos 4 (C 06, d -
g) e 7 (C 04), onde houve uma suave perda no excesso. Os excelentes excessos
enantioméricos dos experimentos 6 (C 03, a - d) e 11 (C 03, e - h) observados no
final do periodo de 96 horas resultaram da oxidac@o enantiosseletiva do sulfeto.

No experimento 2 (C 05, d - g) ocorreu um fendmeno interessante. A
reacdo iniciou com a oxidacdo enantiosseletiva formando o (S)-sulféxido com 42
% de ee. A medida que o sulfeto era consumido, o excesso enantiomérico foi
diminuindo, indicando uma atividade enantiocomplementar produzindo a
substancia antipodal até completa racemizacdo quando o sulfeto foi
completamente convertido. Depois da completa conversdo do sulfeto o (S)-
sulféxido foi oxidado para sulfona e o (R)-sulféxido foi obtido com 76 % de ee.

A biocatalise em escala analitica é importante para caracterizar a
natureza da atividade enzimatica em microrganismos, incluindo aspectos
estereoquimicos. A complexidade das reagbes biologicas, especiaimente em
sistemas envolvendo enzimas limitadas por membranas e substratos pouco
soliveis em agua, como é o caso do presente estudo, oferece alguns valores

confiaveis no que se diz respeito a analise e interpretacao do valor de ee.
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C 05 — Cromatogramas (GC-FID) obtidos pela reagdo enzimética com células em repouso de
fungos. a) G. candidum CCT 1205 com 24 hs, b) G. candidum CCT 1205 com 72 hs, ¢) G.
candidum CCT 1205 com 96 hs, d) A. niger CCT 1435 com 24 hs, e) A. niger CCT 1435 com 48

hs, f} A. niger CCT 1435com 72 hs e g} A.

niger CCT 1435 com 96 hs.
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C 06 — Cromatogramas (GC-FID) obtidos pela reacdo enzimatica com células em repouso de
fungos. a) R. oryzae CCT 4964 com 24 hs, b) R. oryzae CCT 4964 com 48 hs, ¢) R. oryzae CCT
4964 com 72 hs, d) Trichoderma sp. CCT 5551 com 24 hs, e} Trichoderma sp. CCT 5551 com 48
hs, f) Trichoderma sp. CCT 5551 com 72 hs e g) Trichoderma sp. CCT 5551 com 96 hs.
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C 07 — Cromatogramas (GC-FID) obtidos pela reag@o enzimatica com células em repouso de
fungos. a) Nodulisporium sp. CCT 5552 com 24 hs, b) Nodulisporium sp. CCT 5552 com 48 hs, ¢)
Nodulisporium sp. CCT 5552 com 72 hs, d) Nodulisporium sp. CCT 5552 com 96 hs, e) Fungo de
abelha CBMAI 0209 com 48 hs, f) Trichoderma sp. CCT 5551 com 72 hs, g) Penicillium sp. CBMAI
0208 com 96 hs e h) Penicillium sp. CBMAI 0209 com 96 hs.
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C 08 — Cromatogramas (GC-FID) obtidos pela reag&o enzimatica com células em repouso de
fungos. a) A. ochraceus CBMAI 0211 com 24 hs, b) A. ochraceus CBMAI 0211 com 48 hs e c) A
ochraceus CBMAI 0211 com 96 hs.

Deve-se considerar, nestes experimentos, a presenca de isoenzimas,
enzimas que realizam a mesma reacdo, mas diferem apenas na sequéncia de
alguns aminoacidos, afinidade de substrato, Vmax, etc.”® Estas enzimas podem ser
enantiocomplementares com seu substrato natural.

Nazo obtivemos informagdes sobre qual tipo de sulfoxidase esta atuando,
tépico complexo, uma vez que ambas as enzimas do tipo P-450 ou flavinas s@o
capazes de oxidar sulfetos. Além disso, enzimas da mesma familia apesar de
possuirem sitios ativos semelhantes, possuem diferentes apoenzimass", maiores
responsaveis pela especificidade do substrato e do regio- e estereocontrole da
biorreagdo, ou seja, a variagdo desta porcdo na enzima € responsavel pela
especificidade da enzima.

Apesar dos excelentes resultados na oxidacdo estereosseletiva do etil-
fenil-sulfeto 105 é necessario identificar novos substratos e novos microrganismos
para obtengdo de uma maior variedade de sulféxidos quirais e intermediarios
sintéticos. Nos estudos anteriores do nosso grupo, além do etil-fenil-sulfeto 105
foram oxidados analogos contendo substituintes em meta ou para com grupos
metilicos e cloro pela cepa de Aspergillus terreus CCT 3320.

7 Nelson, D. L. and Cox, M. M. Lehninger Principles of Biochemistry. 2000, 3% ed, Worth Publishers, New
York, p. 555.

%0 Apoenzima é a porgio protéica de uma enzima, excluidos quaisquer grupos prostéticos ou co-fatores
organicos ou inorgénicos que possam ser requeridos para a atividade catalitica. {(Nelson, D. L. and Cox, M.
M. Lehninger Principles of Biochemistry. 2000, 3% ed, Worth Publishers, New York, p. G-1)
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Assim, a oxidacao do sulfeto 105 forneceu o (S)-sulféxido 106 com
excesso enantiomérico > 99% e conversdo de 76%. A oxidacdo do sulfeto 121
forneceu o (S)-sulféxido 122 com excesso enantiomérico 95% e conversdo de
66%, enquanto que a oxidacdo do sulfeto 124 forneceu o sulféxido 125 com
excesso enantiomérico > 99% e 59% de conversdo, mas a sua configuragdo ndo
foi determinada.®’

9 o, ,0
N i
©/S\/ M.O. S ©/S\/
PR = +
4108 106 120
7 Q.0
PSS, -+
421 122 123
Q o,_,0
N\ 4
S\/ M. O. S\\/ S~
—_— +
Ccl 124 cl 125 Ci 126

Esquema 26 — Biooxidacao dos sulfetos 105, 121 e 124 pela linhagem de A. ferreus CCT 3320%

No presente trabalho, optamos em manter a porcédo fenilica da molécula e
alterar o substituinte etila por grupo de demanda eletrénica e estérica distinto para
observarmos a acédo do A. ferreus CCT 3320 e compararmos os resultados com
os anteriores.

8 Porto, A. L. M. Isolamento e Sele¢do de Microrganismos Brasileiros para Reagdes de Biocatdlise e
Produgdio de Metabdlitos. Tese de Doutorado, Unicamp, 2002.
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4.2.1.3. Obtencao do 3-tio-fenéxi-1-cicloexanona 128 e o sulféxido

correspondente 3-fenil-sulfinil-1-cicloexanona 129

Os sulfetos di-aril-substituidos j& se mostraram ineficientes nas
biooxidagﬁes.52 Desta forma, sintetizamos substratos com substituintes ainda nao
citados na literatura. Para testarmos a biooxidagdo de uma outra variedade de
sulfetos, obteve-se facilmente o 3-tio-fendxi-1-cicloexanona 128 pelo método
descrito por Carreio® a partir da adicéo nucleofilica do tiofenol a 2-cicloexen-1-
ona 127 (Esquema 27). Adicionou-se tiofenol a uma solugdo alcodlica de 2-
cicloexen-1-ona a qual foi submetida a agitacdo constante por 16 horas a
temperatura ambiente. A mistura reacional foi evaporada a presséo reduzida e o
produto bruto foi purificado por cromatografia, fornecendo o sulfeto 128.

Apesar de adigdes 1,4 a compostos carbonilicos a,B-insaturados serem
favorecidas pela temperatura reacional mais elevada, para reagao com o tiofenol
119 isso ndo é necessario, pois os ti6is sdo excelentes nucledfilos, e apesar de
analogos aos alcoois, ndo necessitam de acido ou base como catalisador, e

favorecem a formacao do produto cinético.®

O

SH S
EtOH

t.a.
89,45%

128
118 127 o}

Esquema 27 — Preparacéo do sulfeto 128.

A caracterizagdo do sulfeto 128 foi realizada pela observagao no espectro
de RMN de 'H da auséncia dos sinais de hidrogénio olefinicos do material de

partida (composto 127) e do surgimento do hidrogénio tipo carbindlico em on 3.42.

82 Carrefio, M. C.; Ruano, J. L. G.; Urbano, A.; Remor, C. Z. and Arroyo, Y. Tetrahedron Asymmetry. 1999,
10, 4357.

8 Clayden, J.; Greeves, N.; Warren, S. and Wothers, P. Organic Chemistry. Oxford University Press, New
York, 2001, p. 237.
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(E 10). Observou-se também um conjunto de sinais entre o4 2,70 e 1,85,
atribuidos aos outros hidrogénios da porcdo cicloexanona. A presenga inequivoca
da carbonila cetonica foi destacada no espectro de '*C pelo deslocamento tipico
em 8¢ 208,33, enquanto que em &¢c 132,97, observou-se um sinal tipico de
carbono aromatico sem hidrogénio (E 11).

No espectro de massas observamos a ocorréncia do ion molecular em
m/z 206 (69%) e a contribuicdo dos is6topos do enxofre para os picos M + 1
(associada a contribuicdo M + 1 dos carbonos) e M + 2 e, com freqliéncia, para
picos correspondentes aos fragmentos contendo enxofre, facilita a identificagéo de
compostos organossulfurados (E 09). O pico m/z 110 (38%) correspondente ao
cation radical tiofenol caracteristico para estes compostos. O pico de m/z 55 (42%)
é caracteristico da presenca de cetonas ciclicas.

A porcao aromatica da molécula foi confirmada pela presenca dos sinais
entre 8y 7,20 a 84 7,47 no espectro de RMN de *H (E 10) e os sinais entre 3¢ 127
a 8¢ 133 no espectro de RMN de °C (E 11).

O padrao 129 para o acompanhamento da biooxidagdo do sulfeto 128 foi
obtido pela oxidacao de 3-tiofendxi-1-cicloexanona 128 com NalO, (Esquema 28).
Entretanto, a oxidagdo deste sulfeto ofereceu uma mistura de produtos e um baixo
rendimento (42 %). Decidimos tentar a oxidacdo com o &cido meta-cloro-
perbenzoico (AMCPB), mas o resultado foi ainda pior.

o)
i
S S
NalO4
MeOH/H,0
128 0°c 129
o 42% o

Esquema 28 — Obtencéao do sulfoxido 1289.
Além disso, 3-fenil-sulfinil-1-cicloexanona 129 sofre degradacéo

espontanea dificultando a sua purificagdo. A analise deste composto por CG-EM
nédo foi possivel, pois o analito sofria decomposicéo térmica no injetor. Entretanto,
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pudemos confirmar a formacgéo do sulféxido pela oxidagdo com NalQ, através dos
dados de RMN de 'H (E 13).

Observamos em 8y 3,32 o efeito de blindagem do grupo sulfinila sobre o
hidrogénio o e entre 34 7,57 a 7,72 os hidrogénio meta e para do anel aromatico,
enquanto que os hidrogénios orto desblindados estao entre em &y 7,86 a7,92. No
espectro de RMN de ®C (E 14) podemos confirmar a presenca do carbono

carbonilico em 8¢ 206.

4.2.1.4. Obtencdo do 2-tio-fenil-acetato de metila 130 e o sulfoxido

correspondente 2- fenil-sulfinil-acetato de metila 131

Um outro substrato para o teste de biooxidagao foi o 2-tiofenil-acetato de

metila, decorrente da alquilacdo do bromo-acetato de metila com tiofenol

(Esquema 29).
0
¢]
SH S\)J\
Bf\/U\ K2C03 OMe
* OMe o
CHCl,, 0°C-ta.
v
119 129 60% 130

ESQUEMA 29 — ObtencZo do sulfeto 130.

O procedimento utilizado foi o mesmo para a obtengao do etil-fenil-sulfeto
105, porém o rendimento obtido foi de apenas 60%. A obtencac de 130 foi
caracterizada pela observagio, no espectro de massas, ion molecular em m/z 182
(77%) e a contribuicdo dos isétopos do enxofre para os picos M + 1 (associada a
contribuicio M + 1 dos carbonos) e M + 2 (E 16). Em ésteres metilicos ocorrem
dois picos caracteristicos em M — 31 e M — 59. O primeiro é decorrente a perda do
radical *OMe (m/z 151, 1) e neste composto foi menos importante, enquanto que a
perda do radical “COOMe é responsavel pelo pico base (m/z 123). A andlise do
espectro de RMN de '"H (E 17), nos revelou um singleto intenso em &y 3,60

referente aos hidrogénios da metoxila e um singleto em &y 3,70 dos hidrogénios
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metilénicos, enquanto que o carbono carbonilico de éster foi confirmado pelo sinal
em §¢c 169,87 (E 18).

O padrao oxidado do sulfeto 130 foi obtido pelo método de Leonard e
Johnson’” e obteve-se o 2-fenil-sulfinil-acetato de metila 131 com 81% de
rendimento. O produto foi confimado por RMN de 'H, RMN de *C e EM
(Esquema 30).

o o) o)
s P
OMe NalO, OMe
MeOH/H,0
130 0°c 431

81%

Esquema 30 - Preparacio do sulfeto 131.

A presenga do grupamento sulfinila modifica significativamente a
fragmentacdo éster metilico em comparacdo ao seu analogo bivalente. Os picos
em M - 31 e M — 59, sdo menos importantes, e observou-se o pico base de m/z
125 caracteristico de derivados sulfinil benzenos (E 20).

No espectro de RMN de 'H observa-se um singleto intenso referente aos
hidrogénios da metoxila em 38y 3,71 e dois dubletos (J= 14,0 Hz) em &4 3,69 e 64
3,84 atribuidos aos hidrogénios metilénicos diastereotépicos da nova molécula (E
21).

4.2.1.5. Biooxidacdo dos compostos 128 e 130 com A. ferreus
CCT 3320

Os novos substratos mantém o grupamento arila e substitui o grupamento
alquila por grupamentos contendo uma porcéo carbonilica de diferente demanda
estereo-eletronica. Os substratos se mostraram bastante estaveis em solucado
tampao fosfato (0,1 M) com pH ~ 7,0. Efetuou-se o acompanhamento preliminar

das biooxidagdes por CCD, entretanto, na presenca de 2 g de células Umidas da
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linhagem de Aspergillus terreus CCT 3320 os sulfetos 128 e 130 foram
completamente degradados e n&o foi verificada a formacéo dos respectivos
sulféxidos. Fazendo uma analogia com alguns estudos sobre a oxidacao de
sulfetos verifica-se que a presenca de grupos retiradores de elétrons, PhSCHzX
(X= grupo retirador de elétrons), favorece a desprotonacao, através de uma
espécie cation-radicalar, fornecem quase que exclusivamente a clivagem oxidativa
da ligacdo C-S do sulfeto® (Esquema 31). Portanto ndo demos seqliéncia ao uso
destes substratos em sulfoxidacGes.

Ph Ph
s R 0 [o]
e yooNS N O, ] /O + /U\ + /u\
+ Co e T \S
_.N-‘ ® MeOH @ R H R OH
ta.

Col(ll) (bzacen}
R=-COPh >95% 81% 13%
R=-CN >959%, n.d. n.d.
R=-CO,Et 52% n.d. n.d.

Esquema 31 — Reacdes de sulfetos com compiexo Co(i)-O,.

4.3. Aplicagéo de sulféoxidos quirais obtidos por biocatalise

A sintese organica moderna necessita de um arsenal de metodologias
para ter acesso a um maior nimero de compostos enantiomericamente puros €
carbégenos® quirais contendo o grupo sulfinila que sao intermediarios versateis
em sinteses assimétricas. Particularmente, o sulfoxido quiral 132 da origem a
compostos pivoé contendo uma fungdo alcool 135, epé6xido 136, cetona 133 ou
imina 137, etc, importantes intermediarios em sinteses assimétricas (Esquema
32).

# Watanabe, Y.; Numata, T. and. Oae, S Bull. Chem. Soc. Jpn. 1982, 55, 1915.

8 Os termos carbogénos e carbogénica sdo considerados como sindnimos dos termos tradicionais compostos
orgdnicos e orgdnica. (Corey, E. J. and Cheng, X, -M. The Logic of Chemical Synthesis 1995, 2° ed, Wiley-
Interscience, New York, p. 96)
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Esquema 32 — Grupos funcionais acessiveis a partir de sulféxidos quirais

Muitos trabalhos apresentam uma visao geral da utilizacdo dos sulféxidos,
entretanto, nao focalizam a sua importancia na sintese de produtos naturais e de
compostos biologicamente ativos. Além disso, encontramos apenas um trabalho
de utilizacdo direta em sintese de sulféxido quiral obtido por biooxidacao
empregando microrganismos,®® mas a metodologia utilizada forneceu apenas 17%
de excesso enantiomérico.

Nesta etapa deste estudo realizamos a producdo do etil-fenil-sulfoxido
106 enriquecido por biocatalise e sua aplicacdo na obtencao de intermediarios B-
ceto-sulfoxidos 133. Desta forma objetivamos a aplicacdo do sulféxido 106 na
obtencdo de cetonas quirais. O nosso alvo foi o (S)-(+)-4-metil-3-heptanona 141,
principal feroménio de alarme de formigas do género Atfa. Os feroménios séo
biomoléculas responsaveis pela comunicacéo entre individuos da mesma espécie
e de espécies diferentes. Esta cetona foi identificada na formiga cortadeira (Affa

86 Abushanab, E.; Reed, D.; Suzuki, F.; Sih, C. J. Tetrahedron Lett. 1978, 37, 3415.
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texana) e em outra espécie do mesmo género, a Affa cephalotes. 8 A sintese
desta cetona ja foi realizada por Silverstein.

4.3.1 Sintese de Silverstein

O grupo de pesquisa do Prof. Silverstein realizava estudos sobre o0s
compostos que participam do sistema de comunicagéo das formigas do género
Atta quando atacadas por fungos. Estes compostos sdo opticamente ativos e a
determinacdo de sua configuracdo absoluta e pureza enantiomérica apenas €
viavel apoés o emprego de uma amostra de referéncia sintetizada com a
configuracdo absoluta e pureza enantiomérica determinadas.

Desta forma, o grupo de Silverstein partiu para a sintese da cetona quiral
141, inicialmente pela resolugdo do acido 2-metil-pentandico na presenca do a-
metil-benzilamina seguida pela alquilagao com etil-litio. Infelizmente, a solubilidade
dos sais diasterioméricos dificultaram a sua separacdo. Assim, empregaram uma
sintese mais longa a partir do metilmalonato de dietila 142, e também pouco
elegante, onde a etapa determinante para o excesso enantiomérico € uma
resolucéo quimica® (Esquema 33).

O metilmalonato de dietila 142 foi alquilado com cloreto de alila formando
o ali-metil-malonato de dietila 143 (63 %). O di-éster foi hidrolisado (83 %) e o di-
acido descarboxilado produzindo o acido 2-metil-4-pentendico 145 (98%). A
resolugao cinética do acido 145 foi promovida pela reagao com guinina diidratada
fornecendo o (S)-(+)-acido 2-metil-4-pentendico 145 com apenas 7% de
rendimento. O acido 145 foi hidrogenado sob catalisador de Adams®® fornecendo o
(S)-(+)-acido 2-metil-4-pentandico 146 (61 %). Finalmente, o (S)-(+)-4-metil-3-
heptanona 141 foi obtida pelo tratamento do acido enriquecido com 2 equivalentes
do etil-litio (78%).

¥ Riley, G.; Silverstein, R. M. and Moser, J. C. Science. 1974, 183, 760.
% Riley, G. and Silverstein, R. M. Tetrahedron. 1974, 30, 1171.
89 A hidrogenagio catalisada com 6xido de platina (PtO,) minimiza a redugdo da cetona.
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{a) o racemato foi dissolvido em sol. de quinina diidratada em acetona a quente e resfriada a t.a.
(b) éxido de platina em EtOH absoluto.

H Me
141

[alp? = +21,0° (1.0, CHCI3)

Esquema 33 - Sintese de Silverstein do feromonio de alerta da formiga Atfa texana %

4.3.2 Planejamento da Sintese

Quando focalizamos a cetona quiral 141 e elaboramos sua analise

retrossintética, pensamos nas metodologias preparativas mais comumente usadas

com carbogénos contendo grupo sulfinila.

Esquema 34 - Analise retrossintética para (S)-(+)-4-metil-3-heptanona 141.

Nossa analise retrossintética da cetona 141 nos indicou que a eliminagao

redutiva do grupo sulfinila do composto 147 levaria a formacédo da metil cetona

141. A configuracdo S no carbono quaternario no B-ceto-sulféxido 147 é derivada
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da dialquilacdo do B-ceto-sulféxido 148. Isso seria possivel pela metilacédo seguida

pela propanacao ou vice-versa (Esquema 35).

5 SR
I
Phew 1) base, R X Ph;"-s%]/\
a 2) base, R'X i

! i

Esquema 35 - Esquema da dialquilacao.

Ogura e colaboradores reportaram que a segunda alquilacdo ocorre
preferencialmente pelo lado do anel aromatico. Assim, o grupo fenila ligado ao
enxofre exerce um controle estereoeletrdnico na alquilagdo® produzindo
compostos dialquilados com razbes diastereoisoméricas variando de 60 - 99%
(Esquema 36).

/\ s 70 E"; eletréfile

Al

Esquema 36 ~ Modelo proposto por Ogura e colaboradores.®

Entretanto, Kosugi e colaboradores reportaram o baixo rendimento da
mono-alquilacao (30 %) atribuido a formacdo de produtos de di-alquilacdo e O-
alquilagdo.®’ Desta forma, optaram pela metodologia de Kunieda® para obtencdo
de B-ceto-sulféxidos aciclicos pela condensacao tipo aldol do sulféxido com um
éster o qual produziu uma mistura diastereomérica (1:1) do produto mono-
alquilado (Esquema 37).

% Fujita, M.; Lida, M.; Manako, K..; Sato, K.; Ogura, K. Tetrahedron Lett. 1993, 34, 645.
o Kosugi, H.; Kanno, O. and Uda, H. Tetrahedron: Asymmeiry. 1994, 5, 1139.
%2 Kunieda, N.; Nokami, J. and Kinoshita, M. Chem. Letz. 1974, 369.
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Esquema 37 — Reacéo tipo aldol realizada por Kosugi.

A rota sintética proposta no presente trabalho possui somente trés etapas
onde a primeira etapa envolve o método de Kunieda® realizando a condensagso
de um sulféxido com um éster levando a formagdo de um B-ceto-sulféxido 152
mono-alquilado (Esquema 38).

0 o o
- 1) LDA o NaH, Prl
®IIee s /
o’ > T . Ph DMF

(S)-106
o )k/ 152

Niquel de
Raney W-2

o)

141
Esquema 38 - Proposta de sintese do feroménio da formiga Atta fexana.

A segunda etapa envolve a alquilagdo de 152 com iodeto de n-propila na
presenca de hidreto de sddio (NaH) em di-metil-formamida (DMF). Por fim, o

produto sera submetido a uma eliminagéo redutiva do grupo sulfinila com niquel
de Raney (W-2) produzindo o feroménio.
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4.3.3. Resultados e discussé@o

4.3.3.1. Preparacao do éster, do haleto de alquila e do niquel de
Raney W-2

Para a obtencado da cetona quiral 141, realizamos inicialmente a versao
racémica da reacdo para testarmos a metodologia e ganhar intimidade com os
métodos a serem empregados.

Para tanto, produziu-se o propionato de etila pela esterificacdo do acido
propidnico. Utilizamos o método tradicional de esterificac@o catalisada por acido.
Adicionamos num baldo o acido propidnico, o alcool etilico bidestilado e o
catalisador, acido sulfurico concentrado. A mistura foi levada ao refluxo por 12
horas e depois destilada. Na primeira fracdo da destilagao retiramos o excesso de
alcool e na segunda fracdo, o éster. Esta fracéo foi tratada com agua e seca,
fornecendo o éster (89 %) (Esquema 39). O éster foi tratado de acordo com o
procedimento de Perrin.%® A producgdo do éster foi confirmada pela espectrometria
de massas (E 24) e a biblioteca Wiley 275.

? 0
H,S0, conc. i
+ OH AT
\/ko!q ~ A \/\OEt
153 154 155

Esquema 39 — Obtencéo do propionato de etila.

O iodeto de n-propila foi preparado a partir do brometo de n-propila em
acetona na presenca do iodeto de sédio para promover uma substituicdo
nucleofilica (Esquema 40). Em solventes apréticos com constante dielétrica
moderada as reacdes nucleofilicas com alquil haletos primarios se processam pelo
mecanismo bimolecular levando ao produto majoritario.** Depois de evaporado o

% Perrin, D. D. and Armarego, L. F. Purification of Laboratory Chemicals. Pergamon Press, 2° ed, New York,
1980, p. 555.
% Smith, M. B. Organic Synthesis.McGraw-Hill, 2° ed, New York, 2002, p. 100.
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solvente, o residuo foi tratado fornecendo 1,89 g (70%). O produto foi confirmado

por RMN de 'H (E 25), RMN de "3C (E 26) e EM (E 27).
Nai

S~y acetona, ta. SN
156 157

Esquema 40 — Obtenc&o do iodeto de n-propila 157.

O pico do ion molecular de iodeto alifaticos € mais intenso dentre todos os
halogenetos (m/z 170). Como o iodo € mono-isotopico, ndo ha nenhum pico de
isétopo caracteristico. No espectro de RMN de 'H os hidrogénios a metilénicos em
dn 3,18 (¢, J 7,0 Hz) s&o mais protegidos do que se esperaria para o seu anélogo
bromado. No espectro de RMN de *C o chamado “efeito do atomo pesado” é
muito mais acentuado na presenca do iodo, desta forma observamos os carbono o
e yem oy 9,65 e 15,36, respectivamente.

Por fim, preparou-se o niquel de Raney a partir de uma liga de niquel-
aluminio. Existem muitos tipos de niquel de Raney, diferindo basicamente no seu
modo de preparo. Esses métodos essencialmente determinam o hidrogénio
contido como também a reatividade de cada tipo de niquel de Raney. O mais
popular tipo deste reagente € o “W’ que pode ser preparado de sete maneiras
diferentes. O tipo de niquel de Raney empregado na dessulfurizacdo de uma
variedade de carbogénos sulfurados € do tipo W-2. A diferenca basica destes tipos
de liga esta na concentracdo da solucdo de hidroxido de sédio e a forma de
neutralizagéo.

A liga de niquel-aluminio foi tratada com a solugdo de NaOH-25% a
temperatura ambiente. Durante a adicdo da liga, a solugdo é mantida em banho de
gelo. Ao iniciar a evolugéo do gas a solugéo ¢ retirada do banho de gelo até atingir
a temperatura ambiente quando colocamos a solugdo em banho de odleo para
manter a temperatura de 30 °C por 12 horas, garantindo a permanéncia da
evolugdo do gas hidrogénio. Em seguida, a agitacdo € interrompida para
decantagdo do niquel que é lavado com solugdo de NaOH-10% e depois
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sucessivamente com agua destilada até a neutralizacdo. O niquel é lavado com
etanol e guardado em etanol absoluto.*®

4.3.3.2. Sintese do (+)-2-fenil-sulfinil-3-pentanona 152a

A otimizacéo da sintese racémica do feromdnio foi efetuada utilizando o
etil-p-toluil-sulféxido 106a devido a sua maior disponibilidade em relacdo ao etil-
fenil-suifoxido 106. Com todos reagentes @ mao, iniciou-se a sintese racémica do
feromonio pela adicdo de uma espécie carbonidnica gerada a partir do sulfoéxido
racémico 106a ao éster propidnico 155. Para tanto, utilizamos o diisopropilamideto
de litio (LDA), uma base forte, proveniente do tratamento da diisopropilamina com
butil-litio. O LDA foi preparado in sifu pela adicao de butil-litio a uma solucdo
homogeneizada de diisopropilamina em THF a — 78 °C em atmosfera inerte.
Depois de compieta adigéo'a temperatura do meio reacional foi elevada a 0 °C,
onde permaneceu durante 30 minutos quando a temperatura da reacao foi
conduzida novamente para — 78 °C para a adicdo de uma solucdo de (x)-etill-p-
toluil-sulféxido 106a. Em seguida, a temperatura reacional foi elevada a 0 °C e
esta adquiriu uma coloragdo amarela intensa revelando a formagdo do &nion
sulféxido. Depois de 30 minutos a temperatura da reacao foi levada novamente a
— 78 °C e finalmente foi adicionado o propionato de etila 155. Apos a adicdo do
éster a temperatura reacional foi elevada a 0 °C e a coloragdo da mistura
imediatamente tornou-se amarela clara e depois incolor, indicando o consumo do
anion sulféxido. A reacdo foi acompanhada por CCD durante 1 hora quando foi

adicionada uma solucao saturada de cloreto de aménio (Esquema 41).
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Esquema 41 - Obtencéo do composto 152a racémico.

% Mozingo, R. Organic Syntheses, 1941,Collective vol. 3, 20-29, p 181.
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Ap6s a purificacdo do produto bruto por cromatografia em camada
delgada obteve-se (+)-152a com 90% de rendimento. A analise por CG-EM néo foi
possivel devido a decomposigdo do produto no injetor, em uma possivel retro-
aldol. Desta forma sua caracterizagao foi feita com base na analise de seus dados
espectroscopicos.

Pelo espectro de RMN de 'H (E 28), a porcdo cetdnica da molécula foi
conf rmada pelo duplo tripleto (J= 7,3 Hz) em & 0,96 e o quarteto (J= 7,3 Hz) em
31 2,46. O duplo quarteto (J 6,9 Hz) em & 3,77 corresponde a duplicidade de sinal
do hidrogénio o aos grupos carbonila e sulfinila, e o duplo dubleto (J 6,9 Hz) em &y

1,28 confirmando a formagéo do produto de condensacao aldélica.
4.3.3.3. Sintese do (+)-4-metil-4-fenil-sulfinil-3-heptanona 147a
Como passo seguinte, promoveu-se uma reagdo de alquilagdo em

condicdes tipicas adicionando o iodeto de n-propila a uma solugdo do B-ceto-
sulféxido 147a e NaH em DMF a 0 °C (Esquema 42).

O
1) NaH ’
Q/ \]/U\/ 2) l/\/
DMF, 0 °C

Esquema 42 - Obtencgao do composto 147a racémico.

Depois de tratada com agua, a solugdo foi extraida com acetato de etila,
seca sobre Na,SO,, evaporada sob pressdo reduzida e purificada em placa
preparativa fornecendo 99,9 mg (83%). O produto da reaco foi analisado por CG-
EM, mas houve total degradacao térmica no injetor. Além disso, ao analisa-lo no
dia seguinte por CCD observamos o surgimento de varias manchas indicando a
decomposicéo do composto. Repetimos as duas etapas reacionais e obtivemos o
composto 147a dialquilado para imediata confirmacdo pelos métodos
espectroscopicos (RMN de 'H e de '°C), entretanto nao conseguimos uma

purificacé@o eficiente.
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Pelo espectro de RMN de 'H (E 29), foi confirmado pelos sinais em &y
0,90 dos hidrogénios metilenos e em &y 1,90 e 84 1,95 correspondente aos
hidrogénios metilénicos da porcéo alquilica proveniente da alquilacdo. O produto
formado também foi confirmado pelo espectro de RMN de °C (E 29) pelos sinais
em d¢c 16,20, oc 26,00 e §¢c 28,14, referente ao carbono metilicos e aos dois

carbonos metilénicos, respectivamente.

4.3.3.4. Dessulfurizacdo do (+)-4-metil-4-fenil-sulfinil-3-heptanona
147a

Concluindo a sintese racémica do ferombnio, promoveu-se a
dessuifurizacéo do produto bruto da sintese do composto 147 ja que este se
decompde rapidamente. O produto dialquilado foi dissolvido em etanol absoluto e
depois adicionado o niquel de Raney W-2 (Esquema 43).

O O
I o

S
Niguel de Raney
EtOH, ta.

di-147a (%) -141

Esquema 43 — Obtencao do feromonio 141 racémico.

Acoplou-se ao baldo um condensador de refluxo com sistema de
refrigeracdo a 0 °C para minimizar a perda do feroménio volati. A mistura
permaneceu desta forma durante 12 horas e apés este tempo foi filtrada em celite.

Nos trabalhos de Silverstein no isolamento da cetona quiral a partir das
formigas do género Affa e da purificacdo da cetona quiral proveniente de sintese
foi utilizado cromatografia gas (CG) preparativa. Ndo dispinhamos deste
equipamento para o isolamento do feromdnio produzido em nosso laboratério.
Desta forma, analisamos por CG-EM (C 9) o headspace do frasco contendo a
mistura reacional e observou-se a formacao do produto de interesse pela analise

espectrométrica, confirmada pela biblioteca Wiley 275 (E 31). Otimizou-se a
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analise da cetona racémica 141 em CG-EM equipada com coluna capilar quiral

(Chrompack CD-chirasil, 25 m x 25 mm x 0,25 pm) (C 10).

8

THENE U I WA AT AN B N )

8

g
o

O

\)‘Y\/

(£)-141

/

D D HODE O

FORRIE NS IS SW IR N R TS ST

8 ‘r‘i . A_jﬁ . A

i

1

T
tempo 10.00

C 8 — Cromatograma de ion totais (CG-EM) equipado com coluna capilar de silica fundida HP-5 MS

(30 m x 0,25 mm x 0,25 um), da reagdo de dessulfurizagio do composto (+)-147a.

A 3000000
b TIC: HEPTO_1D
U 2500000 mistura da reagdo da heptanona racemica 10psi
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C 10 - Cromatograma de ion totais (CG-EM) equipado com coluna capilar quiral Chrompack CD-
chirasil (25 m x 0,25 mm x 0, 25 um), detector 280 °C, injetor 150 °C, gas de arraste (He ,10 psi)

obtido da reagéo de dessulfurizagdo do composto (+)-147a.
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4.3.3.5. Obtencdo do (S)-etil-fenil-sulfoxido enriquecido por

biocatalise

Para a obtencdo do sulféxido quiral decidiu-se utilizar o fungo
Cladosporium sp.CBMAI 0210 devido a sua eficiéncia na biooxidacao (Tabela 4, p.
47). A linhagem mantida a 4 °C foi inoculada em 3 tubos inclinados contendo meio
sélido de extrato de malte-agar 20% e mantido por 4 dias a 28 °C. Em seguida, 10
erlenmeyers de 500 mL contendo 100 mL de caldo nutritivo de exirato de malte
foram inoculados com as células frescas dos 3 tubos invertidos e mantidos em
agitador rotativo por 72 horas a 28 °C e rotacio de 120 rpm. Apés o periodo de
crescimento, as células foram filiradas e ressuspensas em 10 erlenmeyer de 125
mL contendo 40 mL de solugdo tampéo fosfato (0,1 M) com pH = 7,0.
Posteriormente foi adicionado 20 pL do etil-fenil-sulfeto 105 em cada erlenmeyer e
novamente levados ao agitador rotativo a 28 °C e rotagdo de 120 rpm por 96
horas. As células e o meio aquoso foram separados por filtracdo e o meio aquoso
submetido a extracdo continua com diclorometano por 72 hs. O extrato obtido foi
submetido a purificacao por cromatografia obtendo 93 mg (47 %) do sulfoxido com
92 % de excesso enantiomérico (C 11).

11000 3
10000 3 0 S'O
3 S
9000 = ~ ~
8000
3 (R)-(+)-106 (Sy(-)-106
7000 3 21.23
5000 j_- } 2088 h
tempo (\ 20!00

C 11 - Cromatograma (GC-FID) obtido pela reacdo enzimatica em escaia analitica com células em
repouso de Cladosporium sp. CBMAI 0210 com 96hs de reagdo.
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O menor excesso enantiomérico obtido pode ter sido ocasionado pela
diferente eficiéncia da reagdo em cada erlenmeyer cujo acompanhamento foi feito
por amostragem e nao de todos frascos.

O rendimento isolado ndo corresponde a conversdo observada nos
experimentos descritos na Tabela 4 (pag. 47). Alguns fatores podem ser citados
como responsaveis por esse resultado. No primeiro dia de biooxidagao foi notério
o forte odor do sulfeto na sala onde ficava o Shaker podendo haver perda por
volatilizacao. Além disso, o substrato é bastante hidrofébico e o sulféxido mais
soluvel em agua, sendo diferente a homogeneizacdo dos compostos em agua,
podendo mascarar uma boa conversdc cromatografica. Observamos
posteriormente que quando as células filtradas eram submetidas a extracdo com
acetona sob ultra-som, a quebra da membrana celular proporcionava a
recuperacao de sulfoxido, indicando a perda de material que ficava retido no
interior das células. E finalmente, ndo se pode descartar que ocorra competicio da
oxidacao do sulfeto com o processo de S-desalquilagio (Esquema 21).

4.3.3.6. Sintese da (S)-4-metil-3-heptanona 141

Depois da otimizacdo da metodologia, decidimos realizar a sintese
assimétrica da cetona quiral 141. Diante da pequena quantidade de (S)-sulféxido
106 enriquecido (93 mg) decidimos primeiramente testar a eficiéncia da rota
sintética que propusemos. Desta forma, iniciamos promovendo a condensacio
alddlica do (S)-etil-fenil-sulféxido 106 com o propionato de etila 150. (Esquema
41, pag. 67) O progresso da reagdo foi acompanhado pelas alteragdes de
coloragbes da mistura reacional, variando de uma cor clara para um amarelo
intenso e laranja quando foi adicionado o sulféxido ao LDA e no final da reagéo
de amarelo claro para incolor, quando foi adicionado o éster. Depois da analise
por CCD, purificamos o produto bruto e submetemos a alquilacdo com iodeto de n-
propila sobre NaH (Esquema 42, pag. 68). Devido a instabilidade comprovada do
produto de reacédo efetuamos imediatamente a eliminagdo redutiva do produto
bruto de alquilacdo com niquel de Raney (Esquema 43, pag. 69). Para nosso
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contentamento, o headspace do produto de reacé@o nos indicou a formacéo do 4-
metil-3-heptanona 141 (C 12, E 31).
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C 12 — Cromatograma de ion totais (CG-EM) equipado com coluna capilar de silica fundida HP-5
MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 umy), da reagdo de dessulfurizacio do composto147 enriquecido.

Entretanto, ao efetuar a analise do composto por CG-EM acoplada a
coluna quiral observamos uma mistura racémica (C 13). Esse fato nos intrigou
bastante. E conhecido que a condensagdo alddlica leva a baixas razdes
diastereoisoméricas do B-ceto-sulféxido mono-alquilado (1:1)*, mas na segunda
etapa da sintese, durante a formacéo do carbénio, este centro é destruido. Como
ja discutimos a alquilacao é conhecidamente estereosseletiva.”” Restaria apenas a
ultima etapa. Uma possibilidade seria uma enantiomerizacdo no centro

estereogénico do carbono quartenario durante o processo de dessulfurizacéo.

% Kosugi, H.; Kanno, O. and Uda, H. Tetrahedron: Asymmetry. 1994, 5, 1139.
°7 Fujita, M.; Lida, M.; Manako, K.; Sato, K. and Ogura, K. Tetrahedron Lett. 1993, 34, 645.
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€ 13 - Cromatograma de ion totais (CG-EM) equipado com coluna capilar quiral Chrompack CD-
chirasil (25 m x 0,25 mm x 0, 25 um), detector 280 °C, injetor 150 °C, gés de arraste (He ,10 psi)
obtido da reag&o de dessulfurizagio do composto 147 enriquecido.

Uma investigacéo na literatura nos levou ao trabalho de Bonner,® o qual
descreve a enantiomerizacdo de compostos que possuem o grupo sulfinila
adjacente ao centro estereogénico pela acdo do niquel de Raney.

Além do periodo do doutoramento ter sido ultrapassado, um outro fato
nos impediu de repetir a biooxidacdo para aumentar a quantidade de sulféxido
enriquecido e realizar outra proposta sintética. Os microrganismos sio muitos
sensiveis a marca e lote do meio de cultura. Desta forma, depois que terminou o
extrato de malte da Merck, outro lote ou outra marca ndo reproduziram os
resultados obtidos anteriormente. Assim, faz-se necessario o desenvolvimento de
meio sintético e otimizagéo para producdo em larga escala do material de partida
para fins sintéticos.

4.4. Sulfinatos Quirais por biocatalise

Tinhamos como objetivo realizar testes para a obtencdo de outros sintons
através de biocatalise a fim de testar o poder enzimatico dos microrganismos
brasileiros. Escolhemos como substrato ésteres sulfinicos, pois existem poucos
estudos sobre reagdes enzimaticas com essa classe de composto contendo

enxofre.

% Bonner, W. A. J. Am. Chem. Soc. 1952, 74, 5089.
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Dois tipos de reagdes sdo possiveis quando se trata de biotransformacao
com células integras: (i) hidrélise em acido sulfinico e alcool e (i) oxidacdo para

sulfonato (Esquema 44).
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Esquema 44 — (i) hidrdlise e (ii) oxidacio do sulfinato por microrganismo.

Ja fizemos alguns comentarios sobre os elementos de quiralidade que
dao origem a estereosseletividade das hidrolases. Os ésteres sulfinicos possuem
um elemento de quiralidade intrinseco, o grupo sulfinila, o que levaria a hidrdlise
em posicdo adjacente ao elemento de quiralidade, o que € pouco comum.

A atividade oxidativa de Corynebacterium equi IFO 3730 foi avaliada por
Ohta frente a sulfinatos de alquila, onde esperava-se que a sulfoxidase pudesse
discriminar o centro estereogénico do éster sulfinico como ocorre no caso da
resolucdo de sulfoxidos. Nesta investigacao foram utilizados sulfinatos de n-alquila
e o melhor resultado foi de 32% rendimento e ee > 99%° (Esquema 45).

020046 OR s "“""c s westtd OR s 0

(R)-153 (S)-153 (R) - 153

R= n-alquil i
32% de rendimento
99%de ee

Esquema 45 — Resolucgao cinética de sulfinatos de n-alquilas com células de C.equi IFO 3730.

% Kawasaki, T.; Watanabe, N. Sugai, T. and Ohta, H. Chem. Lett. 1992, 1611.
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O grupo de Ohta resolveu utilizar esta cepa neste trabalho devido a sua
comprovada atividade hidrolitica frente & a-sulfinil-acetatos, onde era esperado
que a esterase pudesse discriminar o éster sulfinilico em virfude do centro
estereogénico propiciado pelo enxofre. Neste caso, os experimentos forneceram o

a-sulfinil-acetatos com rendimentos de 43% e excesso enantiomérico de 90%'%°

(Esquema 46).
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Esquema 46 ~ Resolucao cinética de a-sulfinil-acetatos de metila com
células de C.equi IFO 3730.

Visualizamos a possibilidade de se realizar a resolucdo enzimatica de
esteres sulfinicos usando células de fungos oferecendo mais uma alternativa
“natural” para obtencdo de sulféxidos quirais. A obtengdo dos sulfoxidos dificultada
pela biooxidagéo direta do sulfeto pode ser contornada pelo Método de Andersen
a partir de sulfinatos quirais obtidos por biocatalise. Este método permitiria a
preparagdo de uma variedade de sulfoxidos quirais de dificil acesso por

101

biocatalise ' (Esquema 47).

'% Ohta, H.; Kato, Y. and Tsuchihashi, G, -I. Chem. Letz. 1986, 217.

%" (@) Andersen, K. K. J. Org. Chem. 1964, 29, 1953. (b) Mioskowski, C. and Solladié, G. Tetrahedron Lett.
1978, 3341. (¢) Colombeo, L.; Gennari, C. And Narisano, E. Tetrahedron Leit. 1978, 3861. (d) Annuziata, R.;
Cinquina, M.; Colonna, S. and Cozzi, F. J. Chem. Soc. Perkins Trans 1. 1981, 614. (e) Abbott, D. J.; Colonna,
S. and Stirling, J. M. J. Chem. Soc. 1971, 471. (f) Poster, G. H.; Mallamo, J. P.; Hulce, M. and Frye, L. L.J
Am. Chem. Soc. 1982, 104, 4180. () Imanishi, T.; Obika, S.; Nishiyama, T.; Nishimoto, M.; Hamano, Y ;
Miyashita, K. and Iwata, C. Chem. Pharm. Bull. 1996, 44, 267.
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Esquema 47 - Proposta para a obtenc&o de sulfoxido quiral a partir do suifinato de alquila.

4.4.1. Resultados e discussao

Como ja citamos anteriormente, o nosso grupo de pesquisa estudou além
da sulfoxidase, a atividade hidrolitica e de isomerizacdo de diversas linhagens de
microrganismos, entretanto a atividade hidrolitica mais extensivamente estudada
estd relacionada as epoxiidrolases. No unico trabalho de resolucao de ésteres
sulfinicos, Ohta estudou a biorresoluc@o de sulfinatos de n-alquila por oxidagéo.

De regra, a resolugdo cinética fornece apenas 50% do enantibmero
desejado. Este processo € impraticavel nas resolugbes em larga escala.
Entretanto esta limitacdo pode ser contornada se a resolugdo cinética for
dindmica, ou seja, combinada com uma racemizagdo in situ do enantiomero
indesejavel. Desta forma, todo o substrato pode ser convertido em apenas um
enantidomero fornecendo até 100% de rendimento. A utilizacdo da atividade

enzimatica no seu ambiente natural (célula) tem suas vantagens, pois duas ou
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mais enzimas podem estar atuando para gerar um melhor rendimento final com
excelentes excessos.
rapido

—» P
R R Sk e Sg- substrato

racemizacao
Pre Pg- produto

lento
S g —— P s

Esquema 48 — Esquema da resolucdo cinética dinamica (RCD).

4.4.1.1. Sintese do substrato e padrao

O grupo de Ohta utilizou sulfinatos contendo a porgao aicool linear e a
oxidacdo foi predominante, mas houve suspeita da acdo hidrolitica pelo
microrganismo. Para testar a atividade hidrolitica dos microrganismos propusemos
a sintese do sulfinato de alquila (+)-158 obtida a partir da esterificacdo do acido

benzenossulfinico 167 com cicloexanol (Esquema 49).

0] O
: :
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“oNa %O > ~o
ii) cicloexanol, piridina
157 (z) - 158

Esquema 49 — Obtencao do (+)-benzenossulfinato de cicloexila 158.

Os acidos sulfinicos sdo moderadamente instaveis e portanto sdo
comercializados na forma de sal. Desta forma, inicialmente preparou-se o cloreto
de acido pela adi¢do do benzenossulfinato de sédio a uma solugdo de cloreto de
tionila em benzeno anidro a 0°C. Devido a liberagdo do acido cloridrico
conectamos ao baldo um borbulhador contendo solucdo basica. Apés a adicdo,
conduzimos a mistura reacional & temperatura ambiente. Imediatamente trocamos
o borbulhador por um condensador e a solucéo foi concentrada a % do volume
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pela destilacdo do benzeno e excesso do cloreto de tionila. O residuo foi diluido
com éter anidro formando uma mistura branca densa a qual foi esfriado a 0°C com
o auxilio de um banho de gelo. Conectamos ao baldo um funil de adicdo contendo
uma solu¢ao de cicloexanol em piridina. Adicionada lentamente a solugcédo com a
mistura reacional em agitacdo vigorosa. Apos o fim da adicao, a mistura resultante
foi agitada por uma hora a temperatura ambiente. Depois efetuamos a adicédo de
agua em banho de gelo e a fase organica foi lavada sucessivamente com uma
solugdo de acido cloridrico — 10% e uma solugdo de salmoura com o auxilio de um
funil de separagdo. A fase organica foi seca sobre Na,SO, e concentrada sob
pressédo reduzida.

Apos a purificacdo do produto bruto por cromatografia em coluna
obtivemos (z) - 158 com 77% de rendimento. A caracterizacdo deste composto foi
feita com base na analise de seus dados espectroscopicos (RMN de 'H e de °C)
e espectrométricos (EM). Pelo espectro de RMN 'H, a porcao alquilica do
benzenossulfinato de cicloexila 158 foi confirmada por uma série de multipletos
entre 4 1,25 e 2,10 com integracédo correspondente a 10 hidrogénios da porcao
cicloexila (E 33). Em 0oy 4,34 encontramos um multipleto correspondente ao
hidrogénio carbindlico confirmando a formacdo do éster sulfinico. A porgcao
aromatica foi confirmada pelos sinais entre 6y 7,47 a 8 7,76.

Confirmamos a presenca da porgao cicloexilica pela presenca de sinais
correspondentes a carbonos metilénicos entre 8¢ 23,80 e 33,65, e do carbono
metinico em o¢ 77,94. (E 34)

No espectro de massas ndo observamos a ocorréncia do ion molecular de
m/z 224, mas verificamos o pico de m/z 143 (100 %) e dos correspondentes
is6topos do enxofre proveniente da eliminagdo da porgéo alquilica da molécula (E
32). Também podemos confirmar o produto de esterificacdo pelo pico de m/z 83
(46 %) proveniente da perda do radical benzenossulfinato.

O monitoramento do acido sulfinico, produto de hidrolise, foi possivel
apds tratar as aliquotas com diazometano. Para acompanhar o produto de
hidrélise preparamos o acido sulfinico metilado. Inicialmente tratamos o

benzenossulfinato de sédio 167 com solucdo de acido cloridrico — 10 % para a
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formac&@o do &cido benzenossulfinico e a solugdo foi extraida com éter. A fase
organica foi seca sobre Na;SO; e evaporada sob pressio reduzida. O acido
benzenossulfinico foi metilado com diazometano produzindo o benzenossulfinato
de metila 159 (Esquema 50).
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Esquema 50 ~ Obtenc&o do (+)-benzenossulfinato de metila 159.

==

Depois da purificagdo do produto bruto por cromatografia em coluna
obtivemos (+)-169 com 95% de rendimento. A obtencdo do éster metilico foi
caracterizada pela observacéo, no espectro de massas (E 36), do pico referente
ao fon molecular de m/z 156 (82 %) e pico correspondentes a perda do radical
metila (m/z 141, 12%), enquanto que pelo espectro de RMN de 'H (E 37), a
ocorréncia do singleto em &y 3,47 correspondente os hidrogénios metilicos da
metoxila e confirmado no espectro de RMN de *C (E 38) pelo sinal em &¢ 49,63.
Os dois multipletos entre §y 7,53 e 7,72 sao atribuidos aos hidrogénios aromaticos
da molécula.

Em seguida passamos para a ofimizagdo da analise dos compostos
(C14). As andlises foram realizadas no cromatégrafo gasoso (FID) HP-6890
equipado com uma coluna capilar quiral (2,6-dimetil-3-pentil)-B-ciclodextrina (25 m
x 025 mm x 0, 25 pm). Desta forma, confirmamos a presenca do
benzenossulfinato de cicloexila 168 e do benzenossulfinato de metila 159, e o
excesso enantiomérico pela andlise dos padrées em GC-FID equipado com a

coluna capilar quiral utilizada nos experimentos de biorreacéo do sulfinato.
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C 14 — Cromatogramas (GC-FID) equipado com coluna capilar quiral (2,8-dimetil-3-pentil)-B-
ciclodextrina (25 m x 0,25 mm x 0, 25 pm), detector 220 °C, injetor 200 °C, gas de arraste (H; ,10
psi) do padrao do a) benzenossulfinato de metila 159 e b) benzenossulfinato de cicloexila 158.

4.4.1.2. Avaliagdo de microrganismos na resolucao do sulfinato
158.

Utilizamos nesta avaliagdo as linhagens de microrganismos utilizadas na
avaliacdo biooxidativa, entretanto substituimos a linhagem de Cladosporium sp.
CBMAI 0210 que demonstrou capacidade oxidativa seletiva (Experimento 11,
Tabela 4, pag. 47) pela linhagem de Aspergillus terreus CCT 3320 que em
trabalhos anteriores de nosso grupo, efetuou uma resolucéo cinética eficiente do
etil-fenil-sulféxido 106 na producaoc do (S)-etil-fenil-sulfoxido 106 com e.e. > 99
% .102

As linhagens foram inoculadas e cultivadas em meio de extrato de Malte
(ME) em tubos inclinados previamente esterilizados e mantidos em estufa a 28 °c
para obtencdo de células “frescas”. Apés 3 dias, as linhagens foram inoculadas
em erlenmeyer (500 mL) contendo 100 mL de meio liquido (ME) e colocadas num
agitador rotativo a 28 °C e rotacdo de 120 rpm. Depois de mais 3 dias, os meios
contendo as células crescidas foram filtradas sob vacuo e as células umidas (2g)
foram ressuspensas em erlenmeyer (125 mL) contendo 40 mL de solugao tampao

fosfato (0,1 M) com pH =~ 7,00 Em seguida, adicionou-se 20 plL do

192 porto, A. L. M.; Cassiola, F.; Dias, S. L. P.; Joekes, I.; Gushikem, Y.; Rodrigues, J. A. R.; Moran, P. J.S.,
Manfio, G. P.; Marsailoi, A. J. J. Mol. Catal B: Enzymatic 2002, 1-8, 810.
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benzenossulfinato de cicloexila 158 e novamente levados ao agitador rotativo a 28
°C e rotagdo de 120 rpm e analisado ap6s 12 horas.

Para o monitoramento retiraram-se aliquotas de 0,5 mL da mistura
reacional que foram extraidas com 2 mL de acetato de etila. A fragso organica foi
seca sobre sulfato de sédio e evaporada sob fluxo de nitrogénio. As amostras
foram tratadas com 1 mL de solugéo etérea de diazometano e depois evaporada
sob fluxo de nitrogénio. Adicionou-se 50 pl de acetato de etila e desta solucéo foi
injetado 1 pl para analise em cromatografia gasosa acoplada ao detector por
ionizagé@o de chama (GC-FID) equipado com uma coluna capilar quiral (2,6-dimetil-
3-pentil)-B-ciclodextrina (25 m x 0,25 mm x 0, 25 um) (Tabela 5).

Tabela § - Resolugéo cinética do sulfinato (+)-158 com células de
fungos em 12 horas.

Microrganismos 158 Configuragéo 159
ee (%) ee (%)

1 | Geotrichum candidum CCT 1205 0 - 0
2 | Aspergillus niger CCT 1435 0 - 0
3 | Rhizopus oryzae CCT 4964 11 S -
4 | Trichoderma sp. CCT 5551 51 S -
5 | Nodulisporium sp. CCT 5552 40 S -
6 | Fungo CCT 5553 18 S -
7 | Aspergillus sp. CBMAI 0207 0 - 0
8 | Fungo CBMAI 0205 13 S -
9 | Penicillium sp. CBMAI 0208 99 S -
10 | Penicillium sp. CBMAI 0209 0 -
11 | Aspergillus terreus CCT 3320 95 S -
12 | Aspergillus ochraceus CBMAI 0211 99 S -

Os experimentos de resolugdo foram monitorados apés 12 horas e nos
experimentos 9 (C 15, i) e 12 (C 15, m) observamos no final apenas um
enantidmero. A andlise cromatografica revelou que em quatro experimentos néo
houve resolugéo e o restante dos experimentos apresentaram resolucdo com a
mesma enantiosseletividade. Entretanto, em apenas trés houve excelente excesso
enantiomérico produzindo preferencialmente o enantiémero S.

82



Q 7 4
reoo0 3 3 & 18 0 5500 - < 0
10000 il ]
14900 oMe  § i oMe S /O 1 g\ Q
b 920 945 (e} T
12000 159 S\O/O 1 159 ©/ 5000 ©
8000 - 158 ] 158
10000 158 7 1044 1050 ] 1050
o000 620 94510 1050 ] 5500 1015
5000 17 1 (gL
— SN b
(-—r-—-——-—-—-g————r """'( T tempo 10.00 -
tetmpo 10.00 tempo 1og0 R CCT 4964
: . OryZae
G. candicurn CCT 1206 A. niger CCT 1435 N 12 horas
12 horas 12 horas
1000 4} © e} o 4 0
# 3
0wy ol
3000 ~o ~0 3 ~0
8000 158 1050 6000 158 1650 €000 ? 158 1050
7000 7000 7000 - 1014 ]
5000 1014 5000 1ats 6000 é é)
5000 ( — 5000 / L soo0 ( (O | S
— (e s
tempo 1000 tempo i 1000 tempo 10.00
Trichoderma sp. CCT 5551 Hoduslisponum sp. CCT 5552 Fungo CCT 5553
12 heoras 12 heras 12 horas

0
11000 3 g} ° i Q h)
10000 S S\O G

19 Q
- NUS Ve
“ome 3 i 3 0
000 158 8000 ~ 8006 1050
159 o2’ | 4050 . © . B
5o 7000 158 4050 7000 3
7000 N 10.14 3
8000 _'
5000 3 5000 .
5000 ( 5000 5000 Je_ 1018
— —
tempo 10,00 tetupo 1000 tempo 000
Aspergilus sp. CBMAI 0207 Fungo CBMAI 0205 Penicitlium sp. CBMAI 0208
12 horas 12 horas 12 horas
18000 3 I o b 4 m} o
il ]
s t O ; - L O
O 3000 S 3 ~g
14000 o ~g :
12000 g‘.\ 1 8000 55 1080 7008 158
OMe .
10000 7000 N 1050
159 6000 —
8000 920 94514 1050 5000 7
5000 1014 ]
N 5000 4— i i
PO 10.00 tempo ' 1000 T temeo 10108
Penicitiium sp. CBMAI 0209 A. temeus CCT 3320 A. ochraceus CBMAI 0211
12 horas 12 horas 12 horas

C 15 — Cromatogramas (GC-FID) obtidos pela reagdo enzimatica com células em repouso de
fungos. a) G. candidum CCT 1205, b) A. niger CCT 1435, ¢} R. oryzae CCT 4964, d) Trichoderma
sp. CCT 5551, e) Nodulisporium sp. CCT 5552, f) Fungo CCT 5553, g) Aspergillus sp. CBMAI
0207, h) Fungo CBMAI 0205, i) Penicillium sp. CBMAI 0208, j) Penicillium sp. CBMAI 0209, 1} A.
terreus CCT 3320 e m) A. ochraceus CBMAI 0211.
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Nos experimentos 1 (C 15, a), 2 (C 15, b), 7 (C 15, g) e 10 (C 15, j) ndo
houve resolucéo e observou-se a formacdo do acido sulfinico, através do seu
derivado metilado. No restante dos experimentos observou-se a predominancia do
sulfinato (S) -188. A determinacdo da configuracdo absoluta do sulfinato foi
determinada e sera explicada a seguir.

Os fungos Aspergillus ochraceus CBMAI 0211 (C 18, m), Aspergillus
terreus CCT 3320 (C 15, 1) e Penicillium sp. CBMAI 0208 (C 15, i) forneceram os
melhores excessos enantioméricos (>95%). Nestes experimentos ndo foi
observada a formacé@o do produto de hidrélise nos fazendo acreditar na oxidacao
seletiva do sulfinato (R) -158 para sulfonato 160, o qual ndo dispunhamos de
padrao.

(? S /O
\S_:‘
@f ®>o
(S) - 158 S\ o AN
oxidagio ©/ @ + ©/ o)
+ B ——

© (S)-158
°; \O
YO
s
R)-1

4.4.1.3. Otimizacao da resolucédo do sulfinato 158.

58

Esquema 51 - Resolugo enzimatica de (+)-158.

Decidimos realizar o estudo da resolugao enzimatica do sulfinato com a
variacao do pH acompanhando o rendimento cromatografico da biorresolucéo.
Para este experimento foi alterada a concentracéo do substrato pela diminuigcéo do
volume do meio reacional de 40 mL para 25 mL, mantendo a mesma massa de
células Umidas na reacdo. A elevada hidrofobicidade do substrato pode induzir a
atividade hidrolitica da linhagem em relacido a sua atividade oxidativa.
Gostariamos de verificar se resolugcdo enzimatica seria mais eficiente pela
combinagcdo da hidrolise e esterificacdo enzimatica seletiva aliada com a
racemizacao do acido sulfinico.

84



Assim, passou-se a otimizacdo dos resultados no que se refere aos e.e.
pela reacdo de (+)-158 com A. ferreus CCT 3320 em solugdo tampzo fosfato
neutra (pH=7,0) e levemente basica (pH=7,2). As reacbes foram monitoradas por
CG-FID equipado com uma coluna capilar quiral (2 6-dimetil-3-pentil)-B-
ciclodextrina (25 m x 0,25 mm x 0, 25 um) com padrao interno (acetofenona 161)

para obtencéo de rendimento cromatografico (Tabela 6).

Tabela 6 - Resoluca@o enzimatica do sulfinato (+)-158 com A. terreus CCT 3320

pH 7,0 pH 7,2
Tempo(h) ee(%)® C(%)° ee(%)® C(%)°
3 28 7 19 12
6 70 12 51 27
9 >99 34 63 28
12 >99 36 80 32
24 >89 37 86 32

S eomversao comatoates som pschae e
Retiramos aliquotas de 1 mL da mistura reacional que foram extraidas
com 2 mL de acetato de etila. A fracdo orgéanica foi seca sobre sulfato de sédio e
evaporada sob fluxo de nitrogénio. As amostras foram tratadas com 1 mL de
solucdo etérea de diazometano e depois evaporada sob fluxo de nitrogénio.

Adicionou-se 100 pl de solugdo de acetofenona 161 em acetato (C= 0,005 mg/

mL) e desta mistura foi injetado 1 ul para analise em cromatografia gasosa
acoplada ao detector por ionizagdo de chama (GC-FID) (C 16, a-j).

Nos dois experimentos nao foi observado produto de hidrélise. No que diz
respeito a conversdo, observamos que na reacdo em pH = 7,0, o sulfinato é
convertido mais suavemente e depois de 6 horas de reacdo ocorre um consumo
rapido, enquanto que na reacdo em pH = 7,2, o sulifinato & convertido velozmente
até 6 horas de reacao em seguida a velocidade da reacao diminui dramaticamente
(Tabela 6 e Grafico 1).
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C 16 — Cromatogramas (GC-FID) obtidos pela reacéo enzimatica com células em repouso de A.
terreus CCT 3320. a) 3 horas (pH = 7,0), b) 6 horas (pH = 7,0), ¢) 9 horas (pH = 7,0), d) 12 horas
(pH =7,0), e) 24 horas (pH = 7,0) e f) 3 horas (pH = 7.,2).
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C 16 (continuacao) — Cromatogramas (GC-FID) obtidos pela reagao enzimatica com células em
repouso de A. terreus CCT 3320. g) 6 horas (pH = 7,2), h) 9 horas (pH = 7,2), i) 12 horas (pH =
7.2) e j) 24 horas (pH = 7,2).

No que se refere aos excessos enantioméricos, verificou-se que na
reagdo em pH = 7,0 a reacdo seguiu para elevados excessos enantioméricos,
enquanto em pH = 7,2 houve um aumento gradativo atingindo até o final da
reagéo atingindo 86 % de e.e. Portanto, no experimento em pH 7,0 houve um
incremento do excesso enantiomérico em relacdo ao experimento 11 (Tabela 5,

pag. 82) enquanto que no experimento em pH 7,2 o excesso diminuiu para 86 %.
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Grafico 1 — Grafico das reagdes nas resolucoes enzimaticas de 158 com células em repouso de A.
terreus CCT 3320 a) pH=7,00e b) pH=72.

Em ambos experimentos, pH 7,0 e 7,2, observou-se a partir de 9 horas de
reagdo observamos um comportamento n&o usual para uma resolucdo cinética
(Tabela 6 e Grafico 1).

Espera-se para e.e. acima de 99% uma conversio de aproximadamente
50%, ou seja, a medida que a reacdo ocorre um dos enantidmeros & consumido
muito mais rapidamente que o outro, onde praticamente um enantidmero é
destruido, o que seria uma resolucéo cinética convencional. No presente caso o
substrato atingiu e.e.> 99 % com uma conversdo de apenas 37 % que implica
numa resolucdo cinética dindmica o que s6 poderia ser explicado por uma
racemizacao in situ.

Para explicar esse fenémeno inicialmente propusemos a presenca de
enzimas oxidativas atuando com enantiosseletividade e velocidades diferentes
produzindo o sulfonato 160, mas esta atividade oxidativa ndo explicaria o
rendimento > 50%. N&o existem relatos da reducdo de sulfonatos em condicbes
aerdbias e portanto sendo descartada a possibilidade de uma reducdo
enantiosseletiva promovendo a inversao do centro quiral (Esquema 52).

S & N N (?
aQ S': S\ s__.»
@ o> — ©/ ~ ©/@\

160
(S -158 F-1s8

Esquema 52 - Proposta para epimerizagéo do sulfinato pela oxidacéo e reducao do enxofre.
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Alternativamente a hidrélise enantiosseletiva do benzenossulfinato de
cicloexila 158 formaria o acido benzenossulfinico quiral 162 e o cicloexanol 163.
Os acidos sulfinicos sofrem racemizacéo (ks=k-3) em meio aquoso e uma segunda
enzima poderia promover uma esterificacdo enantiosseletiva. Desta forma,
teriamos uma racemizacgéo in sifu o que promoveria uma resolugdo cinética

dindmica desde que kq > kz e k-1 < k-2 (Esqguema 53).

©
S . Ny o
N e — S.
e [P, .

(R)- 162
(R)-158 Ky >k 163
racemizacao
Kg ks quimica
+
=) e OH
OSG/O LIS
2> — @ “OH +
Ky
(S)- 158 Ky <k (S)-162 163

Esquema 53 — Proposta para a resolugéo cinética dindmica do benzenossulfinato de cicloexila (¥)-
158 com células de A. terreus CCT 3320.

Considerando uma resolugdo cinética dindmica eficiente efetuada por
uma hidrolase do A. terreus CCT 3320, para promover a formacao de 100 % de
rendimento de (S)-158 com excesso enantiomérico > 99%, seria resultado de
ks >>> k2 e k-1 < k-2. Associando estas constantes de velocidades com uma rapida
racemizacdo ks=k-3; teriamos a formacéo de (S)-158 com os rendimentos acima de
50%. Entretanto o rendimento de 63% (Tabela 6) indica que a resolugao cinética
dindmica nao foi eficiente. Estamos levando em consideragdo a impossibilidade de
inversé@o de centro do sulfinato por uma invertase ou por uma redutase atuando no

sulfonato formado.
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O mecanismo de racemizagao do 4cido sulfinico foi proposto por Kice'® e
envolve um equilibrio inicial entre 2 moléculas de acido sulfinico 164 e 1 molécula
de uma instavel sulfinil-sulfona 165 seguido de uma decomposicdo térmica
formando um sulfenil-sulfonato 166 (Esquema 54).

1
N2
- S Ar H,0
2 pSSoy A \ﬁ/ T
164 165 O

O\\ //O

AISO, + AS0  —— , SN S
166

Esquema 54 — Proposta para a racemizagao do acido sulfinico.'®

Entretanto, os dados extensivos relacionados com a cinética desta
racemizagéo foram obtidos em acido acético — agua — acido sulfirico em diversas
proporgées, mas com o aumento da concentracdo molar de agua na mistura o
equilibrio & deslocado para a formacéo do acido sulfinico 164.

Portanto a nossa proposta envolve uma hidrélise seletiva seguida pela
racemizagao do acido sulfinico com uma concomitante esterificagdo formando o
produto com rendimento > 50% (Esquema 53, pag. 87). Nao descartamos a
possibilidade da competicdo entre as hidrolases e sulfoxidases. Como o sulfinato
mostrou-se estavel no meio reacional e controlamos a apenas a presenca do
produto de hidrélise, sugerimos que a oxidagdo do sulfinato compete com a
hidrolise justificando a resolucdo cinética dindmica néo eficiente. A resolugio
ainda é sensivel a natureza nucleofilica do alcool e a velocidade de racemizacio

do acido suifinico.

'® Kice, J. L.; Guaraldi, G. and Venier, C. G. J. Org. Chem. 1966, 31, 3561.
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4.4.1.4. Preparacao de sulfoxido quiral a partir de sulfinato quiral
obtido por biocatalise

Esta etapa foi importante na determinacdo da configuracdo absoluta do
sulfinato enriquecido obtido por biocatdlise. Nao encontramos na literatura dados
sobre este sulfinato sugerindo que a sintese do benzenossulfinato de cicloexila é
inédita. Optamos por empregar a metodologia de Andersen (Esquema 16, pag.
31) para a obtencao do etil-fenil-sulféxido 106, um sulféxido bem conhecido por
nés. Para tanto passamos inicialmente para obtengdo do benzenossulfinato
enriquecido por biocatalise.

44.1.4.1. Determinacdo da configuracdo absoluta do

benzenossulfinato de cicloexiia 158

O benzenossulfinato de cicloexila enriquecido foi obtido pela
biorresolucdoc com células umidas de A. terreus CCT 3320 pela unido de varias
biocatalises analiticas e os produtos foram combinados e purificados por
cromatografia fornecendo 147 mg (73 %) do sulfinato com 20 % de excesso

enantiomérico (C 17).

et ER
1251

ST

s

C 17 — Cromatograma (GC-FID) obtido pela reacdo enzimatica em escala analitica com células em
repouso de A. ferreus CCT 3320 com 12hs de reacdo em pH =7,0.
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O EtMgBr recém preparado foi adicionado a uma solucdo de
benzenossulfinato enriquecido a 0 °C. Depois da adicdo a mistura reacional foi
conduzida a temperatura ambiente retirando o banho de gelo. A reacdo foi
acompanhada por CCD e depois de 1 h 30 min foi adicionada uma solucao
saturada de cloreto de aménio. Apés a purificacdo do produto bruto por
cromatografia em coluna obtivemos 59,3 mg (60 %) e 20 % de ee do etil-fenil-
sulféxido 106 (C 18).

A e S

C 18 — Cromatograma (GC-FID) obtido pela reacio com Grignard na obtencdo do etil-fenil-
sulféxido 106.

o 0
| ;
{ ----- we AL LS., s—"
OR EtMgBr > \:
(S)-158 (R)-(+)-106
o o}
1l Il
S"""OR S. .
O/ \, EtMgBr \
(R)-158 (S)-(-)-106

Esquema 55 ~ Reag&o de obtencdo do sulféxido 106 pela reacio com Grignard.
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A rotagdo optica do sulféxido em cloroférmio [a]p®® = + 46 ° (¢ 0,13,
CHCIs) nos permitiu indicar a configuracdo R por comparacao com os valores da
literatura, onde o (S)-etil-fenil-sulféxido 106 apresenta [a]p®® = - 104 ° (c 0,41,
CHCI3) para 0 ee > 99%.'% Desta forma, considerando os trabalhos de Andersen

5 observa-se uma

sobre a natureza da reacdo de Grignard com sulfinatos,®
inversdo da configuracdo do atomo de enxofre, podendo ou ndo resultar numa
alterac@o do discritor R ou S se houver uma mudanc¢a na ordem de prioridade dos

grupos apos a adicdo nucleofilica (Esquema 56).

\\/ek) ﬁ o

5@
Ph"’f\\oﬁ — \/'“-SQ"'OR — \/Sg\'upn

(R) - (S

Esquema 56 — Proposta do Mecanismo de reacéo do tipo Sy2.

Portanto, o benzenossulfinato fornecido por biocatalise, com excesso
enantiomérico de 99 %, possui configuracdo S e sob analise da rotacéo Optica
forneceu [a]p®® = - 111 °(c 1,58, CHCly).

1% porto, A. L. M. Isolamento e Seleg@o de Microrganismos Brasileiros para Reagdes de Biocatdlise e
Produgdo de Metabdlitos. Tese de Doutorado, Unicamp, 2002.

195 Andersen, K. K.; Gaffield, W.; Papanikolaou, N. E.; Foley, J. W. and Perkins, R. L. J. Am. Chem. Soc.
1964, 86, 5637.
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4.5. Conclusao Parcial

O fato dos microrganismos possuirem diversos tipos de enzimas propicia
a oportunidade de se efetuar reacdes em cascata sobre um dado substrato, o que
em algumas situagdes pode ser uma desvantagem.

Como as reagdes de biooxidacao realizadas com células integras podem
ser catalisadas pelas oxigenases e as oxidases, a natureza destas enzimas e
limitadas informacdes sobre as suas estruturas, freqiientemente restringem a sua
aplicacao preparativa dificultando predizer o substrato adequado e os produtos de
reacao.

Os microrganismos apresentaram habilidade em oxidar o enxofre
enantiosseletivamente com baixa ou nenhuma formacdo de sulfona. Entretanto o
método enzimatico nao fornece altos rendimentos na preparacio do sulféxido 106,
mas é versatii na obtencdo de ambos enantibmeros com altos excessos
enantioméricos. No caso dos substratos 128 e 130 a utilizacdo de células do fungo
Aspergillus terreus CCT3320 nZo se mostrou eficiente merecendo futuras
avaliacbes devido as publicagdes recentes de oxidagdo de B-ceto-sulfetos.

Por outro lado, a resolugdo cinética dinamica de sulfinatos por
microrganismos apresentou-se como uma versatil metodologia para a obtencédo de
sulféxidos, como por exemplo, 129 e 131 que n&o foram possiveis pela oxidacao
dos sulfetos 128 e 130.

Por fim, a proposta sintética de obtencdo da (S)-(+)-4-metil-3-heptanona
141 representava uma rota rapida e de rendimentos quantitativos. Entretanto, a
enantiomerizacao do centro estereogénico invalidou esta metodologia. Isso nos
alertou para as limitagdes da metodologia de eliminacdo estereosseletiva de
grupos suifinilas adjacente ao centro estereogénico.
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05. BIORREMEDIACAO DE SOLO

5.1. Introducgao a Biorremediagéo

Existem dois enfoques gerais para purificacdo de solos contaminados: (1)
da engenharia e (2) o ecolégico. O primeiro se utiliza de métodos externos para
restauracé@o do solo, enquanto o segundo envolve a manipulacéo inerente ao solo
para mobilizar, imobilizar, transformar ou degradar os contaminantes. Esta
manipulacao inclui a fermentacéo ou adubagédo do solo, revegetacéo e o uso de
corretivos orgénicos para estimular a atividade biolégica no solo. A
biorremediacdo é baseada na atuacdo dos microrganismos tornando-se um
método eficiente e ambientalmente seguro.

As técnicas de biorremediacdo utilizam a biocestimulacao efou bioinéculo
na degradacédo dos varios contaminantes nocivos. O biocinéculo envolve a adicédo
de microrganismos ao solo contaminado, enquanto a bioestimulacéo envolve a
correcao, adicao e/ou manipulacdo mecanica para estimular a populacao de
microrganismos nativos.'®

A biorremediacéo tem varias aplica¢des, incluindo a limpeza de terrenos
encobertos por aguas, solos, lagoas, lamas e fluxo de dejetos de processos
industriais. %’ Esta técnica é freqlientemente aplicada em ambientes multifasicos e
heterogéneos como o solo, onde o contaminante presente estd associado as
particulas minerais e organicas, dissolvido em agua e ar presentes no solo. Devido
a essa complexidade, a biorremediacdo € multidisciplinar, envolvendo a
microbiologia, engenharia do solo, ecologia, geologia e quimica.

A maior produtividade agricola dos tempos atuais pode ser associada ao
uso de produtos quimicos, como fertilizantes e pesticidas. O termo “pesticida” é
definido como qualquer substancia ou mistura de substancias destinadas a
prevencao, destruicao ou controle de alguma peste, inclusive vetores humanos ou
doen¢a de animais, nao provocando danos as plantas ou animais durante seu

1% Haimi, J. Environ Pollution. 2000, 107, 233.
197 Boopathy, R. Bioresource tech. 2000, 74, 63.
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uso.'® O emprego de pesticidas é bem antigo. Existem citagdes na Biblia do uso
de substancias inorgénicas, como o cobre para controle de insetos e doencas.'®
O primeiro pesticida sintético organoclorado foi desenvolvido em meados da
decada de 40 e desde entdo, novos pesticidas foram produzidos para controle de
ervas daninhas, pestes e doencas.

O primeiro problema de poluigdo causado por pesticidas com os
organoclorados tal como o DDT [1,1,1-tricloro-2,2-bis(p-clorofenil)etano], que foi
banido devido a sua persisténcia no solo e pela bioacumulacdo através da cadeia
alimentar, observada pela danificacdo da formagéo dos ovos de passaros.

Existem algumas classificacbes de pesticidas empregadas. Uma delas
classifica-os de acordo com a peste que ele destréi, por exemplo, acaricida,
bactericida, fungicida, herbicida, inseticida, algicida, nematicida, etc. Os herbicidas
s@o os pesticidas mais empregados, constituindo mais de 40% do total utilizado,
enquanto os inseticidas sdo 30% e os fungicidas 20%.""°

Os pesticidas compreendem uma grande variedade de compostos
quimicos com diferentes estruturas, conseqiientemente, com largas diferencas em
seus modos de acdo e eliminacdo. Estes compostos no solo podem sofrer
degradacéo por microrganismos, degradacdo quimica (p.ex. hidrélise), absorgéo
pelos componentes minerais e organicos do solo, deposicdo nas raizes das
plantas, volatilizagéo e diluicdo por aguas de processo ou chuva.'"’

Muitos destes compostos possuem toxicidade elevada, efeito residual de
longa duracdo, dificuidade de degradacdo, podendo apresentar, muitas vezes,
propriedades carcinogénicas e/ou teratogénicas. Existem aproximadamente 600
pesticidas quimicos com seus ingredientes ativos registrados para uso na
agricultura.”"  Portanto associado aos beneficios destes pesticidas existe a
preocupacao em conhecer e controlar os impactos ambientais causados por esses
compostos.

'% Food and Agriculture Organization of the United Nations. 1986. International Code of Conduct on the
Distribution and Use of Pesticide. Rome, FAQ, 1986.

' Hester, R. E. and Harrison, R. M. Agricultural Chemicals and the Environment, Issues in
Environmental Science and technology, The Royal Society of Chemistry, UK, 1996.p. 43.

""®Younes, M. and Galal-Gorchev, H. Food Chem. Toxic. 2000, 38, S87.

""" Van der Werf, H. M. G. Agric. Ecosyst. Environ. 1996, 60, 81.

"2 Richardson, M. Wat. Sci. Tech. 1998, 37, 19.
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Alachlor®, 2-cloro-2’,6'-dietil-N-(metoximetil) acetanilida 167, é utilizado
como um herbicida sistémico de acdo pré-emergente, pertencente a familia dos
cloroacetanilidicos, ativos contra gramineas anuais e algumas espécies de folhas
largas que invadem as culturas de soja, amendoim, milho, algodao, girassol, café
e cana-de-acucar.

o}
Ci
\O/\N/[k/

167

E estavel em condigdes normais de armazenamento e apresenta ty, (meia
vida) de 7 a 14 dias em diversos tipos de solo. O composto € um sdélido cristalino,
inodoro, de cor creme e ponto de fusdo de 40 a 41°C. Decompde-se a 105°C. E
pouco solivel em agua (240 ppm a 25°C) e solivel em acetona, benzeno,
cloroférmio, etanol e acetato de etila. Possui densidade, em g/mL, de 1,33 e
pressdo de vapor de 2.2 x 10° mmHg a 20°C. Apresenta um coeficiente de
particio octanol: agua de 430. 1311

Existem varios estudos de transformacdo do alachlor 167 em ambientes
bidticos e abidticos, nos quais foram identificados diferentes compostos,
dependendo das condigbes experimentais. A série de produtos de
biotransformacéao (PBT) deste herbicida produzidos durante estudos in vitro ou in
vivo em plantas e animais € igualmente muito amplo. Foram realizados estudos de
isolamento de fungos do solo capazes de degradar o alachior 167, sugerindo que
este herbicida é rapidamente biodegradado, ocorrendo a liberagéo de ions cloreto
e pequena conversio de CO,.'"® Quatro produtos de biotransformagéo foram
identificados no tratamento com cultura de Chaetomium globosum: 2-cloro-2",6"-
dietilacetanilida 168, 2,6-dietil-N-(metoxi-metil)anilina 169, 2,6-dietilanilina 170 e 1-

"3 Larini, L., Toxicologia dos praguicidas, Editora Manole, Sio Paulo, 12ed., 1999.
114 7angorc-Koncan, J., Wat. Sci. Tech., 1996, 33, 181.
"5 Tiedje, J. M. and Hagedorn, M. L. J. Agric. Food Chem. 1975, 23, 77.
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cloroacetil-2,3-diidro-7-etilindol 171. Baseado nos produtos identificados foi
proposto o esquema para a degradagdo do Alachlor (Esquema 56).

167
~ CHyOH, HCO °H0’u\/m

A o v

168
, 0
- H -
Ho/u\/c'
_ o -
)}\/c'
HN
%\@/\ 170

171

Esquema 5§7- Esquema da degradag&o do alachior pelo C. globosum.'*®
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Em recente revisdo, Stamper e Tuovinen''®, apresentaram outros
compostos ja detectados no solo e na dgua contaminados pelo herbicida (Figura
17). Os correspondentes nomes quimicos estdo listados na TABELA 7 (pag. 100).

173 174 175
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Figura 17 — Produtos de transformac&o do alachlor detectados no solo e agua.
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11 Stamper, D. M. and Tuovinen, O.H. Crit Rev Microbiol. 1998, 24, 1.
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O alachlor 167 & considerado carcinogénico para o homem, enquanto que
seus produtos de transformacdo formam uma mistura complexa, sendo apenas
conhecidas as propriedades ambientais e toxicolégicas de alguns dos seus

componentes.'!’

TABELA 7 - Produtos de transformacéao do alachlor detectados no solo e agua.

Composto Nome Quimico

172 N-(2°,6 -dietil-fenil)-metil-eneamina

173 7-etil-indol

4174 2.6 -dietil-formanilida

175 2,6 -dietil-acetanilida

176 o

177 2 -acetil-6 -etil-acetanilida

178 N-(2°,6 -dietil-fenil)-N-(metoxi-metil)-acetamida

179 2-hidroxi-2°,6 -dietil-N-metil-acetanilida

180 2 -acetil-6"-etil- N-(metoxi-metil)-acetamida

181 2-hidroxi-2°,6 "-dietil-N-(metoxi-metil)-acetanilida

182 2-metil-sulfinil-N-(2°,6 -dietil)-acetanilida

183 2-cloro-2"-acetil-6"-etil-N-(metoxi-metil)-acetanilida

184 2-metil-sulfonil-N-(2°,6 -dietil}-acetanilida

185 2-sulfonil-2°,6 -dietil-N-(metoxi-metil)-acetanilida

186 Bis-2-tio-2",6"-dietil-N-(metoxi-metil}-acetanilida

A oncogenicidade dos herbicidas cloroacetanilinicos revelou a indugéo
seletiva de tumor nasal em ratos. Este processo é favorecido pela
dietilbenzoquinonimina 188, intermediario formado “in vivo”, que se liga a

macromoléculas, incluindo proteinas celulares''® (Esquema 57).

7 Lyons, C. D.; Katz, S. E. and Bartha, R. Bull. Environ. Contam. Toxicol 1985, 35, 696.
''® Jefferies, P. R.; Quistad, G. B. and Casida, J. E. Chem Res Toxicol. 1998, 11, 353.
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Esquema 58 - Proposta para a biotransformagao do Alachlor 167 e da formacao do mercapturato
180 e da cisteina conjugada 191.

A formacao in vitro de dietilbenzoquinonimina (DEBQ) 188 foi observada
pela incubagdo da dietilanilina (DEA) 170 com microssomo de figado de rato e
NADP(H). A DEBQ 188, um intermediario instavel, ndo foi analisado diretamente,
mas pela reacdo com cisteina sendo excretado pela urina o mercapturato 190 e a
cisteina conjugada 191.

Os estudos existentes com bactérias mostram que ocorre apenas uma
degradacdo parcial do alachlor em condicbes aerdbias e geralmente acontecem
através do co-metabolismo, ou seja, na presenca de outra fonte de carbono. As
bactérias sdo muito sensiveis aos disturbios, como os causados pela agricultura
tradicional, poluicdo e outras formas de “stress”. O estudo do efeito destes

by

distirbios a diversidade das bactérias do solo e suas funcdes neste ambiente
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podem contribuir para a qualidade do solo e para o desenvolvimento de um
agroecossistema sustentavel.'®

Com o objetivo de contribuir ao conhecimento do mecanismo enzimatico
de degradacdo desta classe de compostos resolvemos realizar estudo de
biodegradacdo do alachlor por microrganismos, identificar diferencas e
semelhangas no mecanismo de degradagdo entre as linhagens, adquirindo
informacdes sobre as possiveis atividades enzimaticas.

Esta etapa foi realizada em colaboragéo com a Doutora Lara Durdes Sette
e Doutor Gilson Paulo Manfio.'® Os microrganismos utilizados no presente
trabalho foram selecionados dentre 53 linhagens extraidas do solo previamente
contaminado pelo herbicida. As linhagens foram submetidas a ensaios de
resisténcia ao alachlor 167 sendo selecionadas 6 linhagens que obtiveram
crescimento 6timo frente a diversas concentracées do pesticida em placa de Petri
contendo meio de cultura (ANEXO 1).

As 6 linhagens foram caracterizadas como Actinomicetos (Streptomyces
sp.), ' (Figura 18 e Figura 19, pag. 103) um grupo de bactérias abundante no
solo que possuem atividade degradativa de amplo espectro, secretando uma série
de enzimas extracelulares com capacidade de biotransformar diversas classes
recalcitrantes e xenobiéticas. Eles possuem atividade proteolitica e funcdo em
decomposicdo de quitina, celulose e amido'?, além de produzirem antibiéticos

para controle de doencas em homens e animais.'®

"'"® Thomas, V. G. and Kevan, P. G. J. Agric. Environ. 1993, 5, 1.

12 Sette, L. D.. “Isolamento e Sistematica de Actinomicetos Degradadores de Pesticidas. Unicamp, Campinas,
2001.

%! Sette, L. D.; Oliveira, V. M. and Manfio, G. P. Antonie Van Leeuwenhoek, in press

"2 Holmalahti, J.; von Wright, A. and Raatikainen, A. O. Lett Appl Microbiol. 1994, 18, 1544.

"% Bush, J. A.; Long, B. H.; Catino, J. J. and Bradner, W. T. J. Antibiotics. 1987, XL, 668.
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Figura 18 - Crescimento em placa das linhagens LS153,
LS151 e LS143 (Streptomyces sp)

Figura 19 - Crescimento em placa das linhagens LS166, LS177
e LS182 (Streptomyces sp)
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5.2. Resultados e discussio

5.2.1. Otimizagao da obtencio dos extratos

A primeira parte de nossa investigacdo diz respeito a otimizacdo de um
método de captura dos produtos de biotransformacéo do Alachlor e usou-se para
isso uma solugdo aquosa de alachlor comercial. Com base em técnicas comuns
de laboratério, a nossa primeira alternativa foi a extragéo liquido liquido com 3 x 20
mL de diclorometano. Além da formagdo de emulsdo, tivemos que realizar
concentragdo da amostra do herbicida em rota-evaporador para conseguir analisar
1 pL por CG-EM e a comparagdo com a analise de Alachlor dissolvido em

diclorometano nos fez desistir deste método por néo ser reprodutivel (C 19 a e b).

A -
b g 2
u ]
N o File: C:HRCHEMUUZ ANTULACH B.D
d E Operater. : Luiz Arborio
a 7 Date douied: 31 Jan 2000 1233 pm
- Isburert : HP 59708
n 4 - Method File : LUIZ
C E Sawple Name : Alackior : arosta dissolvida em CH2CL2
i 20
a
0 Hlasmn T = A T T T T T
fimg-= 10.00 20.00
A |
S 80
] File : CHPCHEMULUIZANTWLACH A D
n 60 Operator:  : huis stonie
d ] Diate Acquired: 31 Jin 2000 6:17 pm
a 7 Iarumere : HP 59708
] BMethod File : LUIZ
n 40 o Swmple Name : elachlorexresio ¢/solvente (CH2 CL2)
[ ]
i 20
a 4
] T
0

T T T T T

“ime--» ' I . 1 O.IDU 20.IUD
C 19 - a) alachlor comercial dissolvido em CH,Cl, b) extrato CH,Cl, da solugéo aquosa de alachlor

comercial (125 pL. L.
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Nossa segunda tentativa objetivava o emprego de uma menor quantidade
possivel de solvente, mas com maior eficiéncia. Liofilizamos o meio reacional da
linhagem LS182, dissolvemos uma por¢do do liofilizado em diclorometano e
submetemos a agitacdo magnética. Filtramos a solugdo numa pequena coluna
cromatografica em silica-gel. Esse extrato foi concentrado e analisado por CG-EM
(C 20 a). Depois eluimos com metanol a coluna cromatografica, concentramos e

analisamos o extrato (C 20 b). Observamos que ficou retido material na coluna.

A .
b ]
y 80 File: CHRCHEMLUZANTULACHLORLACL2SG.D
] Operatce:  : Lniz Awiomio
n 3 Dae Acquizd: 11 Fev 2000 1507
d 80 - Imstravent : HP S270B
= ] Method File : LUIZ
a 1 Savle Hame : Alakios em cobums de sftica (F1)
N 40 - Mise Info  : bpS 30w S0-20C r=15Cimm
c 3
boog 3
a ]
o I N ﬁLl{ : . : e
fimg—> 2000
A i
b 80 - File: CAHPCHEMULUIZANTWLACHLORLACLF2. D
u h Operabr : Lak
n : Date Acmird: 11 Fev2000 16:47
2 Instrarrent : HP 9708
d ] Method Ko : LU
3 7 Sarmple Rawe : Fragis CHICI2(£2) silica-gel
N a0 Miscnfo : bp-5 30m 1 0psi.20-29({ Vi), 4CHmin
¢ 3
I on
a ]
3 NP P AU\ R S S
0 : : . ‘ . N " : . , . T . , : ;
fime—> 500 1000 15.00

C 20 - a) Frag&o 1 de CH,Cl, em silica-gel b) Fracdo 2 de CH,Cl, em silica-gel.

A necessidade de efetuar varias extragbes e com uma metodologia que
reproduzisse os resultados, fez-nos desistir desta metodologia trabalhosa
(liofilizacdo, solubilizagdo, cromatografia em silica-gel, concentracéo e analise por
CG-EM).

O nosso grupo, em trabalhos anteriores, utilizou-se de microcoluna de C-18
da Waters para obtencdo de extratos do metabolismo de antibiético in vitro.'?* A
vantagem desta técnica seria a aplicacao direta no meio reacional centrifugado e a

124 Degterev, 1. A.; Nogueira, P. C. L.; Marsaioli, A. J. and Verces, A. E. Ewr. J Drug Meiab.
Pharmacokinet 1999, 24, 15.
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necessidade de pouco solvente. Para o teste, ressuspendemos o liofilizado em
agua destilada e aplicamos 10 mL na microcoluna. Os compostos sorvidos na
microcoluna foram extraidos com 1 mL de diclorometano e depois de seca sobre
Na;S0q, e 1 uL do extrato foi analisado por CG-EM (C 75).

A -

b - File : CHRCHEMLUZANTIS I8 6D
80 — Operator  : Luiz Antozio

u E Date Acquied: 9 Feb 2000 630 am

n - Irstamert : BP 2708
60 Metiod File : LUZZ

d E Sarple Nawe : LS1828 m microcohuma 6

] 1 MiseInd : db-530m 10psibniz

n 40 -

C 1

I 20 3 )

° :—\_A,ML,\ANLJLMM
o ; ;

ime--> 1000

C 21 - CIT do teste de extragéo por C-18 da biotransformagado do Alachlor por pela linhagem LS
182.

Esta técnica apresentou-se bastante pratica e seu resultado satisfatério,
pois tinhamos intencao de realizar varias extragdes e analises em apenas um dia
para garantir as mesmas condicdes cromatograficas de analise. Como finalmente
encontrarmos uma metodologia passamos para a proxima etapa, que foi a
realizac&o dos experimentos de biodegradacao.

5.2.2. Biodegradacdo do alachlor pelas linhagens de
Streptomyces

5.2.2.1. Biodegradacao dos produtos de hidrolise do alachior

Em estudo prévio, as linhagens LS143 e LS153 apresentaram baixa
degradacao do herbicida, enquanto que foi observado 70% de degradacéo para as
linhagens LS151 e LS166, e degradacéo acima de 80% para as linhagens LS177
e LS182."® Entretanto, nao havia nenhuma informacéo sobre a classe e variedade

' Sette, L. D. “Isolamento e Sistematica de Actinomicetos Degradadores de Pesticidas”. Unicamp,
Campinas, 2001.
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de produtos de transformacéo produzidos nestas condi¢cdes. Diante da excelente
biodegradacao do alachlor por alguma das linhagens selecionadas, focalizou-se a
nossa atencdo para dois experimentos: (a) adicdo de alachlor comercial
hidrolisado e (b) adi¢do de alachlor comercial.

O primeiro experimento representaria o tratamento de um ambiente
contaminado pelo herbicida, tentando mimetizar uma situagdo real, pois nos
trabalhos de degradacio in vitro do herbicida & adicionado o 2-cloro-2’,6'-dietil-N-
(metoximetil) acetanilida 167 purificado, sem a presenca do solvente. O Alachlor®
utilizado nos nossos experimentos foi obtido da Monsanto do Brasil (Jacarei-SP)
na sua formulagdo comercial (480 g L), onde o composto esta dissolvido numa
mistura de soiventes derivados do benzeno (C 20 a, pag. 105).

Para tanto, preparamos uma solugdo aquosa de alachlor com agua estéril e
a mantivemos estocada por 6 meses na presenca de luz ambiente para mimetizar
a hidrélise espontdnea na natureza, mas em condigbes abidticas (amostra 1).
Embora seja citada constantemente a resisténcia do herbicida a decomposicéo
fotolitica,'?® existem alguns estudos sobre fotodecomposicao.'?

As linhagens (LS143, LS151, LS153, LS166, LS177 e LS182)
previamente selecionadas foram inoculadas em placas de petri contendo meio
sélido para obtencdo de células frescas. Apés 3 dias de crescimento'® foram
repicadas em meio pobre de sais minerais'?® acrescido de 0,5% de glicose e
mantido por 48 horas a 30°C com agitacéo (150 rpm). Os experimentos foram
conduzidos usando erlenmeyer (150 mL) contendo 30 mlL de meio de sais
minerais acrescido da soluc@o aquosa de Alachlor hidrolisado (144 mg L. Cada
frasco foi inoculado com meio de cultura crescida (10 mL) de cada linhagem
(Fluxograma 1).

126 Stamper, D. M. and Tuovinen, O.H. Crit Rev Microbiol. 1998, 24, 1.

121 (a) Chiron, S.; Abian, J.; Ferrer, M.; Sanchez-Baeza, F.; Messeguer, A. and Barceld, D. Environ. Toxicol.
Chem. 1995, 14, 1287. (b) Somich, C.L.; Kearney, P.C.; Muldoon, M. T. and Elsasser, S. J. Agric. Food.
Chem. 1988, 36, 1322.

122 O termo crescimento, como é usado em microbiologia, refere-se a0 aumento da populagdo, e ndo de um
individuo isoladamente. O crescimento microbiano pode ser definido em termos, tanto da massa, como
também do nimero de células.

1299 g Na,SO04; 0.2 g MgS0,.7H,0; 0.65 g K,HPO,; 1 g NH4CL; 1 g KNO;3; 0.01g FeSO,.7H,0 € 0.1%
extrato de levedura em 1 litro de 4gua destilada, pH 7.3
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Alachlor

48 viv em agua

estéril

6 meses .

meio liquido de sais

minerais adicionado
144 mg L de

alachlor hidrolisado

30 oC, 150 rpm, 14 dias

controle

- Microcoluna de C18

- Na,SO,4

Concentragao
das
Fracoes
Controle
(CAH e CBH)

Analise
por
CG-EM

inoculacdo
das linhagens

30 0C, 150 rpm, 14 dias

Centrifugacao
17000 rpm/ 10 min
Bioma;sa/v
Meio liquido
- Microcoluna de C18
- N32504
v

biodegradacao (AHLS143, AHLS143
AHLS151, AHLS153, AHLS1686,

Concentracéo das Fracoes de

AHLS177, AHLS182)

l

Analise
por
CG-EM

Filuxograma 1 — Esquema de preparacio das amostras de biodegradacao do alachior hidrolisado

a serem analisadas.
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Desta forma, teriamos o alachlor e seus produtos de hidrolise como Unica
fonte de carbono. Os frascos foram encubados por 14 dias @ 30°C com agitacéo
(150 rpm). Os controles foram conduzidos em erlenmeyer (150 mL) contendo 40
mL de meio de sais minerais acrescido da solugéo aquosa de alachlor hidrolisado
(144 mg L") e encubados por 14 dias & 30°C com agitagao (150 rpm). Depois de
concluido o periodo de reacdo, os meios foram centrifugados (17000 rpm/ 10 min)
para separacao da biomassa do meio liquido (40mL).

As amostras foram extraidas com auxilio de microcolunas de C-18
(Waters, SEP-PAK® cartridge). Adaptamos a entrada da microcoluna em uma
coluna de vidro (50 mL) para facilitar o manuseio das amostras a serem extraidas
(Figura 20).

Meio reacional centrifugado
contendo Alachlor e produtos
de biotransformacdo (40 mL)

Polietileno resistente
a solventes e formece
bom fluxe

Figura 20 - Extragéo do meio reacional por microcoluna de C-18.

A fase de C-18 foi tratada com éter etilico e ativada com metanol-agua
(1:1). A solugdo de metanol-agua é responsavel pela modificacdo do arranjo da
fase dentro da microcoluna. Como teriamos de efetuar a analise de 16 amostras,
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optamos por substituir o diclorometano usado na extracéo teste pelo éter etilico.
Apds a passagem de cada amostra, a microcoluna foi lavada com agua destilada
(6 mL) para carrear residuos dos sais impregnados na coluna. Os compostos
adsorvidos na fase foram eluidos com éter etilico (3mL). Finalmente os extratos
(CAH, CBH, AHLS143, AHLS151, AHLS153, AHLS166, AHLS177 e AHLS182)
foram concentrados sob um fluxo de nitrogénio para 0,05-0,5 mL e injetado (1uL)
no CG-EM (splitless) para analise, cujos cromatogramas de ions totais
(representativos) obtidos encontram-se na C 22 (pag. 111). Os experimentos

foram realizados em duplicatas e com amostras controle (frascos nédo inoculados)

(C 23-42).
o) o
\o/\N/U\/ H\N/U\/ NH,

A@“ﬁifﬂ@

Figura 21 - Alachlor 167 e seus derivados detectados pela hidrolise espontanea
no experimento controle.

A analise dos experimentos controle (CAH) (C 23-26) realizados com da
solugdo contendo o Alachlor hidrolisado foi usado para a identificacdo dos
produtos de hidrdlise do alachlor revelando a presenca de 2-cloro-2°,6™-
dietilacetanilida 188, 2,6-dietilanilina 170, N-(2,6-dietilfenil)-metileneamina 172,
2,6-dietilacetanilida 175 e 2-hidroxi-2’,6’-dietil-N-acetanilida 181 (Figura 21 e C
22b) ja descritos na literatura.”® Entretanto a literatura nio deixa evidente a

1 Stamper, D. M. and Tuovinen, O.H. Crir Rev Microbiol. 1998, 24, 1
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formacao destes produtos pela degradacdo em condicdes abidticas, causando
uma certa confusdo sobre produtos de degradacdo abidtica e produtos de
degradacéo bidtica.
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o 7 ; T ; Lo A
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C 22 - Cromatogramas de ions totais (representativos) de a: Alachlor comercial dissolvido em
CH,Cl, b: controle do alachior hidrolisado ¢: Produtos da biotransformacéo da amostra 1 pelas
linhagens de Streptomyces. Os numeros de picos séo relacionados aos derivados do alachior
relacionados nas Figuras 21 e 23. Condigdes cromatograficas: coluna capilar de silica fundida DB-
5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 um), energia de ionizag&o 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de
arraste (He,10 psi).
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Os cromatogramas de ions totais das amostras AHLS143, AHLS151,
AHLS153, AHLS166, AHLS177 e AHLS182 a partir dos seis experimentos usando
as linhagens de Strepfomyces revelaram grande similaridade entre os produtos de
biodegradacao obtidos (C 27-38, Tabela 8) sugerindo que as linhagens utilizam o
mesmo mecanismo enzimatico.

P —
BT

AN
/\g /\@
193 194

Figura 22 - Derivados do alachlor 167 detectados pela biodegradacio pelo
Streptomyces sp.

Os produtos de transformacéo identificados possuem massas moleculares
inferiores ao do alachlor 167, podendo ser obtidos por reacées hidroliticas e
oxidativas promovidas pelos microrganismos.

A comparacéo entre os cromatogramas obtidos da biotransformacio (C
22, c) apresentou diferencas significativas em relacdo aos dos controles. Os
produtos de hidrolise em condigcbes abioticas (Figura 21) sdo derivados de anilina
di- e mono-alquiladas que favorecem a formagéo da 2,6-dietilanilina 170 (DEA),

intermediario de um composto carcinogénico."’

! Coleman S, Linderman R, Hodgson E and Rose RL. Environ Health Perspect. 2000, 108,: 1151.
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Os compostos 193 e 194 (Figura 22 e Tabela 9) nunca foram citados na
literatura como produtos de biotransformacédo do alachlor 167 e suas estruturas
foram sugeridas baseadas em seus espectros de massas (Figura 23) e padrao de

fragmentacéo, os quais foram consistentes com as fragmentages de metil-

ind6is™? e quinolinas da literatura. '*°
Albundance] 146

80 N l

. g

7 129
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0 . MM, = 157
7 51 53 102 142
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Figura 23 — a) espectro de massas do composto 193 e b) espectro de massas do
composto 194.

O espectro de massas de 8-etilquinolina 193 apresentou um indice de

similaridade de 96% com os dados da biblioteca Wiley 275 e a proposta de sua

fragmentagéo foi sugerida por MacLean (Esquema 59, pag. 115)."*

32 Marx, M. and Djerassi, C. J. Am. Chem. Soc. 1968, 90, 678.
'? Draper, P.M. and MacLean, D.B. Can. J. Chem. 1968, 46, 1487.
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Tabela 9 — Principais fragmentos e abundéncias relativas de alguns produtos de
biodegradacéo do alachlor 167.

Compostos lons principais e abundancias relativas
171 223(M°®", 12) 208(16) 174(40) 146(100)
173 147(M°",60) 132(100) 117(60) 77(16)
192 191(M°®*,20) 160(100) 144(24) 132(60)
193 157(M°*,60) 156(100) 142(10) 129(32)
194 159(M°*,52) 158(24) 144(100) 130(12)

~
. -
_—-ﬁ—» B el V
N
193d
. miz 156 (100%)
m/z 157 (60%) CHs °
A \
m— .
S ) \
N S
- (HCN+ H) N
®
193¢ 193f
m/z 142 (10%)
N S
T —.
_—
1932 193b

m/z 129 (32%)

Esquema 59 — Proposta de MaclLean para a fragmentac&o do produto de transformacéo 193.
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A nossa proposta estrutural para o 7-etil-N-metil-indo! 194 baseou-se na
sugestdo da biblioteca Willey 275 e estd de acordo com a proposta de
fragmentac&o, caracteristica de N-metil-indois (Esquema 60). O espectro de
massas do composto 194 (Figura 23b, pag. 123) apresenta uma fragmentacgéo
relativamente pequena e possui como pico base o ion de m/z 144. A fragmentacéo
proveniente da perda de uma unidade de massa a partir do ion molecular nao é
muito comum em espectrometria de massas, entretanto é bastante observada em
N-metil-indéis sendo responsavel pela formacéo do cation 194a (m/z 158).

3
\ | ~"CHa \
N N
\ \ 7\
194 194d

miz 159 (52%) miz 144 {100%)
\H

i—‘H
A\
N 194e \ 194f
miz 130 (18%)

\

194a ~+

194b
m/z 158 (24%)

Esquema 60 - Proposta de fragmentac&o do produto de transformacéo 194.

Este fato foi bem documentado por Djerassi com moléculas marcadas.'*

O cation 194a pode sofrer um rearranjo envolvendo a migragéo do grupo metil
exociclico formando uma espécie de ion quinolinio 194b. Em N-metil-indéis é
comum a perda de HCN a partir do ion M™ - 1, entretanto ndo foi observada. Isto
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esta de acordo com as observacdes de Draper e MacLean' que indicavam uma
menor tendéncia na perda de HCN quando se frata de derivados quinolinicos com
substituintes no anel benzénico de quinolinas (5-, 6-, 7- e 8-metil-quinolinas).

O pico base m/z 144 é proveniente da perda de 15 u.m.a. a partir do ion
molecular e sua estrutura sofre um rearranjo analogo a conversdo do cation
benzilico para o ion tropilio 194d proposto por Meyerson. ' Portanto, o caminho
proposto de fragmentagdo para 7-etil-N-metil-indol 194 esta coerente com os
dados da literatura para compostos analogos.

Os outros produtos de biotransformacéo 171, 173 e 192 foram citados por
Mangiapan.'® Os compostos sdo provenientes da N-desalquilagdo e hidrélise

seguida de ciclizacao formando compostos N-heteroaromaticos.

5.2.2.2. Biodegradacao do Alachlor pela linhagem LS182

Sentimos a necessidade de realizar um estudo comparativo sobre o
Alachlor hidrolisado e o Alachlor previamente adicionado em agua. Isso porque
ndo esta claro se os compostos inéditos nos estudos de degradacdo do Alachlor
sdo provenientes da direta degradagdo do Alachlor ou de seus produtos de
hidrélise espontanea, além de nos permitir um melhor entendimento da atividade
enzimatica destas linhagens e compreendermos a seu mecanismo enzimatico.
Como as linhagens apresentaram o mesmo padrdo de degradacéo optamos por
realizar neste estudo apenas a linhagem LS182 devido ao seu maior poder
degradativo (> 80 %)."®

Seguimos o mesmo protocolo utilizado no experimento anterior, no que se
refere ao crescimento do microrganismo, inoculacdo, reacdo e extracdo das
amostras. Entretanto este experimento foi conduzido usando erlenmeyer (150 mL)

contendo 30 mL de meio de sais minerais acrescido da solugdo aquosa de

13 Rylander, P. N.; Meyerson, S. and Grubb, H. M. J. Am. Chem. Soc. 1957, 79, 842.

135 Mangiapan, S., et al., Environ. Sci. Technol., 1997, 31, 3637.

136 Qette, L. D. “Isolamento e Sistematica de Actinomicetos Degradadores de Pesticidas™. Unicamp,
Campinas, 2001.
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Alachlor (144 mg L") (amostra 2) preparada instantes antes a sua adigdo. Desta
forma, teriamos o Alachlor como Unica fonte de carbono.

Os extratos dos controles (CA e CB) e da biodegradacdo (ALS182A e
LS182B) foram concentrados sob um fluxo de nitrogénio para 0,05-0,5 mL e
injetado (1ulL) no CG-EM (splitless) para anélise, cujos cromatogramas de ions
totais (representativos) obtidos encontram-se na C 39. Os experimentos foram
realizados em duplicatas e com amostras controle (frascos néo inoculados) (C 40-
43).

167

cB_t
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a
n 4o 471 \
C
i 20
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C 39 - Cromatogramas de ions totais (representativos) de a: controle do Alachlor b: Produtos de
biotransformacao da amostra 2 pela linhagem Ls182. Os nimeros de picos sdo relacionados aos
derivados do alachlor relacionados nas Figuras 21 e 23. Condicbes cromatograficas: coluna
capilar de silica fundida DB-5 (30 m x 0.25 mm x 0.25 um), energia de ionizacéo 70 eV, detector
280 °C, injetor 220 °C, gas de arraste (He,10 psi).

A andlise dos experimentos controie (CA e CB) (C 40-41) realizados com
da solucado de Alachlor (amostra 2) foi usado para a identificacdo dos produtos de
hidrélise do alachlor revelando apenas a presenca de 2-cloro-2’,6’-dietilacetanilida
168, contaminante de Alachlor comercial, indicando que os 14 dias nao foram

suficientes para a formacéo dos produtos de hidrélise encontrados na amostra 1.
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As analises dos cromatogramas obtidos a partir do controle (CAH) da
amostra 1 e dos controles (CA e CB) da amostra 2 nos revelaram que a
formacdo do DEA 170 ocorre pela hidrélise do herbicida em condicdes abidticas e
que nos experimentos de biotransformacao (AHLS143, AHLS151, AHLS133,
AHLS166, AHLS177 e AHLS182) da amostra 1 e quanto maior a degradacdo do
Alachlor, menor a proporgéo relativa deste composto (Tabela 7).

A biotransformagdo do Alachlor da amostra 2 pela linhagem LS182
mostra um aumento na formacgdo do 2-cloro-2’,6™-dietilacetanilida 168 sugerindo
que o Streptomyces catalisa esta reacao. Entretanto, ocorre a formacdo do
composto 171, ndo encontrado nos controles da amostra 1 (alachior hidrolisado) e
amostra 2 (alachlor), e que aparece somente nos experimentos de biodegradacao
da amostra 1 pelas diversas linhagens.

Tiedje e Hagedom formularam uma proposta para biotransformacac do
composto 167 em 169 e 171, onde a formacao deste altimo explica perfeitamente
a formacédo do composto 173."> Com base nesta proposta sugerimos a formagao
dos outros produtos (Esquema 61, pag. 120). Propomos também que o composto
172, produto de hidrélise do Alachlor, na presenca das linhagens €
biotransformado nos compostos 193 e 194. , ou seja, ndo seria produzido pela
biodegradagdo do Alachior e o composto hidroxi-alachlor 181 é produto da
desalogenagao do Alachlor por hidrélise espontanea. Para maior credibilidade das
nossas propostas foi realizado um levantamento das reagdes de ciclizacdo de N-
alquil-anilinas promovidas por enzimas, entretanto poucos dados relacionados
foram encontrados.

Recentemente foi publicado sobre a ciclizagdo de N-alquilanilina
promovida pela “horseradish peroxidase” (HRP)."™®® Os resultados mostram que
depois da oxidagao por um elétron a espécie cation-radicalar promove uma rapida
abertura do ciclopropano formando uma espécie cation-radicalar distdnica levando

a ciclizagao intramolecular e formacgéo de derivados quinolinicos (Esquema 62).

37 Tiedje, J. M. and Hagedom, M. L. J. Agric. Food Chem. 1975, 23, 77.
138 Shaffer, C. L.; Morton, M. D. and Hanzlik, R. P. J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 8502.
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Entretanto, ndo podemos descartar uma concomitante atuagio de enzimas

hidréliticas que venham acelerar o processo de hidrélise espontanea.
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Esquema 61 ~ Proposta da rota de biotransformacao do alachlor 167.

.. ciclizacédo ‘ ‘ O
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Esquema 62 — Proposta do mecanismo da ciclizagao por "Horseradish peroxidase”.'®
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Nao avaliamos neste estudo limitacdo nutricional, desta forma o Alachlor
ndo foi a Unica fonte de nitrogénio, portanto ndo consideramos a atividade de
enzimas amidases e deamidases, e diferentemente a outros trabalhos néo
avaliamos a producéo de CO; e CI".

Culturas de bactérias puras nunca foram citadas como capazes de
completa mineralizacdo do herbicida ou de seu derivado sulfonado quando
realizado em condigbes anaerdbicas. Como nao conseguimos identificar possiveis
produtos de clivagem do anel aromatico ndo podemos afirmar a sua presenca ou
auséncia. Os microrganismos foram capazes que crescer tendo o alachlor como a
unica fonte de carbono, mas acreditamos que inicialmente ocorra N-
desalquilacdes fornecendo compostos suscetiveis a novas clivagens.

Temos que analisar os resultados deste estudo por dois prismas.
Primeiramente verificamos que a biotransformacdo produz compostos menos
recalcitrantes para subseqiiente biodegradacgao. Os produtos de biotransformacéo
detectados no nosso estudo sdo relativamente soliveis em agua e possuem baixa
absorcdo no solo e na matéria organica." A sorcdo na argila e matéria organica
do solo afeta diretamente na biodisponibilidade dos compostos, retardando esses
compostos no sub-solo.

Os indéis e quinolinas s3o potencialmente degradados pelos
microrganismos na natureza, enquanto que o alachior & pouco solivel em agua

(240 ppm a 25°C) e apresenta um ti, de 7 a 14 dias em diversos tipos de solo.
140,141

13° Fetzner, S. Appl. Microbiol. Biotecnol. 1998, 49, 237.
10 Larini, L., Toxicologia dos praguicidas, Editora Manole, S#o Paulo, 12 ed., 1999.
4! Zangorc-Koncan, J., Wat. Sci. Tech. 1996, 33, 181.
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5.3. Conclusao Parcial

Demonstramos a biotransformacédo do alachlor in vitro pelas seis
linhagens de Streptomyces ssp., formando principalmente derivados desclorados
inddlicos e quinolinicos. Somente o composto 168 manteve o atomo de cloro
associado na molécula, indicando a capacidade destes microrganismos de
descloragao do herbicida e seus derivados. Portanto, as linhagens LS166, LS177
e LS182, que forneceram elevadas taxas de degradacdo, podem ser empregadas
potencialmente no desenvolvimento biotecnolégico e nos processos de
biorremediacdo de ambientes, atuando principalmente na etapa inicial da
biotransformacao do alachlor.
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06. CONCLUSAO

A biocatalise como metodologia para obtencdo de sulféxidos quirais
mostrou-se versatil, mas como toda a metodologia possui a suas restricoes. Os
fungos apresentaram habilidade em oxidar o enxofre enantiosseletivamente com
baixa ou nenhuma formacdo de sulfona. O método enzimatico & versatil na
obtencdo de ambos enantidbmeros com altos excessos enantioméricos, mas nao
forneceu altos rendimentos para a preparacdo do sulféxido 106.

Por outro lado a resolucéo cinética dinamica de sulfinatos por biocatalise
forneceu resultados bastante interessantes. Identificamos um tipo de resolucado
cinética dinamica fornecendo excelente excesso enantibmerico e merece maiores
investigacoes para otimizacao dos valores. Trata-se uma alternativa "natural” para
obtencdo de sulféxidos quirais. Este método permitira a preparacédo de uma
variedade de sulfoxidos quirais de dificil acesso por biocatalise.

Quanto a proposta sintética, a obtencdo de cetonas quirais enriquecidas
pela rota sugerida nao se mostrou eficiente devido a enantiomerizacdo ocorrida
durante a eliminacao redutiva do grupo sulfinila. O que representava uma rota
rapida e de rendimentos quantitativos nos alertou para as dificuldades em sinteses
de cetonas quirais quando o centro formado esta adjacente ao grupo sulfinila.

A biorremediacdo € um simples e importante fator de controle da dissipacao
de herbicidas em ambientes aerobicos e anaerébicos. Os microrganismos
possuem diversos tipos de enzimas o que permite efetuar reacées em cascata
sobre o herbicida, formando compostos menos recalcitrantes o que facilitaria a
eliminacao total de seus residuos.

Este trabalho proporcionou uma visdo ampla na area de biotecnologia
com o emprego de microrganismos de colegbes brasileiras e seu potencial em

aplicacbes sintéticas.
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07. Experimental

7.1. Notas Gerais

« Os espectros de RMN 'H foram obtidos no espectromefro Gemini 300P —
Varian Instruments (300 MHz). Os deslocamentos quimicos foram registrados
em &, tomando-se como padrdes de referéncia interna o tetrametilsilano (TMS,
8 0,00) ou o CHCI3 (8 7,27). Os sinais obtidos foram caracterizados como: s =
singleto, s/ = singleto largo, d = dubleto, d/ = dubleto largo, t = tripleto, g =
quarteto, quint. = quinteto, sext = sexteto, hept = hepteto, m = multipleto, dd =
duplo dubleto, dm = duplo multipleto, df = duplo ftripleto, dg = duplo quarteto, fd
= triplo dubleto, #/ = tripleto largo, tf = triplo tripleto, ddd = duplo duplo dubleto.

As constantes de acoplamento (J) foram citadas em Hz.

 Os espectros de RMN **C foram registrados nos espectrometros Gemini 300P —
Varian Instruments (75,45 MHz). Os deslocamentos quimicos foram registrados
em &, tomando-se como padrdes de referéncia interna o tetrametilsilano (TMS,
8 0,00) ou o CDCl3 (8 77,00).

. O numero de hidrogénios ligados aos atomos de carbono foi determinado
através dos espectros de RMN °C, com o auxilio das técnicas de RMN "°C-
DEPT (90 e 135, onde CH;/ CH = sinal positivo, CHz = sinal negativo e C0_=

ausente).

. As analises por CG de amostras quirais foram realizadas empregando-se um
cromatografo Hewlett Packard 6890, com detector de ionizagcdo em chama
(FID), equipado com uma coluna capilar de silica fundida, com a fase quiral
(2,6-dimetil-3-pentil)-B-ciclodextrina (25 m de comprimento x 0,25 mm de
diametro interno x 0,25 um de espessura do filme), usando-se Hz como gas de
arraste (ca. 1 mL.min™). O volume injetado das amostras, adequadamente

diluidas foi ca. 1 pL.

. As analises por CG-EM dos experimentos com alachlor foram realizadas
empregando-se um cromatografo Hewlett Packard 5890B SERIES I,
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acoplado a um detector seletivo de massas HP 5970 e Hewlett Packard
6870, acoplado a um detector seletivo de massas HP 5973 , operando com
uma fonte de elétrons com energia de ionizacdo de 70 eV. O espectrometro
de massas operou com velocidade de 0,84 sc:ans.seg.'1 na faixa de m/z 40-
550. A coluna capilar de silica fundida empregada foi J & W Scientific DB-5
(30 m x 0,25 mm x 0,25 um). A pressdo do gas de arraste (He) na cabeca da
coluna foi de 10mL/min. A temperatura utilizada para a interface foi de 240°C e
injetor de 260°C a fluxo constante do gas de arraste (He) de 0,8 mL/min. O
programa de temperatura do forno foi de 80°C até 290°C a 15°C/min (modo
"splitless™).

As analises por CG-EM dos outros compostos foram realizadas utilizando-se
um cromatografo Hewlett Packard 6890 acoplado a um detector seletivo de
massas HP 5973 operando com uma fonte de elétrons com energia de
ionizacdo de 70 eV. O espectrometro de massas operou com velocidade de
0,77 sc;ans.seg.‘1 na faixa de m/z 40-600. No CG foi utilizado uma coluna
capilar de silica fundida HP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). O cromatégrafo
operou com fluxo constante do gas de arraste (He) de 1 mL / min. A
programacéo utilizada na maioria dos casos foi: temperatura inicial (50°C ou
80°C), velocidade de aquecimento (10°C ou 20°C/min, temperatura final
(290°C/10 min), temperatura do injetor (220 °C), temperatura da interface foi de
280°C.

As separagbes de compostos por cromatografia em coluna ("flash”), foram
feitas utilizando-se silica gel 60 (Merck, 0,040-0,063 mm, 230-400 mesh ASTM)
e solventes destilados.

As cromatografias em camada delgada (CCD) analiticas, para o monitoramento
das reacoes e acompanhamento da purificagdo dos produtos por cromatografia
em coluna, foram realizadas empregando-se cromatofolhas de aluminio (4 x 1

cm), recobertas com silica gel com indicador de fluorescéncia em UV2s4, da
Merck (Darmstadt) (folha padréo, 20 x 20 cm).
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¢ A revelagdo dos compostos nas placas cromatograficas foi feita por irradiagéo
com lampada UVyss seguida da imersdo das mesmas geralmente em uma

solugdc de p-anisaldeido'#?

(preparada pela mistura de p-anisaldeido, H»SOs,
HOAc e EtOH, na proporcéo de 1:2:1:100 em volumes, respectivamente) e
subseqiiente aquecimento a 300 °C, com pistola aquecedora.

« Os reagentes foram, em geral, empregados como adquiridos, e os solventes
anidros, preparados conforme as metodologias descritas por Perrin &

Armarego'®. O Alachlor® foi obtido através da empresa Monsanto do Brasil
(Jacarei-SP).

» Os valores de rotacdo optica foram determinados em um polarimetro Perkin
Elmer modelo 341, com lampada de sédio e precisdo de 0,001°, empregando-
se CHCIl3 como solvente. A rotagdo Optica especifica, em fungdo do
comprimento de onda da raia D do sodio, foi obtida conforme as seguintes
conversdes recomendadas pelo fabricante:

ana?’ = ona [1 - 0,000143.(T-20)]", conversao da rotagdo obtida com a

idAmpada de sodio a temperatura ambiente T para 20 °C.
[a)o?® = an2°.(c.l)", rotagéo 6ptica especifica.

T = rotagéo optica lida no aparelho, a temperatura T.
¢ = concentracdo da amostra em g mL™.
I = comprimento da cela (dm).

7.2. Microrganismos

Todos os microrganismos (fungos) utilizados nos estudos de biocatalise
de organossulfurados foram adquiridos da Colegdo Brasileira de Microrganismos
de Ambiente e Industria (http://www.cpgba.unicamp.br/cbmai), do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisa Quimica, Biologica e Agricola (CPQBA) da UNICAMP,

"2 Casey, M.; Leonard, J.; Lygo, B.; Procter, G. Advanced practical organic chemistry. New York, Chapman
& Hall, 1990, p. 264.
' Perrin, D. D.; Armarego, W. L. Purification of laboratory chemicals. 3ed, New York, Pergamon, 1988.
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localizado na Vila Betel, Paulinia e da Colecdo de Culturas Tropicais

(http://www.cct.org.br/), da Fundagdo André Tosello, no Parque Taquaral,

Campinas, ambos em Sao Paulo.

Os microrganismos (bactérias) utilizados nos experimentos de
biodegradacao do Alachlor (Strepfomyces sp.) foram adquiridos no Laboratério de
Sistematica e Fisiologia Microbiana da Faculdade de Engenharia de Alimentos da
UNICAMP pela colaboragcdo com a Doutora Lara Durdes Sette orientada pelo
Doutor Gilson Paulo Manfio. As linhagens foram depositadas na CBMAI
(http://www.cpgba.unicamp.br/cbmai) e na colecdo da Deutsche Sammiung von

Mikroorganismen und  Zellkulturen (htip:/www.dsmz.de), Braunschweig,

Alemanha.

TABELA 9 - Linhagens e seus registros nas colecbes

Linhagem CBMAI DSM
LS 143 0001 41805
LS 151 0002 41806

LS 153 0003 41807
LS 166 0004 41808
LS 177 0005 41809
LS 182 0006 41810

7.3. Crescimento dos Microrganismos para as Reacgbes de

Biocatalise com Organossulfurados

Os fungos utilizados nas reactes de biocatalise foram cultivados em 100
mL de caldo nutritivo de extrato de malte 2 % em erlenmeyer de 500 mL por 72 h
em agitador rotativo, a 28 °C e rotacdo de 120 rpm. Apos este periodo de
crescimento, as células dos fungos foram filtradas sob vacuo, em peneiras de 200
mesh e em seguida ressuspensas em 40 mL de solucdo tampao fosfato (Na;HPO4

/ KHoPQOy4, 0,1 M, pH 7), em erlenmeyer de 125 mL. Posteriormente adicionou-se
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20 ulL de substrato para 2,0 g de células umidas de fungo. As reacdes foram
realizadas por 96 horas em agitador rotativo a 28 °C, 120 rpm e monitoradas a
cada 24 horas.

7.4. Crescimento dos Microrganismos e reacao de Biodegradacao
com Alachlior Hidrolisado (Fluxograma 1, pag. 108)

Os actinomicetos utilizados nos experimentos de biodegradacdo com
Alachlor hidrolisado foram cultivados em 100 mL de caldo nutritivo de extrato de
malte e levedura em erlenmeyer de 500 mL por 48 h em agitador rotativo, a 30 °C
e rotacdo de 120 rpm. Apés este periodo de crescimento, as células foram
centrifugadas (17000 rpm/ min) e em seguida ressuspensas em 40 mL de solucéo
meio mineral (2.0 g Na;S0y; 0.2 g MgS0,4.7H20; 0.65 g KoHPO4; 1.0 g NH4CI; 1.0
g KNOj; 0.01g FeS04.7H0 e 0.1% extrato de levedura em 1 litro de agua
destilada, incluindo 288 mL de uma solugéo aquosa de 500 mg L™ de Alachior
hidrolisado, pH 7.3), em erlenmeyer de 125 mL contendo 144 mg L™ de Alachlor
hidrolisado. A solucdo aquosa de Alachlor hidrolisada (500 mg L™ foi preparada
pela diluicdo de Alachlor comercial em agua destilada esterilizada e que
permaneceu encubada por 6 meses. Os ensaios foram realizados em agitador
rotativo a 30 °C, 120 rpm por 14 dias. Depois do periodo de reacdo os meios
foram centrifugados (17000 rpm/ min) para separacdo da biomassa do meio
liquido (40 mL).

7.5. Crescimento dos Microorganismos e reacao de

Biodegradacao com Alachlor (Fiuxograma 1, pag. 108)

A linhagem LS 182 utilizada nos experimentos de biodegradagéo com
Alachlor foi cultivada em 100 mL de caido nutritivo de extrato de maite e levedura
em erlenmeyer de 500 mL por 48 h em agitador rotativo, a 30 °C e rotacéo de 120
rpm. Apos este periodo de crescimento, as células foram centrifugadas (17000

128



rpm/ min) e em seguida ressuspensas em 40 mL de solugdo meio mineral (2.0 g
Na,SO4; 0.2 g MgS0,4.7H,0; 0.65 g KoHPO4; 1.0 g NH4CI; 1.0 g KNO3; 0.01g
FeS0,.7H,0 e 0.1% extrato de levedura em 1 litro de agua destilada, incluindo
288 mL de uma solucdo aquosa de 500 mg L' de Alachlor, pH 7.3), em
erlenmeyer de 125 mL. A solucéo aquosa de Alachlor nao hidrolisado (500 mg LY
foi previamente preparada utilizando agua destilada esterilizada. O experimento foi
realizado em agitador rotativo a 30 °C, 120 rpm por 14 dias. Depois do periodo de
reacdo os meios foram centrifugados (17000 rpm/ min) para separacéo da
biomassa do meio liquido (40 mL).

7.6. Obtengdo das amostras a serem analisadas (Fluxograma 1,
pag. 108)

Depois de centrifugados e separados da biomassa, os meios reacionais
foram submetidos a extragdo em microcolunas de C-18 tratadas previamente com
éter etilico e com metanol-agua (1:1). Apdés a passagem das amostras na
microcoluna foi eluida com agua destilada (6 mL) e, depois, com éter etilico (3
mL). As fragbes foram evaporadas sob nitrogénio, secou-se sobre Na>SO, e

aliquotas de 1ul foram analisadas por CG-EM (splitless).

7.7. Meios de Cultura e Solugao Tampao

Meios de cultura Liquido

O meio de cultura é a associacdo qualitativa e quantitativa de substéncias
que permitem o cultivo de microrganismos fora do seu habitat natural. Os meios
de culturas sdo esterilizados e livres de outras formas de vida e preparados,

segundo a sua formula, s&o distribuidos em frascos de erilenmeyer ou tubos de
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ensaio sendo entdo tamponados com algoddao ndo adsorvente para evitar a
contaminacéo pelo ar.

Extrato de Malte — “Mait Extract”-ME

E um meio de cultura para o cultivo de fungos. O extrato de malte é uma
infusdo de malte seco e moido, sob condigbes que conservam ativas sua
caracteristica diastatica. Para o meio de cultura liquido foram utilizados 20 g de
extrato de malte e agua destilada suficiente para completar 1 L de solucéao.

Extrato de Malte e Levedura - “Yeast Malt Extract” - YME

E um meic de culiura elaborado para o cultivo de leveduras, mas
eficientemente empregado para actinomicetos. O extrato de levedo microbiolégico é
uma fonte de vitamina B e de outras substancias que promovem o crescimento de
leveduras. A glicose é uma fonte de carbono e energia; alta concentragdo permite
o crescimento de fungos, mas inibe o desenvolvimento de bactérias. Para o meio
de cultura liquido foram utilizados 10 g de extrato de malte, 4,0 g de exirato de
levedura, 4,0 g de glicose e agua destilada suficiente para completar 1 L de
solucao.

Meios de cultura Soélido

Os meios de culturas sdlidos que foram destinados aos crescimentos e
repiques dos microrganismos foram preparados de modo idéntico aos meios
liquidos sendo que nestes casos foram adicionados 2 % de agar-agar. O agar néo
constitui alimento para os microrganismos sendo apenas um agente solidificante.
Os meios precisam ser vertidos em placas de Petri ou em tubos inclinados
(“slantes”) ainda quentes enguanto se encontram liquefeitos.

Para os fungos o meio sodlidos de ME foi vertido em tubos inclinados
(“slantes”), mas para os actinomicetos (bactérias) o meio sélido de YME foi vertido
em placas de Petri por serem aerobicos restritos.
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Preparagio de Solugdo Tampdo de Sorensen (NaHPO, -

KHPO4)'

Inicialmente preparamos uma solugédo de Na,HPO, dissolvendo 11.876 g

do sal monoacido em agua destilado o suficiente para completar 1 L de solucéo e

uma solucdo de KH,PO, dissolvendo 9.078 g do sal previamente desidratado em

&gua destilado o suficiente para completar 1 L de solugao.

A solucao tampao com o pH desejado foi preparada de acordo com a

Tabela 10, abaixo.

Tabela 11 - Solugdo Tampao de Sorensen.

NazHP04 KH2P04 N32HPO4 KH2P04
pH M /15 (mL) | M/ 15 (mL) pH M /15 (mL) | M /15 (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 0,5

7.8. Esterilizacao

Todos os meios de cultura, solucdes, placas de Petri, tubos de ensaio,
pipetas e outros materiais utilizados em contato direto com os microrganismos
foram autoclavados (120 °C, 15 min, 1,5 Pa) ou entdo esterilizados em chama de
bico de Biinsen ou sob radiagdo UV ou em solugées de etanol 70% ou hipoclorito
de sédio 0,2%.

1% Morita, T. and Assumpgdo, R. M. V. Manual de Solugdes, Reagentes e Solventes: Padronizagdo,
Preparacdo e Purificagdo,2” ed, Ed Edgard Bliicher, S&o Paulo, 1972, p. 276.
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7.9. Outros

Placas de Petri, tubos de ensaio (varios diametros com ou em tampa), pipeta
automatica, pipeta Pasteur, ponteiras, agulha de inoculacéo, alca de platina (calibre
24 a 26 cm, haste de 6,5 cm), laminas de vidro, lapis estereografico ou
dermatolégico, “plugs” de metal, pincas.

Autoclave Vac Cicloman, Forno microondas — BRASTEMP, Capela de fluxo
laminar VECO, Estufa incubadora B.O.D., Geladeira e refrigerador Cénsul,
Incubadora refrigerada (Shaker) da Marconi modelo MA 420 e MA 820.

7.10. Procedimento experimental e dados espectroscopicos dos

compostos sintetizados.

7.10.1. Etil-fenil-sulfeto (105)

3 2 1 S\/Z' CgH10S
1 138.22
4 6 138.050322
C69.51% H7.29% S 23.19% 145
5 Ver nota

A solucéo de tiofenol (1,076g, 9,772 mmol) em diclorometano (3 mL) sob
banho de gelo, adicionou-se, sob agitacdo, K>COs; (2,90 g, 29,31 mmol) e
trietilamina em quantidades cataliticas. Ap6s 5 minutos de agitacéao foi adicionado
iodeto de etila (1,829g, 11,724 mmol) e retirou-se o banho de gelo. Ao fim da
adicdo, a mistura reacional foi agitada por doze horas. A mistura resultante foi
lavada sucessivamente com agua (3 x 20 mL). Secou-se sobre NaSO; e
concentrou-se sob pressdo reduzida. Purificacdo do produto bruto por
cromatografia “flash” em coluna de silica gel (hexano — AcOEt, 9:1) forneceu
1,09g (80,74%) do etil-fenil-sulfeto (105).

5 * massa molecular. ** massa molecular exata calculada (isotépica).
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Aspecto fisico: liquido ligeiramente amarelo
EM m/z (%)138 (M™, 100), 123 (63), 110 (61), 77 (12), 66 (15), 65 (17), 51 (12).

RMN de ' H (300,07 MHz, CDCl3) 8: 1,31 (¢, J 7,3 Hz, 3H, Me), 2,93 (g, J 7,3 Hz,
2H, CHa), 7,15 (m, 1H, H-4), 7,40 — 7,33 (m, 4H, H-2, H-3, H-5 e H-6).

RMN de ** C (75,45 MHz, CDCl3) &: 14,45 (CHs), 27,70 (CHy), 125,62 (CH, C-4),
128,70 (2 CH, C-2 e C-6), 128,90 (2CH, C-3 e C-5), 136,50 (Co, C-1).

7.10.2. (+)-Etil-fenil-sulféxido (106)

i
2 ! 2
1 S CgHﬂ)OS
3 N 5422
154.045236
4 6 C 62.30% H 6.54% O 10.37% S 20.79%
5

A solucéo de etil-fenil-sulfeto (500mg, 3,62 mmol) em metanol-agua (5
mL, 1:1) sob banho de gelo e agitagdo magnética, adicionou-se NalO, (774 mg,
3,62 mmol). Ao fim da adicdo, a mistura reacional foi agitada por duas horas. Apos
estas duas horas, a mistura reacional foi filtrada com o auxilio de um funil de
Buchner, lavada com agua (20 mL) e cloroférmio (20 mL). A agua-mae foi extraida
com cloroférmio (3 x 10 mL). Secou-se a fase organica sobre Na>SCs; e
concentrou-se sob pressdao reduzida. Purificagdo do produto bruto por
cromatografia “flash” em coluna de silica gel (hexano — AcOEt 50%), forneceu
503mg (20,14%) do etil-fenil-suifoxido (106)

Aspecto fisico: liquido incolor.
EM m/z (%) 154 (M, 23), 126 (64), 125 (20), 97 (14), 78 (100), 77 (27), 51 (24).
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RMN de ' H (300,07 MHz, CDCls) &: 1,20 (¢, J 7,5 Hz, 3H, Me), 2,78 (dg, J 13,6 Hz
e 7,5 Hz, 1H, H-1'a), 2,90 (dg, J 13,6 Hz e 7,5 Hz, 1H, H-1'b), 7,48 — 7,63 (m, 5H,
H-2, H-3, H-4, H-5 e H-6).

RMN de ' C (75,45 MHz, CDCls) &: 5,83 (CHs, C-2), 50,13 (CHz, C-1)), 124,03
(2CH, C-2 e C-6), 129,01 (2CH, C-3 e C-5), 130,81 (CH, C-4), 143,09 (Co, C-1).

7.10.3. 3-tiofendxi-1-cicloexanona (128)

C12H1,08

206.30

206.076536

C 69.86% H 6.84% O 7.76% S 15.54%

A solugdo de 2-cicloexen-1-ona (199 mg, 2,066 mmol) em etanol (5 mL),
adicionou-se, sob agitacdo e a temperatura ambiente, tiofenol (228 mg, 6,066
mmol). Apés o fim da adicdo, a mistura resultante foi agitada por 16 horas. A
solucdo foi concentrada sob pressdo reduzida e o produto bruto purificado por
cromatografia “flash” em coluna de silica gel (hexano — AcOEt 9:1), fornecendo
178 mg (41,69%) do sulfeto (128).

Aspecto fisico: liquido amarelo

EM m/z (%) 206 (M™, 69), 110 (77), 109 (32), 97 (55), 96 (21), 77 (12), 69 (100),
68 (54), 66 (19), 65 (21), 55 (42), 51 (13).

RMN de ' H (300,07 MHz, CDCl3) &: 1,85 (m, 2H, H-6"), 2,15 (m, 2H, H-4)), 2,65
(m, 2H, H-2’), 2,70 (m, 2H, H-5), 3,42 (m, 1H, H-1"), 7,20 - 7,38 (m, 3H, H-2, H4 e

H-6), 7,40 — 7,47 (m, 2H, H-3 e H-5).
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RMN de ' C (75,45 MHz, CDCl,) &: 23,39 (CH, C-5), 31,16 (CHz , C-6'), 40,81
(CH; , C-4"), 46,01 (CH, C-1"), 47,67 (CH. , C-2'), 127,54 (CH, C-4), 128,84 (2 CH,
C-3 e C-5), 132,97 (Co, C-1), 132,80 (2 CH, C-2 e C-6), 208,33 (Co, C-3').

7.10.4. 3-fenilsulfinil-1-cicloexanona (129)

3 153 C12H14028
222.30
©/ 222.071451
4 & 2 C 64.84% H 6.35% O 14.38% S 14.42%

A solucao de 3-tiofendxi-1-cicloexanona (50mg, 0,243 mmol) em metanol-
agua (4 mL, 1:1) sob banho de gelo e agitacdo magnética, adicionou-se NalO4
(52mg, 0,243 mmol). Ao fim da adicdo, a mistura reacional foi agitada por duas
horas. A mistura reacional foi filtrada com o auxilio de um funil de Buchner, lavada
com agua (3 x 10 mL) e cloroférmio (3 x 10 mL). A agua-mae foi extraida com
cloroférmio (3 x 10 mL). Secou-se a fase organica sobre Na,SO4 e concentrou-se
sob pressao reduzida. Purificagdo do produto bruto por cromatografia “flash” em
coluna de silica gel (hexano — AcOEt 50%), forneceu 23mg (42,60%) do 3-
tiofenoxi-1-cicloexanona-S-oxido (129)

Aspecto fisico: liquido amarelo claro

RMN de ' H (300,07 MHz, CDCl3) &: 1,63 -2,60 (m, 8H, H-6’, H-4', H-2', H-5'), 3,32
(m, 1H, H-1"), 7,60 - 7,92 (m, 5H, H-2, H-3, H-4, H-5 e H-6).

RMN de ' C (75,45 MHz, CDCls) 3: 23,30 (CHz, C-5), 23,54 (CH, , C-6), 37,10
(CHp , C-6), 37,10 (CHz, C-2)), 40,34 (CH, , C-4’), 62,23 (CH , C-1), 128,94 (2
CH, C-2 e C-6), 129,45 (2 CH, C-3 e C-5), 134,23 (CH, C-4), 134,52 (Cq, C-1),
206,0 (Co, C-3).
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7.10.5. 2-tiofenil-acetato de metila (130)

0
2 ] s\/U\ CgH100,8
3 . 182.23
7 | T 2 O"g? 182.040151
Ao J C 59.32% H 5.53% O 17.56% S 17.59%
5

A solucgéo de tiofenol (1,076g, 9,772 mmol) em diclorometano (3 mL) sob
banho de gelo, adicionou-se, sob agitacdo, K.CO3; (2,90 g, 29,31 mmol) e
trietilamina em quantidades cataliticas. Ap6s 5 minutos de agitagdo foi adicionado
bromo-acetato de metila (1,794g, 11,724 mmol) e retirou-se o banho de gelo. Ao
fim da adic&o, a mistura reacional foi agitada por doze horas. A mistura resultante
foi lavada sucessivamente com agua (3 x 20 mL). Secou-se sobre NaSO4 e
concentrou-se sob pressdo reduzida. Purificacdo do produto bruto por
cromatografia “flash” em coluna de silica gel (hexano — AcOEt 9:1) forneceu 1,068
g (60%) do 2-tiofenil-acetato de metila (130).

Aspecto fisico: liquido liquido laranja
EM m/z (%) 182 (M™, 77), 151 (1), 123 (100), 109 (13), 77 (11), 65 (8)

RMN de ' H (300,07 MHz, CDCly) &: 3,60 (s, 3H, H-3), 3,70 (s, 2H, H-1), 7,19 -
7,35 (m, 3H, H-3, H-4 e H-5), 7,37 - 7,43 (m, 2H, H-2 e H-6).

RMN de ** C (75,45 MHz, CDCl3) &: 36,70 (CH» , C-1°), 52,49 (CH3 , C-3'), 126,75

(CH, C-4), 128,89 (2 CH, C-3 e C-5), 129,70 (2 CH, C-2 e C-6), 133,22 (Co, C-1),
169,87 (Co, C-2)
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7.10.6. 2-fenil-sulfinil-acetato de metila (131)

3 : 198.23
@ g OMe  198.035066
6

C 54.53% H 5.08% 0 24.21% S 18.17%

A solugdo de 2-tiofenil-acetato de metila (248 mg, 1,362 mmol) em
metanol-agua (4 mL, 1:1) sob banho de gelo e agitacdo magnética, adicionou-se
NalO, (291 mg, 1,362 mmol). Ao fim da adicdo, a mistura reacional foi agitada por
duas horas. A mistura reacional foi filtrada com o auxilio de um funil de Buchner,
lavada com agua (3 x 10 mL) e cloroférmio (3 x 10 mL). A agua-méae foi extraida
com cloroformio (3 x 10 mL). Secou-se a fase organica sobre Na;SO4 e
concentrou-se sob pressdo reduzida. Purificagdo do produto bruto por
cromatografia “flash” em coluna de silica gel (hexano — AcOEt 50%), forneceu 214
mg (81%) do 2- fenil-sulfinil-acetato de metila (131)

Aspecto fisico: liquido liquido laranja

EM miz (%) 198 (M™, 29), 182 (22), 167 (1), 125 (100), 123 (33), 97 (23), 77 (27),
51 (17).

RMN ' H (300,07 MHz, CDCl3) &: 3,69 (d, 1H, J 14,0 Hz, H-1’), 3,84 (d, 1H, J 14,0
Hz, H-1°), 3,71 (s, 3H, H-3"), 7,53 - 7,59 (m, 3H, H-3, H-4 e H-5), 7,65 - 7,72 (m,
2H, H-2 e H-6).

RMN ** C (75,45 MHz, CDCl;) &: 52,70 (CH3 , C-3"), 61,42 (CH, C-1'),123,90 (2

CH, C-2 e C-6), 129,24 (2 CH, C-3 e C-5), 131,62 (CH, C4), 142,71 (Co, C-1),
164,92 (Co, C-2)).
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7.10.7. Propionato de etila (155)

0 CsH100;

! 102.13
102.068079
OEt C 58.80% H 9.87% O 31.33%

Em um baldo de 100 mL adicionou-se acido propidnico (24,98 g, 0,34
mols), alcool etilico bidestilado (20 g, 0,43 mols) e 1 mL de acido sulfarico
concentrado. A mistura foi levada a refluxo por 12 horas e depois submetida a
destilacdo simples, com temperatura de aproximadamente 78 °C foi destilado o
excesso de alcool etilico. A temperatura do sistema foi aumentada
gradativamente, sem manter nenhum ponto, até atingir 100 °C, quando foi
destilada a segunda fracdo. Esta fragdo foi tratada com agua (3 x 2 mL) e
separada com auxilio do funil de separacéo, obtendo um volume igual a 35 mL (89
%). O éster foi submetido a um tratamento com solugéo de NaHCO3;-5% (2 x5
mL), solucéo saturada de NaCl ( 2 x 5 mL) e agua destilada e seca sobre NaxSOs.

Aspecto fisico: incolor
EM m/z (%) 102 (M™, 15), 75 (17), 74 (16), 73 (9), 57 (100).

Ponto de ebuligdo: 99 °C "
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7.10.8. lodeto de n-propila (152)

CaHyl

3 169.99
\Z/\i 169.959252

C 21.20% H 4.15% | 74.65%

A solugdo de brometo de n-propila (2 g, 16,260 mmol) em acetona e
agitacdo magnética, adicionou-se Nal (2,93 g, 19,51 mmol) em uma porgéo. Ao
fim da adicdo, a mistura reacional foi agitada por 12 horas. A mistura reacional foi
evaporada sob vacuo e tratada com agua (3 x 10 mL). A fragdo organica foi
tratada com uma solugdo de NayS;03 — 5% e seca sobre Na;SO, fornecendo 1,89
g (70 %).

Aspecto fisico: liquido liquido incolor.
EM m/z (%) 170 (M™, 100), 155 (5), 141 (10), 127 (66).

RMN de ' H (300,07 MHz, CDCls) 5: 0,98 (t, J 7 Hz, 3H, H-3), 1,83 (sex, J 7,0 Hz,
2H, H-2), 3,18 (¢, J 7,0 Hz, 2H, H-1).

RMN de ' C (75,45 MHz, CDCl3) & 9,65 (CHz , C-1), 15,36 (CHs , C-3), 26,92
(CHg, C-2).

7.10.9. (+)-2-fenil-sulfinil-3-pentanona (152a)
o O

2 ” 1 C12H18028
3 1 s 4 3 224.31
2 224.087101
4 C 64.25% H7.19% O 14.26% S 14.29%
5

7|
~ Em um baléo de 25 mL flambado, sob atmosfera inerte (Ar) e em banho de gelo
seco e etanol (- 78 °C) foi adicionado THF seco (1 mL). Em seguida foi adicionado

diisopropilamida (172 ulL, 0,818 mmol). Depois de homogeneizada foi adicionada a
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solucdo de butil-litio (1,3 M, 915 plL, 1,190 mmol) gota a gota. A mistura foi
conduzida a 0 °C com auxilio de um banho de gelo e mantida agitacédo por 30
minutos quando foi retornada a temperatura de - 78 °C para a adi¢do lenta de uma
solugéo do (+)-etil-p-toluil-sulféxido (100 mg, 0,595 mmol) em THF seco (5 mL). Ao
elevar a temperatura da reagao a 0 °C a mistura reacional adquiriu uma coloracao
amarela intensa e depois laranja. Depois de 30 minutos, novamente a temperatura
da reacdo foi conduzida para - 78 °C quando foi adicionado lentamente o
propionato de etila (78,8 pL, 0,595 mmol). Em seguida a temperatura reacional foi
elevada a 0 °C e a solucdo tornou-se amarela clara e depois incolor. A reagéo foi
acompanhada por CCD e depois de 1 hora foi adicionada uma solugéo
concentrada de NH4CI saturada para “matar” a reacgdo. A purificacéo do produto
bruto por cromatografia em placa preparativa (hexano — AcOEt 50%), forneceu
122 mg (90%) do (+)-2-fenii-sulfinil-3-pentanona (152a).

Aspecto fisico: liquido amarelo claro.

RMN " H (300,07 MHz, CDCl) 8: 0,96 (t, J 7,3 Hz, 3H, H-1), 1,28 (dd, J 6,9 Hz, 3H,
H-5), 2,38 (s, 3H, H-7"), 2,46 (g, 2H, H-2), 3,77 (dg, J 6,9 Hz, 1H, H4), 7,27 — 7,43
(m, 4H, H-2', H-3', H-4' e H-5").

7.10.10. (+)-4-metil-4-fenil-sulfinil-3-heptanona (148a)

C15H2,0,8

266.39

266.134051

C 67.63% H 8.32% 0 12.01% S 12.03%

Em um baldo de 10 mL flambado, sob atmosfera inerte (Ar) e em banho de gelo (0
°C) foi adicionado DMF seco (3 mL). Em seguida, com auxilio de um sino, foi
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adicionado NaH (11,5 mg, 0,476 mmol). Depois de homogeneizada foi adicionada
a solucdo de ()-2-fenil-sulfinil-3-pentanona (100 mg, 0,476 mmol) gota a gota.
Apos a formacgdo do derivado de sédio observado pela reacdo total do NaH
adicionou-se o agente alquilante (87 uL, 0,892 mmol). A reagéo foi acompanhada
por CCD e depois de 1 hora a mistura reacional foi tratada com agua e extraida
com acetato de etila (3 x 3 mL). A purificagdo do produto bruto por cromatografia
em placa preparativa (hexano — AcOEt 20%), forneceu 99,9 mg (83%) do (+)-4-
metil-4-fenil-sulfinil-3-heptanona (148a).

Aspecto fisico: liquido amarelo claro.

RMN de ' H (300,07 MHz, CDCl3) &: 0,90 (3H, H-7), 1,1 (3H, H-1), 1,90 (2H, H-6),
1,95 (2H, H-5), 2,05 (3H, H-8), 2,40 (3H, H-7), 2,54 (2H, H-2), 7,44 - 7,62 (m, 4H,
H-2’, H-3",H-5 e H-6').

RMN de ' C (75,45 MHz, CDCls) 5: 8,62 (CHs, C-1), 14,08 (CH3;, C-8), 16,20 (CHs,
C-7), 21,00 (CHs, C-7’), 26,00 (CH;, C-6), 28,14 (CHg, C-5), 30,23 (CHz, C-2),
61,05 (Co, C-4), 124,47 (2CH, C-2’ e C-6"), 128,73 (2CH, C-3' e C-5), 140,48 (CH,
C-1%), 141,70 (CH, C-4"), 205,8 (Co, C-3).

7.10.11. (£)-4-metil-3-heptanona (141)

0 CgHq60
128.21
128.120115
C 74.94% H 12.58% O 12.48%

Em um baldo de 10 mL foi adicionada uma solugéo do produto bruto da
reacdo de alquilacdo (100 mg, 0,397 mmol) em etanol absoluto (1 mL) e foi
submetida a agitacdo magnética. Em seguida foi adicionado o niquel de Raney W-
2 (= 200 mg). Foi acoplamos ao baldo um condensador de refluxo em banho de 0

°C para minimizar a perda do feroménio e a mistura reacional permaneceu em
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agitagdo por 12 horas. Depois a mistura foi filtrada em celite e o head-space da
mistura foi analisado por CG-EM.

EM m/z (%) 128 (M™, 2), 99 (10), 86 (55), 71 (81), 57 (100), 43 (67).

7.10.12. benzenossulfinato de cicloexila (1568)

o) &' 4
2 g Ci2H46028
3 et 3 22431
2 224.087101
4 6 C64.25% H 7.19% O 14.26% S 14.29%

A solucio de cloreto de tionila (3,622g, 30,45 mmol) em benzeno anidro (15 mL) a
0°C e sob agitacdo, adicionou-se, em porgdes, o benzenossulfinato de sédio (1g,
6,09 mmol). Apés o fim da adicdo, permitiu-se & mistura reacional atingir a
temperatura ambiente. A solugdo foi concentrada a % do volume pela destilacao
do benzeno e excesso do cloreto de tionila. O residuo foi diluido com éter anidro
(15 mL) e esfriado a 0°C. Uma solugdo de cicloexanol (707uL, 6,6 mmol) foi,
entdo, adicionada lentamente. Apés o fim da adicdo, a mistura resultante foi
agitada por uma hora a temperatura ambiente e hidrolisada com agua (20 mL) em
banho de gelo. A fase organica foi lavada sucessivamente com uma solugao de
acido cloridrico — 10% (3 x 20 mL) e uma solugéo de salmoura (3 x 20 mL). Secou-
se sobre Na,SO, e concentrou-se sob pressdo reduzida. Purificagdo do produto
bruto por cromatografia “flash” em coluna de silica gel (hexano — AcOEt, 9:1),
forneceu 160mg (77%) do benzenossulfinato de cicloexila (158).

Aspecto fisico: liquido incolor

EM m/z (%) 224 (M™, 0), 143 (100), 125 (21), 83 (46), 77 (23), 55 (38)
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RMN ' H (300,07 MHz, CDCly) &: 1,25-2,10 (m, 10H, H-2', H-3’, H-4’, H-5" e H-6'),
4,34 (m, 1H, H-1), 7,47 = 7,55 (m, 2H, H-2 e H-5), 7,67 — 7,76 (m, 3H, H-3, H4 e
H-5).

RMN '3 C (75,45 MHz, CDCl3) 8:23,80 (2 CHz, C-3'e C-5), 25,11 (CHy , C4)),

33,65 (2 CHp, C-2’e C-6"), 77,94 (CH, C-1), 124,86 (2 CH, C-2 e C-8), 128,71 (2
CH, C-3 e C-5), 131,64 (CH, C-4), 145,59 (Co, C-1).

7.40.13. benzenossulfinato de metila (159)

S CoHe0,8
4 ~ 7Vig2
3 OMe  156.19
. 156.024501
6 C 53.83% H 5.16% O 20.49% S 20.53%

O benzenossulfinato de sédio (150 mg, 0,9 mmol) foi tratado com solugao
de acido cloridrico — 10% (20mL). A mistura foi extraida com éter etilico. Secou-se
sobre Na,SO4 e concentrou-se sob presséo reduzida. Observou-se a formacéo de
cristais brancos que foram tratados com diazometano concentrado sob pressao
reduzida fornecendo 136 mg (95%) do benzenossulfinato de metila (159)

Aspecto fisico: liquido incolor
EM m/z (%) 156 (M", 82), 141 (12), 125 (100), 77 (86).

RMN ' H (300,07 MHz, CDCl) &: 3,47 (s, 3H), 7,53 - 7,58 (m, 2H, H-2 e H-6), 7,69
— 7,72 (m, 3H, H-3, H4 e H-5)

RMN ' C (75,45 MHz, CDCls) &: 49,63 (CHs, C-1), 125,23 (2 CH, C-2 e C-6),
128,90 (2 CH, C-3 e C-5), 132,04 (CH, C-4), 143,67 (Co, C-1).
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7.10.14. Determinacéo da configuragédo absoluta do benzenossulfinato
de cicloexila (158)

1
2 2
1.8 CaH1o0S
3 N 15422
154.045236
4 6 C 62.30% H 6.54% O 10.37% S 20.79%

O magnésio (1g, 41,14 mmol) foi previamente lavado com solucéo aquosa de HCI
- 10% (3x) seguida de acetona (4x) e submetido a alto vacuo. Foram pesados 130
mg de magnésio (5,348 mmol) e colocado em um sistema com baldo (10 mL) de
duas bocas com barra magnética conectado a um condensador de refluxo e a um
borbulhador. O sistema foi flambado com ar quente e esfriado sob presséo
positiva de argonio. 2 mL de THF seco foi adicionado ao baldo. Em seguida foi
adicionado brometo de etila (700 mg, 6,42 mmol) lentamente. A mistura foi
colocada sob banho de 40 °C. Em 15 minutos o magnésio foi totaimente
consumido. A mistura apresentou uma aparéncia de um liquido metalico.
Adicionamos a outro baldo flambado (10 mL) e contendo barra magnética foi
adicionada uma solugdo de benzenossulfinato enriquecido (ee = 20 %, 100 mg,
0,446 mmol) em benzeno e o baldo submetido a banho de gelo. Em seguida foram
transferidos 0,3 mL da solucdo de EtMgBr (2,7 M) previamente preparada para o
baldo contendo a solucdo do sulfinato e a mistura reacional foi conduzida a
temperatura ambiente retirando o banho de gelo. A reacéo foi acompanhada por
CCD e depois de 1 h 30 min foi adicionada uma solugao saturada de cloreto de
aménio. A mistura foi extraida com éter e a fase organica foi tratada com solugao
salubre, seca sob Na,;SO4 e evaporada sob press&@o reduzida. A purificagédo do
produto bruto por cromatografia “flash” em coluna de silica gel (hexano — AcOEt,
1:1), forneceu 59,3 mg (60 %) do etil-fenil-sulféxido (106).

[a]p? = + 46 ° (¢ 0,13, CHCl), (R) — 106 (ee = 20 %)
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ANEXO 1

Esta etapa foi realizada no Laboratorio de Sistematica e Fisiologia
Microbiana da Faculdade de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual
de Campinas, pela Doutora Lara Durbes Sette e pelo Doutor Gilson Paulo Manfio.
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Contaminacdo  do
solo com alachlor

30 dias

Coleta do solo (1 g)

- dilui¢do em agua destilada
- agitagio de 200 rpm por 1 hora
- diluicio sucessiva (102 107 e 107

Placas
de
isolamento

130 °C por 7 dias

53 linhagens
(LS136 a LS189)

Ensaio de resisténcia
ao alachlor

6 linhagens
(LS143, LS151, LS153, L8166, LS177 e LS182)

Fluxograma 2 — Esquema de isolamento das 6 linhagens

146 Gette, L. D. “Isolamento ¢ Sistematica de Actinomicetos Degradadores de Pesticidas. Unicamp, Campinas,

2001.
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ANEXO 1

A coleta das amostras de solo tratada com alachlor foi realizada 30 dias
apos a aplicacdo em area teste na Fundacdo André Tosello, Campinas (SP). As
amostras foram coletadas na porgéo superficial do solo a aproximadamente 20 cm
de profundidade. Foram realizadas varias amostragens em parcelas de 1 m? em
diferentes pontos das areas de aplicagdo do pesticida. As amostras foram
homogeneizadas e imediatamente utilizadas para isolamento das linhagens
bacterianas. Foram tomadas amostras de 1g de solo, as quais foram diluidas em 9
mL de agua destilada estéril. O solo diluido foi colocado sob agitacéo de 200 rpm
e apds 1 hora foram realizadas diluigdes sucessivas (1072, 10° e 10, das quais
foram tomadas aliquotas de 100 pL para inoculagdo nos meios de cultivos. 4
(Figura 24, pag. 147) As placas de isolamento foram incubadas a 30 °C por 7
dias. Foram adicionadas aos meios de isolamento diferentes concentracdes de
Alachlor 3, 30 e 300 [ (dosagem comercial = 6 L/ha), equivalentes a 1 X, 10 X e
100 X, respectivamente, as concentragdes recomendadas para aplicacao no solo.

Durante o periodo de incubagéo as coldnias'® foram transferidas para
placas contendo meio Bennett's modificado’® para purificagdo das linhagens
sendo isoladas 53 linhagens neste procedimento. As linhagens purificadas foram
preservadas por congelamento a —20 °C em suspensao de glicerol a 20%.

"7 Os seguintes meios de cultura foram utilizados para o isolamento seletivo:

v' Meio agar mineral (conc./L): KNO;3 (1,0 g), K;HPO, (0,5 g), MgSOy4 (0,5 g), NaCl
(0,5 g), FeSO4 (10,0 mg), 4gar (20,0 g) e solugdo de microelementos (I mL).

v Solugio estoque de microelementos (conc./L): CuS04.5H,0 (1,0 g), MnCl,.2H,0
(1,25 g) € ZnSO4.7H,0 (240,0 mg).

v" Meio amido caseina (conc./L): amido solavel (10,0 g), caseina (0,3 g), KNO; (2,0
g). NaCl (2,0 g), MgS04.7H;0 (0,05 g), CaCOs (0,02 g), FeS04.7H,0 (0,01 g),
agar (12,0 g) e solugdo de estoque de K,HPO, (10 mL) (estoque a 20%), apos
autoclavagem.

v Foi adicionado aos meios 50 pg/mL do antifingico cicloexamida (actidiona).

v" O pH dos meios foi ajustados para 7,0-7,3.

' Chama-se de colénia o resultado da multiplicacio de uma finica célula sobre um meio sélido resultando em
um aglomerado de células que permanecem juntas.

'4% extrato de levedura, 1,0 g; Lab-Lemco, 0,8 g; bacto-casitona, 2,0 g; glicose, 10,0 g; agar, 15 g; em 1 litro
de dgua destilada
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ANEXO 1

Tl iml imt
iArmostra: . R ———

Frasco ¢/98mi de sohfgio 1x 10—'3 1x 19“4

ssling difuicio 1 x 10
-4
1% 10-2 1% 10-3 txi0
0.4l 0,1mi 0,imi

Figura 24 - Técnica de diluicdes para contagem em placas.'®

As linhagens isoladas foram posteriormente submetidas a teste de
crescimento e resisténcia a niveis de crescentes do Alachlor em meio de cultivo
sélido. Os ensaios foram realizados em placas de Petri contendo meio Bennett's
acrescidos de concentragbes variaveis dos pesticidas durante um periodo de 7
dias, a 30 °C. Os resultados de crescimento foram comparados com placas
controle sem adicdo do Alachior. Desta forma foram selecionadas 6 linhagens
para os ensaios de degradacao que apresentaram bom crescimento em niveis
elevados do pesticida. As 6 linhagens foram caracterizadas como Actinomicetos
(Streptomyces sp.) (Figura 18 e Figura 19, pag. 103)

3% Soares, J. B., De Casimiro, A. R. S.; Albuquerque, L. M. B. Microbiologia Bdsica. 2* ed, EUFC, Fortaleza,
1991.
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E 01 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do etil-fenil-sulfeto 105.
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E 02 - Espectro de RMN de "H (300,07 MHz, CDCls) do etil-fenil-sulfeto 105.
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E 03 — Espectro de RMN de '3C (75,45 MHz, CDCls) do etil-fenil-sulfeto 105.
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E 04 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCl;) do etil-fenil-sulfeto 105.

149



ESPECTROS

70

B - O DOHOADCT
4.

128

50 -]

40

51

g

a7

a1
108
45 B 133

N Bl ),;?‘,’ i.i. oz s il |l 1ss, L
AZew> ' 100 150

EO05 - Espectro de massas (IE, 70 eV) do etil-fenil-sulféxido 106.

LA Lk s BERAR AR M LU L R T

7.58 . 7.50  ppm 294 zsu zss 282 2veppm 1.215 pem
“ ’ | ! o
[ T T T T ’ T T T T ‘ T T L] T ] T H T T l T T T T ) T ¥ T T { T T T T § T T T 1 | T
7 [3 5 4 3 2 1 PPm

E 06 — Espectro de RMN de "H (300,07 MHz, CDCl3) do etil-fenil-sulféxido 106.
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E 07 — Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, CDCls) do etil-fenil-sulféxido 106.
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E 08 - Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCls) do etil-fenil-sulfoxido 106.

151



ESPECTROS

©
=)
{

80 —

70 208

D -0 DI HOT ST

80 —
3 o7

50
55

40

30 -

26

84

b 77
10
. I 83 g 138
1 Y
5 !;ii it L il 1l 1 ilf e, | h”i“.’, T [.. 19 s : L.

L 5:3 10!0 1%0 ’ 200
E 09 - Espectro de massas (IE, 70 eV) do 3-tiofendxi-1-cicloexanona 428.

Iniz £:0007/CDC13 agojslachl

Pulss Saguenca: 32pull

T AR LAY L AL AR M o o o o e S | B e s i e b b e A Mah idul LAl Ll LA LK LS SR L
7.585 7.40 7.25 ppm 3.50 3.42 ppm 2.78 2.72 2.66 pp=m 2.3 2j1 1.8 PR

f T T T T L T T T T LN L B M e S B e e
12 ig 8 & 4 2 -0 PER

E 10 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDClz) do 3-tiofendxi-1-cicloexanona
128.
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E 11 - Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, CDCls) do 3-tiofenéxi-1-cicloexanona
128.
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E 12 - Espectro DEPT 90 e 135° (7545 MHz, CDCl;) do 3-tiofenéxi-1-
cicloexanona 128.
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E 13 - Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCI;) do 3-fenil-sulfinil-1-
cicloexanona 129.
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E 14 - Espectro de RMN de "*C (75,45 MHz, CDCls) do 3-fenil-sulfinil-1-
cicloexanona 129.
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E 15 — Espectro DEPT 90 e 135° (7545 MHz, CDCIl;) do 3-fenil-sulfinil-1-
cicloexanona 129.
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E 16 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do 2-tiofenil-acetato de metila 130.
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E 17 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCls) do 2-tiofenil-acetato de
metila 130.
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E 18 — Espectro de RMN de '°C (75,45 MHz, CDCls) do 2-tiofenil-acetato de metila
4130.
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R R R S R R R L B R R L e R e R R N S R RS W L AN SRS LR R R RS RAR AN R

240 228 200 i80 160 140 120 108 8n &0 40 20 0 pEm

E 19 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCl) do 2-tiofenil-acetato de
metila 130.
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ESPECTROS
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W - THODC T
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9 88 138 180 167
o1 Ll l Erale . L 106 t[!. | h 4 [ 158 | L Iy

~r

)
100 180 200

Nz 50
E 20 - Espectro de massas (IE, 70 eV) do 2-fenil-sulfinil-acetato de metila 131.

Juiz a0 Ol7/0deld merZ3lachl

Pulss Saguence: s2pul

12 10 8 & 4 2 ~0 ppm

E 21 - Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCls) do 2-fenil-suffinil-acetato de
metila 131.

158



ESPECTROS

Lulz tio OL7/cwel’ mex23lactl

Pulse Sequence:r SZpal

R R N R R L B L A L I L S L AL L L L S L O R A RN R A RN SRS RELAE R as S
240 220 200 is8D 160 140 120 100 8D an 40 20 4 wEe

E 22 - Espectro de RMN de °C (75,45 MHz, CDCls) do 2-fenil-sulfinil-acetato de
metila 131.

Luiz tio Cl7/cdell marZilechl

Pulse Saguence: dept

E 23 - Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCl3) do 2-fenil-sulfinil-acetato de
metila 131.
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ESPECTROS
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E 24 - Espectro de massas (lE, 70 eV) do propionato de etila 155.
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E 25 - Espectro de massas (IE, 70 eV) do iodeto de n-propila 157.
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ESPECTROS

Luts Antonio fero003fcdel3 ago23lacHz

Pules Soquance: SZpul

N S | J L

i s A B s S i

sl i it I i e a  a S a
3.26 3.i8 ppm 1.30 1.82 ppm 1.08 1.00 0.92 ppo

E 26 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCls) do iodeto de n-propila 157.

Luiz Botonio ferolU3/cdold agozllacl

Pulse Saquanca: aZpul

T

T

NS AN RN AN N R AR 7T ™ L L L LI I R A S BRI AL I i e e

240 220 200 180 160 140 120 100 80 60 48 20 o

E 27 - Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, CDCls) do iodeto de n-propila 157.
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ESPECTROS

Luis Astonic LDA3-S jullilac8

Pulse Soquecca: Z2pul

7.50 7.40 7.30 pem 3.84 3.76 3.68 ppm

i
|

E 28 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl) do (+)-2-fenil-sulfinil-3-
pentanona 152a.

Luix FERO 00l/edel3 julOzlacE

Pulse Sequence: aZpul

E 29 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCl) do (+)-4-metil-4-fenil-sulfinil-
3-heptanona 147a.
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ESPECTROS

Luts FERO 00L7edels joldzlact

Pulse Sequence: sZpul

bl A ARttt i B i A o A
240 220 200 iao i6D 140 128 i6g 8% &0 40 20 e PE=

E 30 — Espectro de RMN de *C (75,45 MHz, CDCls) do (+)-4-metil-4-fenil-sulfinil-
3-heptanona 147a.
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sttt b Lo aaba s da o b boaana b os bt elbag

45 sal
0 :l; %L Lees|llrerrenss || o e |, R :
2> 50 100

E 31 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do (+)-4-metil-3-heptanona 141.
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ESPECTROS

143

125

&
. Mosellllh szl “[h 9
DL 50 100

109
02 117
- .

h 168 178 189 207 224

130 137
. , .
150 200

E 32 - Espectro de massas (IE, 70 eV) do (+)-benzenossulfinato de cicloexila 158.

Luiz £10~010/0dcld noviOlachl

Pulss Bequence: s2pul

I AT ALY

7.60

,,,,,,,,, e R L AN L LAY LR AN SR LR LA SER

7.50 prm 4.42 4.34 4.26 pm2.1 1/ 1.7 1.5 1.3 pom
‘ 1— M
T T T T ™ T T T T T T T T T T T T T T T
14 12 10 8 6 4 2 o -2 pEm

E 33 -~ Espectro de RMN de "H (300,07 MHz, CDCls) do (+)-benzenossulfinato de

cicloexila 158.
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ESPECTROS

Luiz £10-010/cdel3 nov2llacCl

Pules Saguance: #Zpul

T
240 220 200 180 160 140 izo 100 80 &0 48 20 0 pEm

E 34 — Espectro de RMN de *°C (75,45 MHz, CDCl3) do (+)-benzenossulfinato de
cicloexila 158.

Luiz £10-010/cdell nowzOlaehl

Pulse Sequence: dapt

S R S M LRl R e LR LN RS LA SN RS LA REAATRARES L) LA AR RS RN EARRS LA L AR LR R
240 220 200 180 160 140 i20 100 80 &0 40 20 0  ppm=

E 35 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCls) do (+)-benzenossulfinato de
cicloexila 158.
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E 36 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do (+)-benzenossulfinato de metila 159.

Lutx tic 012/cdel3 nov0laoB3

Pulse Sequence: s2pul

ML.,_,,JMMA

87

0

Ié

135

i

141

156

ESPECTROS

E

bl

T
100

T

T
200

L LA LA SR ALY L LA SR A S LAl Rl L L B LA B e tu i S i e s o

7.70 7.66

7.62

7.38

7.54

7.50

PEm

L

T
300

E 37 — Espectro de RMN de 'H (300,07 MHz, CDCls) do (¥)-benzenossulfinato de

metila 159.
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ESPECTROS

Lulz tioc 012/cdel3 now20lact3

Pulse Seguence: sZpul

Eamserm g 7T T T T T
240 220 200 180 160 140 120 180 80 80 40 20 0 ppm

E 38 — Espectro de RMN de "°C (75,45 MHz, CDCls) do (+)-benzenossulfinato de
metila 159.

? _

R AR A L R R S R RS R R N L S B W L i A L) M R R R B L S L e ARy R ey L a s
240 220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 5 pEm

E 39 — Espectro DEPT 90 e 135° (75,45 MHz, CDCls) do (+)-benzenossulfinato de
metila 159.
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ESPECTROS
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5 3 202 2 X
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Wiz—-> 50 100 150 200 250
E 40 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do Alachlor 167.
‘; | 136 0
U 8o - H ,lk/(:l
N ] >N
D 4
A 80 '-:
N _
C 40 4
u 1
A o ] 147 M. W. = 225
] o 7o s N 4g -
o1 o s B s Lo W l,llj]1zs.|J;l.m. 159 1% 167|102 150198000 20 T
Tz 5:3 1DlO 15‘8 2&0

E 41 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do 2-cloro-2",6"-dietilacetanilida 168.

A 134
B 3 NHy
U g
N .
D .
A 807
N ]
¢ 0] 149 M. M. = 149
A . 119
20 ~ 91
- 77
] 4 = 5965 l 106 l
o1 luff ;hl. ;“ ol ks ,.||l§32 1yl 1??1«:!, .113]1”.. o I 13y R ,
> 50 100 150 200
E 42 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do 2,6-dietanilina 170.
A 148 g
5 ] (d
U g J
N ]
D h
A 807
N ]
C a0 7 130 174
! ] M. M. = 223
A ] .
2 208
1 159 l 223
g - 157:||l 11321??19.4 . hl .iu "
MiZ--> 50 100 150 200

E 43 - Espectro de massas (IE, 70 eV) do 1-cloroacetil-2,3-diidro-7-etilindol 171.
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ESPECTROS
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iz 50 100 150 200

E 44 - Espectro de massas (IE, 70 eV) do N-(2',6'-dietil-fenil}-metil-eneamina 172.
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7> 50 100 150 200
E 45 - Espectiro de massas (IE, 70 eV) do 7-etil-indol 173.
A 0w f
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A ] o M. M. = 181120

2 150 176

g {1 r l“l] { h!\ll“syl nhIl r s{i
miz--» 50 100 150 200
E 46 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do 2',6'-dietil-acetanilida 175.
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E 47 — Espectro de massas (IE, 70 eV) do 2-hidroxi-2',6-dietil-N-(metoxi-metil)-
acetanilida 181.

169



ESPECTROS
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E 48 — Espectro de massas (lE, 70 eV) do 7-etil-2-metoxi-3-metil-indol 192.
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E 49 - Espectro de massas (IE, 70 eV) do 7-etilquinolina 193.
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E 50 - Espectro de massas (IE, 70 eV) do 7-etil-N-metil-indol 194.

TIIRIET TIIE N W W A AT W AT

1%L

T ¥ T T

3}1 }h
50

170



CROMATOGRAMAS

CA7D

[S RO o T B Vo Wil B =l o

20

MEEE AR EER NN AN RS NEN

tempo > 5.00 10.‘00 15?00
€ 23 - Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna capilar de silica fundida DB-5

(30 m x 0.25 mm x 0.25 um), energia de ionizacdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de

¥

arraste (He,10 psi) da amostra controle CAH A7.

A ]
b ] C4 8D
u 3
n :
d 80 -
a ]
n 4g J
¢ 7
b
¢ ) |
0 A e ' ; ; Mok { o ; ;
tempo --> 500 10.00 15.00

C 24 - Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna capilar de silica fundida DB-5
(30 m x 0.25 mm x 0.25 um), energia de ionizacdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de
arraste (He, 10 psi) da amostra controle CAH A8.

A ]
b_ 3 cs2Dp
u ® =
f ]
d &
a ]
n 40 -
C 7
a ] p
o - T t ’w{\—‘ T T T T T T T T T T d
tempo —> 500 1000 15.00

C 25 — Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna capilar de silica fundida DB-5
(30 m x 0.25 mm x 0.25 um), energia de ionizacéo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de
arraste (He, 10 psi) da amostra controle CAH B2.
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CROMATOGRAMAS

o0 CB.6D

80

40

’ J/\NM
0 : A , : Ml A

tempo > 500 'mim ' i ' 15100
C 26 — Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna capilar de silica fundida DB-5

O e O T HODCT

FRNRERSE SR NI ETESE AR AU o 3 SO W

(30 m x 0.25 mm x 0.25 um), energia de ionizagdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de
arraste (He,10 psi) da amostra controle CAH B6.

LS143A_1.D

o
<

N
©

[
<

INEER IR ARNES N WEE RN

[ S I = T~ o
o
<

§ U Y|

tempo = Sbﬂ 10.|00 ' 15?03
C 27 — Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna capilar de silica fundida DB-5

(30 m x 0.25 mm x 0.25 um), energia de ionizag&o 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de
arraste (He, 10 psi) da amostra AHLS143A.

LS1438_3

20

0 PR N ‘»,J\)\ fdm A

tempo --> ‘ 500 ' 1000 ' 15.00
C 28 - Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna capilar de silica fundida DB-5

B O HODC TR
g

!

(30 m x 0.25 mm x 0.25 pm), energia de ionizacdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de
arraste (He,10 psi) da amostra AHLS143B.
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CROMATOGRAMAS

LS1514 5

B O D HOADE T
3

20

sttt bt ol eaa s

3] M- . «__‘JJ\A M!‘.MA. : A ; o

tempo --> " 500 1000 15.00
C 28 - Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna capilar de silica fundida DB-5

(30 m x 0.25 mm x 0.25 um), energia de ionizacao 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gés de
arraste (He, 10 psi) da amostra AHLS151A.

LS151B_1

[ N N

20

[ RO S B e B i o iy
8

et dar s las

NP T S

T T 7 1 f T 7 T T T 1
10.00 15.00

] : :
tempo > 5.00

C 30 — Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna capilar de silica fundida DB-5
(30 m x 0.25 mm x 0.25 um), energia de ionizagdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de
arraste (He,10 psi) da amostra AHLS151B.

A
b 1 LS153A1
u 83
nog
d 80
a
N a0 J
¢
| 20 3
’ ; MN\J
o 3 . : / — , , UV‘ . A —_— -
tempo —> 5.00 1000 15.00

C 31 - Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna capilar de silica fundida DB-5
(30 m x 0.25 mm x 0.25 um), energia de ionizacdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de
arraste (He,10 psi) da amostra AHLS153A.
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CROMATOGRAMAS

LS1538_3
80

80

40

2: ; : N\A_K Jw LA A

tempo > 5.00

WO D WMaDCT D

Larpbea b s b

i
1500
C 32 - Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna capilar de silica fundida DB-5
(30 m x 0.25 mm x 0.25 um), energia de ionizagdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de
arraste (He,10 psi) da amostra AHLS153B.
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LS166A,_7
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80

40

| I o R B T @ Wi B i o

20

0 - - ,s...["&_}“\T___/\ Lfv\‘ P‘- A .

T 7 T T T 7 T
tempo —> 5.00 1000 15.00

s da e e d e e

C 33 - Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna capilar de silica fundida DB-5
(30 m x 0.25 mm x 0.25 um), energia de ionizag&o 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de
arraste (He,10 psi) da amostra AHLS166A.

A J
b 1 LSi668.8
80 3
u ]
n h
d 0 ]
] h
n 40 J
c 7
P o0 3
a
g . - 4 - \:{\1\/’\ . .A e e
tempo -» 500 1000 1500

C 34 ~ Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna capilar de silica fundida DB-5
(30 mx 0.25 mm x 0.25 um), energia de ionizagao 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de
arraste (He, 10 psi) da amostra AHLS166B.
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CROMATOGRAMAS

LS177A. 4

3

paaataa e oty lran

40

20

I G N

tempo -» 5.00 10.00 ’ 1500
C 35 — Cromatogramas de jons fotais (CG-EM) equipado com coluna capilar de silica fundida DB-5

(30 m x 0.25 mm x 0.25 um), energia de ionizacdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de
arraste (He,10 psi) da amostra AHLS177A.

W e O DOADC T
28

j LS177B.5
80

80

40

tempo —» 500 ' ' 1000 ' ' 15.00
C 38 — Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna capilar de silica fundida DB-5

(30 m x 0.25 mm x 0.25 um), energia de ionizagdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de
arraste (He, 10 psi) da amostra AHLS177B.

WO DDA C T

LS162A 4

20

WO DO T
a8

8
TS DREWE RS RN

o , s _,J\JkJ MJ“ EWAVY, A '
500 10.00

: - { - ; ;
fempo - 5 | 15.00
C 37 - Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna capilar de silica fundida DB-5

(30 m x 0.25 mm x 0.25 um), energia de ionizacéo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de
arraste (He,10 psi) da amostra AHLS182A.
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CROMATOGRAMAS

LS1828_6

o Mwﬂ _

tempo --> 15 00
C 38— Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equlpado com coluna capilar de silica fundida DB-5
(30 m x 0.25 mm x 0.25 pm), energia de ionizagdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de

arraste (He, 10 psi) da amostra AHLS182B.
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tempo > 500 15.00
C 40 - Cromatogramas de ions totais (CG-EM) eqmpado com coluna capilar de silica fundida DB-5
(30 m x 0.25 mm x 0.25 um), energia de ionizagéo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de

arraste (He, 10 psi) da amostra CA_1.
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tdaaaa e e baaa gy

B - OIMOTICT
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o ; ; 7 - ; - ¥ ; 5 7 Y
tempo > 500 1500
C 41 - Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equ:pado com coluna capilar de silica fundida DB-5
(30 m x 0.25 mm x 0.25 um), energia de ionizacdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de

arraste (He,10 psi) da amostra CB_1.
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CROMATOGRAMAS

LS182A 2
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tempo —> 500 i 10.00 1500
C 42 - Cromatogramas de ions totais (CG-EM) equipado com coluna capilar de silica fundida DB-5
(30 mx 0.25 mm x 0.25 um), energia de ionizacdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gas de

arraste (He,10 psi) da amostra ALS182A.
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tempo —» 500 ' ‘ ' 1000 ' 1500 '
C 43 - Cromatogramas de ions totais (CG-EM) egquipado com coluna capilar de silica fundida DB-5

(30 m x 0.25 mm x 0.25 pum), energia de ionizacdo 70 eV, detector 280 °C, injetor 220 °C, gés de
arraste (He,10 psi) da amostra AHLS182B.
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ANEXO 2

Cédigo de depésito

Informacdes da linhagem

CBMAI 0001

Sette, L.D.; LS 143 (=DSM 41805).

Depositado por: Lara Dures Sette, CPQBA/UNICAMP.

Recebido como: Streptomyces sp.

Isolado de: Solo contaminado com herbicida Alachlor. Isolado por
Lara Durdes Sette, em 1998 (solo de jardim, Campinas SP Brasil).
Degradac@o de herbicida Alachlor Produgdo de pigmento difusivel,
colorac8o: amarelo-marrom; producdo de melanina (em ISP 6 e ISP
7); coloracdo do micélio: marrom; coloracdo dos esporos: cinza,
branco e verde; ornamentaco dos esporos: liso; morf. de cadeia de
esporos: rectilflexivel

[Segquéncia 16S e arvore filogengtical

CondicBes de cultive: [Oat Agar] 30°C Tempo de incubagdo: 7 dias
pH: 7,2

Riscos e restri¢oes: I..

Referéncias taxionémicas: Shirling EB;Gottlieb D; Methods for
characterization os Streptomyces species. 1996.

CBMALI 0002

Sette, L.D.; LS151 (=DSM 41806).

Depositado por: Lara Durdes Sette, CPQBA/UNICAMP.

Recebido como: Streptomyces sp.

Isolado de: Solo contaminado com herbicida Alachlor. Isolado por
Lara Durdes Sette, em 1998 (solo de jardim, Campinas SP Brasil).
Degradacdo de herbicida AlachiorProdugdo de pigmento difusivel:
ausente; producgdo de melanina ( em OA); coloracdo do micélio:
marrom; coloracdo dos esporos: cinza, amarelo e branco;
ornamentacdo dos esporos: espinhoso; morfologia de cadeia de
esporos: espiral

[Seguéncia 16S e arvore filogendtical

CondigBes de cultivo: [Qat Agar] 30°C Tempo de incubacdo: 7 dias
pH: 7,2

Imagens: [Microscopia eletrbnica de varredurallMicroscopia eletrnica
de varredural[Microscopia oticai{Placa de petrii

Riscos e restrigoes: I..
Referéncias taxiondmicas: Shirling EB;Gottlieb D; Methods for
characterization os Streptomyces species. 1996.

CBMAI 0003

Sette, L.D.; LS 153 (=DSM 41807). Depositado por: Lara Durdes
Sette, CPQBA/UNICAMP. Recebido como: Streptomyces sp
Isolado de: Solo contaminado com herbicida Alachlor. Isolado por
Lara Durdes Sette, em 1998 (solo de jardim, Campinas SP Brasil).
Degradagdo de herbicida AlachiorProducdo de pigmento difusivel,
colora¢@o: amarelo-marrom; producdo de melanina ( em OA);
coloragdo do micélio: marrom; coloracdo dos esporos: cinza, branco e
verde; ornamentacdo dos esporos: liso; morfologia de cadeia de
esporos: rectilflexivel

Sequéncia 16S e arvore filogenética
Condicdes de cultivo: [Qat Agar] 28°C Tempo de incubac8o: 7 dias
pH: 7,2
Riscos e restrigdes: 1..

Referéncias taxionémicas: Shirling EB;Gottlieb D; Methods for
characterization os Streptomyces species. 1996.
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ANEXO 2

Cédigo de depésito

informacodes da linhagem

CBMAI 0004

< Sette, L..D.; LS166 (=DSM 41808). Depositado por: Lara Durdes
Sette, CPQBA/UNICAMP. Recebido como: Streptomyces sp.

Isolado de: Solo contaminado com herbicida Alachlor. Isolado por
Lara Dur3es Sette, em 1998 (solo de jardim, Campinas SP Brasil).
degradac3o herbicida Alachlor; produgdo de antibidticoProdugdo de
pigmento difusivel, coloragdo:amarelo-marrom e violeta; produgdo de
melanina ( em OA); coloracdo do micélio:violeta; coloragdo dos
esporos:amarelo, branco e verde; ornamentacdo dos esporos:liso;
morfologia de cadeia de esporos:rectilflexivel

[Seguéncia 16S e arvore filogenstical

Condicdes de cultive: [Qat Agar] 30°C Tempo de incubag8o: 7 dias
Riscos e restrigdes: I..

Referéncias taxiondmicas: Shirling EB; Gottlieb D; Methods for
characterization os Streptomyces species. 1996.

CBMAI 0005

Sette, L.D.; LS 177 (=DSM 41809). Depositado por: Lara Durges
Sette, CPQBA/UNICAMP. Recebido como: Streptomyces sp

Isolado de: Solo contaminado com herbicida Alachlor. Isolado por
Lara Durdes Sette, em 1998 (solo de jardim, Campinas SP Brasil).
Produz antibidtico; Degrada herbicida Alachior Produg@o de pigmento
difusivel, coloracdo:amarelo-marrom e violeta; producdo de melanina
( em QA); coloracdo do micélio:violeta; coloragdo dos
esporos:amarelo, branco e verde; ornamentagdo dos esporos:liso;
morfologia de cadeia de esporos:rectilfiexivel

Condicdes de cultivo: [Qat Agar] 30°C Tempo de incubagdo: 7 dias
Riscos e restrigbes: I..

Referéncias taxiondmicas: Shirling EB; Gottlieb D; Methods for
characterization os Streptomyces species. 1996.

CBMAI 0006

Sette, L.D.; LS182 (=DSM 41810). Depositado por: Lara Durdes
Sette, CPQBA/UNICAMP. Recebido como: Streptomyces sp.

Isolado de: Solo contaminado com herbicida Alachlor. Isolado por
Lara Durdes Sette em 1998 (solo de jardim, Campinas SP Brasil).
Producdo de antibiético; degrada herbicida Alachlor. Producdo de
pigmento difusivel, coloragdo:amarelo-marrom e violeta; producdo de
melanina; coloracdo do micélio: violeta; coloracdo dos
esporos:amarelo, branco e verde; ornamentacdo dos esporos: liso;
morfologia de cadeia de esporos: rectilflexivel

[Segquéncia 16S e arvore filogenétical

CondigBes de cultivo: [Oat Agar] 30°C Tempo de incubagdo: 7 dias
Riscos e restrigbes: I..

Referéncias taxiondmicas: Shirling EB;Gottlieb D; Methods for
characterization os Streptomyces species. 1996.
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ANEXO 2

Cédigo de depésito Informacdes da linhagem
CBMAI 0205 ndo catalogado
CBMAI 0207 nfo catalogado
CBMAI 0208 nio catalogado
CBMAI 0208 nio catalogado
CBMAI 0210 nio catalogado
CBMAI 0211 nio catalogado
CBMAI 0211 Depositado por: Anita Marsaioli, Instituto de Quimica -

UNICAMP CPQBA. Recebido como: Aspergillus ochraceus
Isolado de: abelha Trigona sp. isolado por Ana Paula
Macedo Zibordi (Fazenda Santa Cecilia Campinas SP
Brasil).

CondigBes de cultivo: [Malt Extract Agar 2%]1 28°C
tempo de incubacde: 7 dias

IMI 321760; =CCT 1966 =CCT 2877 . Contaminated
CCT 1205 industrial metal working fluid .Preston, UK .
Biodeteriogen; potencial chalienge organism.
Medium MA2, OA, PDA; 24C - LY; -80° T09/01/F1-5
Referéncia taxonbmica:
Domsch, K.H., Gams, W. & Anderson, T.H., 1980.
Compendium of soil fungi. Academic Press London, Vol. I
+ I1.

ATCC 16404; =IMI 149007 =IFO 9455 . Blueberry .
CCT 1435 North Carolina, USA . Antimicrobial preservative testing
{300].
Medium MEA; 24C - LY; -80° T09/10/I1-5
Domsch, K.H., Gams, W. & Anderson, T.H., 1980.
Compendium of soil fungi. Academic Press London, Vol. I
+ II.

Costa, A.S., 04/96 . Fermented Manihot esculenta .
CCT 4964 Chapadinha MA, Brazil .
Medium MAZ; 24C - LY; -80° T19/04/D1-5
Domsch, K.H., Gams, W. & Anderson, T.H., 1980.
Compendium of soil fungi. Academic Press London, Vol. I

+ 11
CCT 5551 ndo catalogado
CCT 5552 ndo catalogado
CCT 5553 ndo catalogado
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