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RESUMO

A obtencdo de farmacos na industria farmacéutica cacere de metodologias mais
biossustentaveis de obtencdo de intermedidrios quimicos. Nesse contexto, o presente trabalho
trata do desenvolvimento de rotas quimioenzimaticas na obtencdo de Inonas e alcoois
propargilicos quirais, corriqueiramente utilizados como blocos de construcdo. Como proposta
biocatalitica, uma enzima oxidase comercial Lacase, do microrganismo Trametes versicolor, foi
empregada como biocatalisador oxidante num sistema enzima/mediador, para obtengdo de
cetonas propargilicas. Em sequéncia, através da tecnologia de DNA recombinante, foi expressa
uma enzima carbonil redutase proveniente da bactéria Gluconobacter oxydans (GOX2036),
para as reacOes de reducdo e obtencdo da série dos alcoois propargilicos quirais. Os resultados
de oxidagdo mostraram que o sistema oxidante Lacase/mediador, mostrou-se promissora para
a formacdo de produtos oxidados com taxas de reacdo entre 1h-24h, com rendimentos de bons
a excelentes (64-97%), utilizando-se agua acidica como meio reacional (pH5,5-6,0), e
temperatura ambiente. A presenca de co-solventes mostrou-se necessaria nas reagdes que
resultaram em baixos rendimentos. Nos resultados obtidos com enzima de expressdo em E.coll,
foi possivel a construcdo de dois plasmideos pUC18 de coonagem e pET28 de expressdo
contendo a sequencia genética da enzima de interesse. As biotransformacd&es de reducdo, com
células integras expressadas permitiu obter dlcoois de configuracdo (S), no geral, com

excelentes excessos enantioméricos (>99%) e conversdo, em tempos reacionais de 24-48h.

Palavras-chave: Biocatdlise. Enzima. Oxidoredugdo.



ABSTRACT

Obtaining drugs in the pharmaceutical industry requires more biosustainable
methodologies in the chemical intermediates. In tis in this direction that this thesis proposes to
contribute to the development of chemoenzymatic routes in obtaining chiral Inonas and
propargyl alcohols, commonly used as building blocks. As a biocatalytic proposal, a commercial
Lacase oxidase enzyme, from the microorganism Trametes versicolor, was used as an oxidizing
biocatalyst in an enzyme / mediator system to obtain propargyl ketones. In sequence, through
the recombinant DNA technology, a carbonyl reductase enzyme from the bacterium
Gluconobacter oxydans (GOX2036) was expressed, for the reduction reactions and obtaining
the chiral propargyl alcohols series. The oxidation results showed that the Lacase / mediator
oxidizing system, showed promise for the formation of oxidized products with reaction rates
between 1h-24h, with good to excellent yields (64-97%), using acidic water as a reaction
medium (pH 5.5-6.0), and at room temperature. The presence of co-solvents proved to be
necessary in the reactions that resulted in low yields. In the results obtained with expression
enzyme in E.coli, it was possible to construct two plasmids pUC18 of coonage and pET28 of
expression containing the genetic sequence of the enzyme of interest. The reduction
biotransformations, with expressed whole cells, allowed to obtain alcohols of configuration (S),
in general, with excellent enantiomeric excesses (> 99%) and conversion, in reaction times of

24-48h.

Keywords: Biocatalysis. Enzyme. Oxireduction.
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1 INTRODUCAO

1.1 Sintese assimétrica e Quimica Fina

O desenvolvimento de novas tecnologias quirais na drea de sintese assimétrica é
fundamental nos setores académico e industrial. Isso se deve ao grande avango nas pesquisas
e da necessidade de se avaliar, de forma mais detalhada, drogas quirais.

Esse interesse esta diretamente relacionado, sobretudo, a diferenca na bioatividade
que os farmacos quirais podem apresentar quando comparados a sua mistura racémica.
Recentemente, o uso de uma mistura racémica para novos medicamentos sé é permitido se
todos os ensaios clinicos e toxicoldgicos forem realizados com cada enantiomero de forma
separada(BIRKETT, 1989). Atualmente, em consequéncia disso, 56% dos farmacos vém sendo
comercializados como apenas um dos isbmeros e em sua forma enantiomericamente
pura(NGUYEN; HE; PHAM-HUY, 2006).

Baseado nisso, ha a necessidade de se desenvolver metodologias sintéticas que visem
a obtencdo de um dos isdbmeros possiveis. No entanto, a busca por rotas de sintese baseadas
em tecnologia quiral muitas vezes leva a um aumento significativo na geracdo de subprodutos
e /ou rejeitos. Isso se deve ao fato de que, usualmente, rotas de sintese quirais apresentam um
maior numero de etapas, ou o uso de quantidades equimolares de auxiliares quirais. Sendo
assim, com o intuito de se diminuir o impacto ambiental que esses residuos possam causar,
vem se estimulando cada vez mais, e de forma significativa, o desenvolvimento de rotas de
sintese mais sustentavel(ZYGMUNT et al., 2009).

Com isso, medidas e principios mais ambientalmente amigdveis foram desenvolvidas
e intituladas de Quimica Verde. Nelas as propostas de acBes sdo ambientalmente menos
impactantes desde o planejamento do produto até sua sintese, processamento, analise e seu
destino apds o uso(MARCO et al., 2019).

Porisso, o desenvolvimento de métodos que visem a obtencdo de substancias de forma
mais sustentavel torna-se essencial. Baseado nisso, criou-se os 12 principios da quimica verde
onde o emprego de biocatalisadores tornou-se uma alternativa, interessante, pois além de
permitir a obtencdo de compostos de forma enantio- estéreo- e regioseletiva, e ser

economicamente viavel, o processo é mais limpo.
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Além disso, a aceleracdo das reagBes quimicas por catalise pode ajudar, por exemplo,
na economia de energia e menor geracao de residuos. Para os reagentes bioquimicos, quanto
maior for a taxa de conversao e sua seletividade, maior serd a sua viabilidade como reagente
em reac¢des quimicas(SHELDON; WOODLEY, 2018).

O crescente aumento no uso de catalisadores naturais é decorrente, principalmente, da
necessidade em substituir catalisadores metalicos (geralmente constituidos de metais pesados
ou de transicdo, custosos e mais agressivos ao ambiente) por catalisadores de origem
natural(DAVIS; BOYER, 2001). Cerca de 10% do total das farmacos comercializados empregam
rotas utilizando biocatalisadores(MATSUDA; YAMANAKA; NAKAMURA, 2009). Nestas, em sua
maioria, as reacdes mais empregadas sdo hidrodlise, esterificacdo, oxidorreducdo e
desracemizacdo.

Para obtencdo de substratos organicos de forma seletiva, enzimas podem ser
empregadas como catalisadores convencionais, e as propriedades que essas desempenham,
originalmente no meio bioldgico,(DAVIS; BOYER, 2001) podem ser exploradas frente a
substratos de origem sintética. A reatividade diferenciada que estes biocatalissadores podem
exibir podem ser empregadas em rotas denominadas de quimioenzimaticas. Para isso, &
primordial estabelecer o biocatalisador, empregando-o de forma isolada (enzima pura) ou

através de células integras de microrganismos.

1.2 Biocatalise na industria farmacéutica

Nas rotas indutrais, que utilizam biocatalisadores nos processos sintéticos, alguns
exemplos de reagdes encontradas sao hidrdlise, condensacdo, formacdao de ligacdo C-C,
formacdo de ligacdo C-X, oxidacdo entre outros, representados no Esquema 1(HCNIG et al.,
2017).

Os processos biocataliticos diferem das sinteses quimicas convencionais devido,
principalmente, as propriedades dos biocatalisadores. Estabilidade das proteinas, cinética
enzimatica de atuacdo, condi¢des industriais de processo sdo algumas das caracteristicas. Essas

propriedades por sua vez devem-se pelas atividades desempenhadas nas células, como
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crescimento, indugdo de atividade enzimatica ou uso de vias metabdlicas para reagdes em
multiplos estagios(BISSWANGER, 2014).

Dessa maneira, independentemente de sua origem, a aplicacdo das enzimas, seja nos
setores académicos ou industriais, vem solidificando a biocatdlise como uma darea de grande
importancia para a producdo de compostos com alto valor e atividade agregados. Essas
propriedades cataliticas das enzimas estdo relacionadas as funcdes que elas exercem

originalmente no meio biolégico(DAVIS; BOYER, 2001).

Esquema 1 - Transformacdes sintéticas industriais desempenhadas por enzimas

1) C-C formacéao

o DERA OH OH O
o aldolase Cl o]
o+ o 4 e
a " - —
e € Intermediario do liptor Cl o X0
1 2

2) C-N formacéo

3) Oxidacao

MeO

1) MAD/NHBH;
2) BBE

Existem alguns desafios para a obtencdo de biocatalisadores e para o desenvolvimento
bem-sucedido de um processo baseado em biotransformacdo, como seguir um planejamento
estratégico para uma triagem enzimatica (screening), e consequentemente potencializar os
biocatalisadores. No desenvolvimento de novos processos, portanto, a primeira meta é
estabelecer o biocatalisador, podendo obté-lo na sua forma isolada (purificacdo proteica),
comercial, ou através da célula integra, presente em microrganismos, por ser o ambiente

natural das enzimas.



27

Realizar uma triagem enzimatica com microrganismos, € maneira mais indicada para
investigar possiveis enzimas candidatas a realizar novas biotransformagdes. Em
1991(NAKAMURA; YAMANAKA; HARADA, 2003), por exemplo, o auxiliar quiral na sintese
assimétrica da D(-)Pantolactona 9 (atualmente comercial; 25g — R$501,00), envolveu a triagem
com diversos microrganismos, entre eles 191 bactérias e 280 leveduras/fungos (entre outras
fontes) para obtencdo do produto enantiomérico com ee 86-87%, partindo da reducdo da
Cetopantoil lactona 8, onde os que melhor apresentaram redugdo foram os fungos Candida e

Aspergillus, e a levedura Rhodotorula (Esquema 2).

Esquema 2 - Sintese da D(-)Pantolactona usando microrganismos para bioreducdo

O OH
screening diversos microrganismos o
0 Rhodotoruia minuta IFO0920 o ee86-87%
0 Candida parapsilosis IFO0708 @ 45mg/mL
8 Aspergillus niger IFO4415

Outro exemplo foi a producdo do farmaco Montelukast 12, comercializado para o
tratamento asmatico e alergias. Na etapa sintética de obtencdo do produto enantiomérico, a
investigacdo empregou cerca de 80 microrganismos, onde a bactéria Microbacterium
campoquemadoensis (MB5614) apresentou-se como melhor biocatalisador apds reduzir a
carbonila em 10 obtendo o composto 11 com ee 95% (Esquema 3)(NAKAMURA; YAMANAKA;
HARADA, 2003).

Esquema 3 - Sintese do farmaco Montelukast empregando screening de 80 microrganismos para etapa enantiomérica

80 microrganismosl ] S OH Os_OMe
(levedura, fungo, bactéria)

> al NP
Microbacterium campoquemadoensis O O

10 (s) 1
CO2Na 500mg/L
ee>95%

Montelukast

Nos ultimos 15 anos houve uma migracdo acentuada na natureza do biocatalizador. A

eficacia em identificar, obter, testar e otimizar biocatalisadores para a sintese de intermedidrios
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farmacéuticos foi demorada para gerar um impacto significativo de retorno. Os fatores
principais que permitiram levar a um aumento na capacidade de desenvolver e implementar
rotas biocataliticas foram primeiro o acesso facilitado de obter enzimas, e o segundo a
capacidade desempenhada em gerar essas proteinas por manipulacdo genética e engenharia
molecular(TRUPPO, 2017).

Assim o uso industrial de reagdes enzimaticas requer uma combinagao multidisciplinar
de diferentes técnicas, como triagem de enzimas com propriedades apropriadas, o
aperfeicoamento de propriedades das enzimas via técnicas de biologia molecular, o
aperfeicoamento de propriedades das enzimas via técnicas de imobilizacdo(SHELDON;
WOODLEY, 2018)-(LI; WANG; REETZ, 2018)-(LIU; WU; LI, 2018). Porém para que se encontre a
enzima ideal é necessario sobretudo identificar as reagdes desejadas através da abrangente

gama de caracteristicas funcionais das enzimas.

1.3  Enzimas: classificagdao e obtengdo

Enzimas obtidas de microrganismos naturais vém sendo empregadas, desde meados
dos anos 60, para fins cataliticos industriais.(LAMBERT; MEERS; BEST, 1983) As estimativas
mostram que desde 2008 a utilizacdo dessas enzimas ja correspondia a cerca de 90% do
mercado(ILLANES, 2008). Este fato estd associado ao excelente metabolismo celular
desempenhado por eles, e consequente producdo enzimatica.

O interesse em fontes enzimaticas microbiolégicas deve-se principalmente as fungdes
desempenhadas pelos microrganismos, através do seu metabolismo energético. A
versatilidade em realizar reacdes juntamente com a facilmente de reproducdo, devido as
necessidades nutricionais, os microrganismos se mostram como pioneiro para a descoberta de
novas enzimas.

Estruturalmente, as enzimas sdo constituidas, em média, de 100 a 1000 aminoacidos,
ligados covalentemente entre si por ligacBes peptidicas. Os grupamentos contidos na posicdo
a dos aminodcidos apresentam natureza polar (hidrofilica), ou ndo polar (hidrofébicas), que
através das repulsées e atra¢des leva a uma conformacao tridimensional (estrutura secundaria)
que levam ao enovelamento. O enovelamento dard as caracteristicas intrinsecas da

enzima(ILLANES, 2008). Através desse comportamento de enovelamento, as enzimas geram
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regi®es denominadas de sitio ativo. Essa regido é onde as enzimas desempenham sua atividade

catalitica.

A regido do sitio ativo da enzima é formada por um arranjo especifico de aminoacidos
que permite a enzima desempenhar seu papel(DRAUZ; GROEGER; MAY, 2012). Os substratos
interagem/posicionam-se no sitio ativo de forma ligada ou ndo ligada, levando a transformacao
do grupo funcional do substrato e com isso a biotransformacdo para formacdo dos
produtos(ILLANES, 2008). A classificacdo da Unido Internacional de Bioguimica e Biologia
Molecular (IUBMB) divide as reacdes catalisadas por enzimas em seis grupos principais (Tabela

1).

Os processos biocataliticos diferem das sinteses quimicas convencionais devido,
principalmente, as propriedades de cinética e alto grau de conversdo dos biocatalisadores.
Outras caracteristicas importantes sdo a estabilidade térmica e a possibilidade de realizar as

reacOes tanto em meio aquoso quanto empregando solventes organicos.

As propriedades das enzimas se devem as suas atividades desempenhadas nas células,
como crescimento, inducdo de atividade enzimatica ou uso de vias metabdlicas para reagoes
em multiplos estagios.(BISSWANGER, 2014)

A forma e a origem do biocatalisador empregado para biotransformac¢des podem ser
diversas. A decisdo de utilizar enzimas isoladas ou microrganismos, ambos na sua forma livre
ou imobilizada, depende de alguns fatores como tipo de reacao, necessidade ou ndo de reciclar
os cofatores e da escala em que serd procedida a biotransformacdo(REETZ, 2013). Demirijian e
colaboradores descreveram em 1983 procedimentos e planejamentos necessarios para a
descoberta de novas enzimas com potencial de catalise(DEMIRJIAN; SHAH; VARAS, 1991).

Existem alguns desafios para o desenvolvimento bem-sucedido de um processo de
biocatalise comercial. Inicialmente, um plano de trabalho geral para explorar uma solucdo de
biocatalisadores é realizado, seguindo um planejamento estratégico para uma triagem
enzimatica (screening). Dentre as fontes de enzimas capazes de biotransformar substratos
sintétcos em alcoois secunddarios em sua forma enantiomeicamente pura ou enriquecida, as

lipases e as oxidoredutases sdo as mais estudadas. As hidrolases por permitirem a resolucdo de

alcoois e as oxidoredutases por promoverem a reducao assimétrica de carbonilas(REETZ, 2013).
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Tabela 1 - Classificacdo das enzimas por grupos principais®*

Entrada Classe Tipo de reagdo catalisada
Enzimas que catalisam reacGes de oxidacdo-reducdo
1 Oxidoredutases €nvolvendo oxigenagdo, como C-H = C-OH, ou remogdo

de hidrogénio como CH(OH) = C=0 e CH-C = C=C.

Enzimas que mediam a transferéncia de grupos acila,
2 Transferases  acgucares, fosforil e grupos aldeidos ou cetonas, de uma
molécula para outra.

Enzimas que catalisam reacdes de hidrdlise e formacao
3 Hidrolases de glicosideos, anidridos e ésteres, bem como amidas,
peptideos e outras funcdes contendo a ligagdo C-N.

Podem efetuar varias isomerizacdes, incluindo
4 lsomerases migracdo da ligacdo C=C, isomeriza¢do cis-trans e
racemizacao.

Essas enzimas catalisam reacOes de adi¢do, usualmente
5 Liases de HX, a duplas ligages como C=C, C=N, e C=0, e
também os processos reversos

Sdo também chamadas sintetases e mediam a formacgédo
6 Ligases ou clivagem de liga¢des C-C, C-O, C-S, C-N e ésteres de
fosfato

Fonte: WATSON, J. D; 2015.

1.3.1 Oxidorreductases

As oxidoredutases sdo enzimas que catalisam reacGes pela transferéncia de elétrons
e ou abstracdo de prétons(HOLLMANN; SCHMID, 2004), e sdo amplamente distribuidas entre
organismos microbianos, vegetais e animais.

Entre as reagles que essas enzimas desempenham, as reagdes redox compreendem
uma grande variedade de transformagdes sintéticas essenciais. Atualmente, mais de 25% das
enzimas conhecidas sdo oxidoredutases, e devido a sua biodiversidade e atividades diferentes,
as oxidoredutases foram classificadas de acordo com a natureza do substrato oxidante como
desidrogenases, oxigenases (monooxigenases e dioxigenases), oxidases e

peroxidases(BURTON, 2003).
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Embora exemplos industrialmente vidveis sejam provenientes de todos os grupos, a
familia de desidrogenases / redutases representa um alvo de estudo altamente atraente (XU,
2005), pois inclui um grande numero de enzimas bem caracterizadas e prontamente acessiveis
a comunidade cientifica e industrial.

As desidrogenases e redutases sdo enzimas que catalisam a reducdo de compostos
carbonilicos e necessitam de um cofator para regenerar a atividade catalitica, tais como NADH,
NADPH(OPPERMANN; MASER, 2000) (NAKAMURA; YAMANAKA; HARADA, 2003). As enzimas
desidrogenase/redutase (SDR) compreendem um ampla e crescente familia de oxidoredutases
dependente de cofator, e atualmente chegam a 47000 sequéncias anexadas no banco de dados
da “Protein Data Bank”(LIU et al., 2014)

O mecanismo de transferéncia de hidreto das oxidoredutases pode ser realizado por
4 diferentes maneiras, que vao depender do tipo de enzima que realiza a funcdo redutora, e
da caracteristica das faces dos compostos carbonilicos (Figura 1). (NAKAMURA; YAMANAKA,;
HARADA, 2003)

Figura 1 - Mecanismo de transferéncia de hidreto para a carbonila em reagdo enzimaticas com oxidoretutases
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Fonte: (NAKAMURA; YAMANAKA; HARADA, 2003)

Para a obtencdo de alcoois quirais, importantes intermediarios na sintese de novos
farmacos temos as oxidoredutases como rotas de obtencdo, em sistemas redox, por reduzem
a carbonila enantioméricamente, e hidrolases, por resolugdo, por permitirem a
enantioseletividade de um dos enantiomeros numas mistura racémica, hidrolisando ou

acetilando um dos enanentiomeros.(REETZ, 2013)

1.3.1.1 Enzimas oxidases comerciais
As lacases (E.C. 1.10.3.2) pertencem a chamada familia das oxidases azul-

cobre(VOHRA; SATYANARAYANA, 2003). A funcéo fisiolégica desses biocatalisadores, que pode
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ser secretado ou intracelular, é diferente nos varios organismos, mas todos catalisam processos
de polimerizacdo ou despolimerizacdo. Nas plantas, elas estdo envolvidas na formacdo da
parede celular e, juntamente com as peroxidases, na lignificacdo: ndo ha duvida de que as
Lacases estdo entre as principais enzimas envolvidas nos processos de deslignificacdo por
fungos de podriddo branca(RIVA, 2006).

Mecanicamente, as reacOes de oxidacdo biocatalitica se enquadram em duas
categorias: desidrogenacdo e reacbes de oxifuncionalizacdo. No caso desidrogenativo, uma
molécula receptora (principalmente um cofator de nicotinamida ou flavina,) abstrai um hidreto
de um atomo de carbono substituido por heterodtomo.(DONG et al., 2018)

A oxidacdo aerdbica € um dos métodos mais sustentaveis e ecoldgicos para um
processo de alta eficiéncia e reducdo de residuos (fator E)(SHELDON, 2017). Entre eles, o uso
de mediadores de radicais nitroxila ativados, como o TEMPO, provou ser uma alternativa
valiosa para esta proposta. Apesar da oxidacdo de alcoois usando TEMPO como mediador ser
bem conhecido, ndo hd ainda nenhuma tentativa para estabelecer uma via catalitica
quimioenzimaticas geral para a oxidacdo aerdbica de alcoois propargilicos secundarios em

alquinona em meios aquosos relatados.

Esquema 4 - Fungdo de um mediador na atividade oxidativa da enzimatica da Lacase

0O, Lacase (red) Mediador (ox) Substrato (red)

H,O Lacase (ox) Mediador (red) Substrate (ox)

1.3.2 Hidrolases

As hidrolases sdo as enzimas mais importantes e amplamente utilizadas para aplicagdes
industriais que excedem de longe as enzimas de outras classes(SCHMID et al.,, 2001). As
enzimas dessa classe geralmente aceitam mais de um substrato e ndo é incomum que algumas
enzimas dessa classe apresentem uma extensa gama de substratos, formando assim uma
superfamilia distinta.

Entre as hidrolases, as lipases sdo 0s biocatalisadores mais empregados, por aceitarem

uma grande variedade de substratos de origem ndo natural e com  importancia
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industrial(COSTA; DE AMORIM, 1999). O elevado potencial tecnoldgico destas enzimas se da
pela elevada disponibilidade, tolerdancia a diversos substratos, estabilidade em condicdes
adversas, como emprego de solventes organicos como meio reacional e temperaturas mais

altas.

As lipases estdo entre as enzimas mais empregadas como biocatalisadores em sintese
organica. As lipases (E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas hidroliticas presentes em diversos organismos,
onde a fun¢do desempenhada por elas é a catélise hidrolitica de triacilgliceréis aos acidos
graxos correspondentes e glicerol(COSTA; DE AMORIM, 1999).

Essa classe de enzimas pode realizar tanto a hidrdlise quanto a acetilagdo
enantiosseletiva, levando ao produto resolvido com rendimento de até 50% para ambos os
enantidmeros. Estas enzimas tem como caracteristica sua estabilidade térmica, a auséncia do
uso de cofatores para regenerar o sitio catalitico, e a possibilidade de usar solventes orgéanicos
no processo. Dessa forma sdo muito utilizadas para obtencdo de compostos enantioméricos,
entre eles dlcoois e acetatos, para sintese de novo compostos com atividade

bioldgica(MACINTOSH; TODA, 2004).
1.3.2.1 Resolugéo cinética

Na resolucdo cinética a formacdo tanto de produto como substrato varia ao longo da
reacao. Dois conceitos importantes para verificar a eficiéncia das reacBes catalisadas por
enzimas sdo o excesso enantiomeérico (ee) e a taxa enantiomérica E. A pureza enantiomérica de
qualquer composto é expressa em termos de excesso enantiomérico (ee) definido pela
Equacdo 1, onde Cs e Cgsdo as concentracdes do enantiomero S e do enantiomero R na mistura,

respectivamente:

Equacgdo 1 - Calculo do excesso enantiomérico em Resolugdo Cinética Enzimatica

vee. = B 100 eem G Crl
TR T R¥S ’ C, — Cp
Como as lipases sdo quirais, elas possuem a capacidade de distinguir entre os dois

enantibmeros de uma mistura racémica. O parametro de escolha para descrever a
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estereosselctividade ou a enantioseletividade da reacdo catalisada por lipase é a através da

razdo enantiomérica E.

O valor E é definido como a razdo de especificidade constante para os dois
enantiomeros.. A razdo enantiomérica E pode também ser calculada a partir das concentracdes
dos enantidmeros, segundo a Equacado 2, a RCE que apresenta um valor de E a 1, é considerada
uma reacdo nao seletiva. Assim, todos os processos devem visar o baixo fator E possivel. Uma
reacdo nao seletiva tem um valor E de 1, enquanto um valor E acima de 20 é o minimo para

uma resolucdo aceitavel (STRAATHOF; JONGEJAN, 1997).

Equacdo 2 - Calculo da razdo enantiomérica (E) nas reagGes de Resolucdo cinética

_ In (Cs/Cso)
~In (Cr/Cro)

1.4  Alcoois secunddrios quirais como intermedidrios a partir de compostos carbonilicos

Entre os precursores quirais, os alcoois propargilicos se destacam por poderem ser
utilizados como intermediarios, ou como blocos de construgdo, na sintese de diversos produtos
naturais, incluindo alcaloides, feromonios, antibidticos, entre outros, que possuem atividade
bioldgica(SCHUBERT et al.,, 2001). A reducdo assimétrica de cetonas propargilicas é um
importante ponto de partida para a sintese formal. Schuber et al. reportou atividade redutora
de duas enzimas, uma desidrogenase e outra redutase, em cetonas propargilicas em bons
excessos e rendimentos(SCHUBERT et al., 2001). O mecanismo geral de reducdo é exposto no

esquema 5.

Esquema 5 - Redugdo esquemadtica com diferentes enzimas oxidoredutases para obtenc¢do de alcoois quirais
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As reacdes de oxidacdo por serem umas das rea¢des fundamentais em sintese organica,
permitem a obten¢do de compostos pré-quirais, e consequentemente um dos percursores
para obtencdo de dlcoois quirais, sdo transformados, com a ajuda de microrganismos ou
catalizadores, em moléculas de alta pureza o¢tica, sendo corriqueiramente empregado nos
processos industriais(GALLETTI et al., 2014). Entretanto as metodologias ainda empregadas
para oxidacdo de alcoois secundarios sofrem apelos pois esses métodos precisam de duras
condigcdes experimentais e do uso de solventes organicos toxicos, causando maior impacto
ambiental como residuos e poluicdo.

Devido a soma desses fatores, continua sendo necessario desenvolver metodologias
mais sustentdveis, visando o aumento da eficiéncia de massa, e reacdes com economia de
atomos, levando a metodologia vantagens significativas.

Sintese envolvendo compostos carbonilicos a,B-insaturados sdo importantes,
principalmente devido ao sistema permitir a formacdo de ligacdo C-C por ser um sistema rico
em elétrons, permitindo assim obter uma gama de blocos de construcdo relevantes para o
setor farmacéutico. (SENGEE; SYDNES, 2011)(WHITTAKER; DERMENCI; DONG, 2016). Entre os
compostos que podem ser sintetizados através de compostos acetilénicos estdo os alcoois
propargilicos quirais, lactonas, compostos furdnicos e pirrdlicos, quinolinas, entre outros. Estes,
por sua vez, sdo intermediarios sintéticos com relevancia, e a obtencdo destes blocos de

construcao torna-se significativo (Esquema 6)(WHITTAKER; DERMENCI; DONG, 2016).

Esquema 6 - Produtos obtidos através de rea¢gdes com cetonas a,B conjugadas acetilénicas
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As bio-oxidagOes apresentam como vantagem os altos niveis de seletividade (regio,
quimio e estéreo) que sdo pertinentes e confidveis quando se pretende emprega-los por
exemplo na quimica fina ou indUstria farmacéutica, que contém estruturas complexas e grupos
funcionais sensiveis a oxidagdo, tornando-as, consequentemente, metodologias com forte
valor agregado(LIU; WU; LI, 2018).

A presenca de sistema um acetilénico vizinho a carbonila envolve uma gama de reacdes
de adicdo caracterizado pela facilidade em sofrer ataque nucleofilico, favorecido por duas
caracteristicas estruturais principais, a presenca de sistemas m rico em elétrons C=O e C=C, e a
eletronegatividade do oxigénio que com seu carater retirador de elétrons permite o ataque ao
carbono.

Portanto, uma estratégia sintética para obtencdo de inonas pode ser realizado através
da oxidacdo de alcoois, uma rota usual em sintese organica. Oxidacdo na sua maioria é
fundamental em compostos organicos, entre eles os carbonilicos como cetonas, ésteres,
aldeidos. Atualmente devido a grande necessidade de obtencdo dos compostos carbonilicos,
metodologias sdo frequentemente tracadas e melhoradas, para torna-las viaveis com rotas
buscando as melhores condicGes.

A oxidacdo de alcoois para os correspondentes compostos carbonilicos € uma das mais
importantes reacdes em quimica organica, e tem sido por tempos objetivo de muitos grupos
de pesquisa. Atualmente ha diversas maneiras de oxidacdes de alcoois secundarios. Dentre as
mais usuais estdo oxidacGes de Dess-Martin, Jones, Oppenauer e Swern(LUCA et al., 2001).
Porém algumas dessas metodologias apresentam elevada toxicidade, residuos com peso
molecular elevado, custo alto. A reacdo envolvendo periodinana de Dess-Martin (descoberta
em 1983(CLAYDEN; GEEVES; WARREN, 2009)), por exemplo, apesar de ser bem utilizada para
oxidagdo de alcoois secundarios por sua seletividade, apresenta como desvantagem a obtencdo
de um intermedidrio (IBX) na sintese da periodana, que é explosivo, além da necessidade
equivalente de alcool, gerando assim residuos com peso molecular elevado.

Assim, a maioria destes procedimentos exige muitas vezes reagentes toxicos, maior
tempo de reacdo, alta temperatura, metais de transicdo, desenvolvendo assim problemas de
seguranca e custo dos reagentes utilizados. Portanto, encontrar metodologias que supram

esses contratempos e supere as limitagdes dos métodos acima relatados sdo necessarias.
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Especialmente para a industria hd diversas vantagens: reducdo de poluicdo, baixo custo,
seletividade, simplicidade no processo e manuseio (esses fatores sdo especialmente

importantes na industria).

1.4.1 Desracemizagdo por estereoinverséo

Transformacdes assimétricas em substratos pro-quirais, em alto rendimento e excesso
enantiomérico, representam uma opc¢do interessante para sintese de blocos de
construcdao(TURNER, 2010). No entanto, quando procura-se obter substratos quirais via
compostos pro-quirais ha duas principais rotas, via catalise quimica ou biocatdlise. A primeira
envolve catalisadores via hidrogenacdo assimétrica que necessita de catalisadores quimicos, na
sua maioria de metais como Ruténio, ou reagentes quirais de Boro(SHATSKIY et al., 2015). As
obtenc¢des via quimica de alcoois quirais tem caido em desuso visto o alto valor dos
catalisadores. Assim alternativas biocataliticas tem sido explorada para obtencdo de substratos
quirais enriquecidos.

A desracemizacdo de racematos alcodlicos fornece uma abordagem promissora por
permitir ultrapassar o limite de rendimento de 50% dos métodos de resolucdo cinética usados
tradicionalmente para obtencdo de alcoois quirais. A desracemizacdo de um racemato pode
ser alcancada por resolucdo cinética dindamica, esteroinversdo ou enantioconvergéncia. Os
sistemas de desracemizac¢do ciclica diferem tradicionalmente da inversdao estéreo no uso de
uma reacao irreversivel ndo seletiva combinada com uma segunda transformacao seletiva que
acumula o enantiomero que ndo é convertido(TURNER, 2010).

Como tal, um processo tipico de desracemizacdo ciclica envolve oxidacdo seletiva
catalisada por enzima em um intermedidrio proquiral, que é entdo reduzido por reducdo
quimica n3o seletiva (NASARIO et al., 2016). Dessa maneira, a desracemizacdo por
estereoinversdo de compostos racémicos torna-se uma alternativa promissora, pois permite
através de racemato, obter o enantibmero de interesse em conversdes de até 99%, via reducdo
pro-quiral de compostos carbonilicos.

Nela a obtencdo dos alcoois é feita inicialmente via oxidagdo ndo seletiva de alcoois
racémicos para as cetonas correspondentes, seguida da redugdo enantiosseletiva para apenas

um dos enantiébmeros do alcool (Esquema 7). No desenvolvimento dessas metodologias o
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desafio torna-se encontrar enzimas ou microrganismos que permitam de maneira promissora,
obter cetonas com altos rendimentos na etapa de oxidacdo, seguida de enzimas com alto poder

redutor enantiosseletivo.

Esquema 7 - Processo de desracemizacdo por estereoinversao
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2 OBJETIVO: GERAL E ESPECIFICOS

Explorar metodologias de obtencdo de precursores quirais via rotar biocataliticas,
empregando enzimas comerciais e ezimas expressadas via DNA recombinante. Com isso, o
objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de duas rotas quimioenzimaticas distintas,
porém complementare, de obtencdo de cetonas propargilicas e alcoois propargilicos quirais,
usualmente aplicados como blocos de construcdo na sintese de farmacos opticamente ativos
e produtos naturais. Essa Ultima, de redugdo, de fundamental importancia para o grupo, uma

vez que é o primeiro trabalho do laboratério envolvendo a técnica de DNA recombinante.

Para tanto foram tragados os seguintes objetivos especificos:

> Sintese dos alcoois racémicos com bons rendimentos;

» Desenvolvimento de uma metodologia para obtencdo de Inonas em meio aquoso, a
partir da oxidacdo dos alcoois;

» Estudo minucioso das condicdes experimentais para realizar a oxidacdo aerdbica de
alcoois propargilicos, em meio aquoso, empregando o sistema Lacase/TEMPO;

» Efeito da temperatura, co-solventes e mediador frente as biooxidagdes;

» Construcdo de plasmideos de clonagem e expressdo contendo o gene da enzima
proveniente de Gluconobacter oxydans;

» Proposta de metodologia de desracemiza¢do das Inonas, objetivando desenvolver
reducdo assimétrica através da expressao génica de uma carbonil redutase;

» Comparacdo com metodologias de resolucdo cinética enzimatica, empregando algumas

lipases comerciais.
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3 RESULTADOS

3.1  Sintese dos PadrGes Racémicos

Devido a baixa diversidade ou o alto custo de alguns alcoois propargilicos secundarios
em sua forma quiral, uma biblioteca desta classe de composto foi preparada. A estratégia de
sintese, baseou-se na alquinilicdo de 20 aldeidos, contendo diferentes grupamentos.

Para os compostos de 1a-16a, a preparacdo baseou-se em empregar reacdes de adi¢do
nucleofilica de acetliletos metalicos a carbonila de aldeidos (Esquema 8). Os produtos
provenientes das reacbes de adicdo 1,2-, permitiu a preparacdo de uma biblioteca de
compostos. Essas reacfes foram conduzidas em temperaturas baixas (-78° C), utilizando THF
seco como solvente, e o progresso das reacgdes foi acompanhado por cromatografia em camada

delgada (CCD).

Esquema 8 - Sintese dos alcoois racémicos

1) [ RZ— M]
OH
j’ THF, - 78°C, 3h &
» R Y
R 2) NH,Cliag) g2
1a-16a

Nas reacGes em que o reagente de Grignard disponivel comercialmente, foi utilizado o
cloreto de etinilmagnésio. Ja aquelas reacles que necessitavam de andlogos de
organometalicos ndo disponiveis comercialmente, reagentes organilitio, foram previamente
preparados, via desprotonagao do acetileno com n-Buli.

A reacdo dos compostos organometalicos, envolveu a reacdo de adicdo 1,2 a carbonila
dos aldeidos pelos acetiletos, levando a formagdo de um alcoxido 19 e nova ligagdo C-C. Ao
consumo total do material de partida, o intermediario foi protonado com solucdo aquosa de

NH.Cl, levando a formacdo dos dlcoois de interesse (Esquema 9).
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Esquema 9 - Mecanismo de reacgdo dos alcoois propargilicos

forma covalente ,MgCI
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No geral, os alcoois propargilicos foram obtidos em rendimentos de bons a excelentes
(75-100%). Além disso, se apesentam, em sua maioria como 6leos amarelados e sdo estaveis a
temperatura ambiente.

A tentativa de utilizar aldeidos contendo hidrogénios enolizaveis na molécula, levou a
baixos rendimentos. Essesrendimentos estao relacionados ao fato de aldeidos alifaticos terem
como caracteristica conterem um préton Hq carbonilicos acido (pKa 19-22). Nesse caso o
reagente de Grignard agiu como uma base, capturando o préton acido, levando a formacdo do
enolato, que compete com reacdes nucleofilicas a carbonilas. Essa reagdo € intitulada como
reacdo protica (Esquema 10)(ISENMANN, 2013). Dessa maneira os estudos de oxidacdo foram

conduzidos apenas com o alcool alifatico dec-1-yn-3-ol (15a).

Esquema 10 - Mecanismo de reacdo prético com reagente de Grignard

°> 0 MgCl o
R 9 + H——H H,O R
\Qﬂ\ H ——> | R \/\ H _ “MgCIOH \)L H
H
W Enolato

CiMg—=

Dessa maneira, sintetizou-se uma série de dalcoois propargilicos, (1a-20a) alguns
aromaticos contendo substituintes na posicdo orto, meta e para (2a-12a), outros com
heteroaromaticos (13a e 14a), alifaticos (15a), alcoois propargilicos com duplas (16a-17a) e
alcoois com a regido acetilénica interna (18a-20a) (Figura 2).

A metodologia de preparagao dos compostos 18a-20a, contendo a fungdo acetilénica

interna, foi realizada empregando o composto fenilacetileno como reagente alquinil litio. Para
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isso realizou-se a desprotonagao do fenilacetileno com n-Butil litio seguida da adi¢ao de 1,3
equivalentes do aldeido. Para obtencdo do composto 18a em excesso de acetaldeido foi

necessario pois o acetaldeido tem um ponto de ebulicdo de 20,2°C e pode ser facilmente

volatilizado.

Figura 2 - Alcoois propargilicos sintetizados
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Rendimentos: 65-100%

Fonte: Autora (2020)

Para obtencdo do diol porpargilico (17a), foi empregado o dlcool comercial propargilico
prop-2-in-1-ol, como fonte acetilénica do composto. Nesse caso foram necessarios 2eq de Buli.
O primeiro equivalente para desprotonar o hidrogénio da hidroxila, e o segundo para

desprotonar o hidrogénio acetilénico do alcool propargilico 20 (Esquema 11).

Esquema 11 - Preparacdo do diol propargilico 17a
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A partir dos espectros obtidos de RMN de *H e *3C dos respectivos élcoois, foi possivel
observar um padrdo nos alcoois propargilicos evidenciado pelas funcdes quimicas presentes
nas moléculas. Nos espectros de RMN de 'H observou a presenca de dupletos na regido entre
52,0-3,0, referente ao hidrogénio alquilico terminal (acoplamento J# com o carbindlico), e na
regido de 65,0-6,0 do hidrogénio carbindlico com o alquino. Com a porc¢do acetilénica a
distdncia de ligacdo é encurtada permitindo um acoplamento entre 2-3Hz (ROBERT M.
SILVERSTEIN, FRANCIS X. WEBSTER, 2006). (Figura 4).

A anélise dos espectros de RMN de 3C também apresentam os sinais caracteristicos
referentes as funcdes nos dalcoois propargilicos. Um deles estd nos carbonos acetilénicos
encontrados na regido de 90-60ppm, onde o sinal de menor intensidade refere-se ao carbono
mais substituido, nesse caso o carbono quaternario. Outra caracteristica esta no carbono
carbindlico encontrado em regies de 50-70ppm (Figura 4). Os compostos alifaticos
apresentam a mesma caracteristicas, porém com regides de desblindagem menores devido a

auséncia da influéncia aromatica.

Figura 3 - Dupletos referentes ao acoplamento J4 dos 1H carbindlico e acetilénico do alcool 1a e 6a: a) dupletos alcool 1a
(RMN 300HZ); b) dupletos alcool 6a. (RMN 400Hz).
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Figura 4 - Espectro de RMN 13C dos &lcoois 13a (a) e 15a (b)
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Fonte: Autora (2020)

Ao analisar os espectros de RMN 3C referentes aos alcoois fenil acetilénicos 18a a 19a
foi possivel observar que a regido acetilénica sofre leve desblidagem &§(85-90), quando
comparados aos acetilénicos terminais 6(75-87), devido a influéncia da regido aromatica
vizinha. A intensidade dos picos também faz referéncia a sua localidade, uma vez que carbonos

quartenarios (que ndo contem hidrogénios ligados) sdo sinais de baixa intensidade (Figura 5).

Figura 5 - Espectros de RMN 13C dos &lcoois 18a (a) e 19a (b)
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Os demais espectros dos alcoois propargilicos encontram-se nos anexos. Considerando
a desracemizacdo dos dlcoois secunddrios propargilicos como foco, apds sintetizados e
caracterizados, estes foram usados como intermedidrios nas metodologias de oxidagdes
subsequentes e como padrdes de referéncia paras as reacdes biocataliticas de oxirreducdao com

enzimas.

3.2 Metodologia de oxidagdo visando a obtengdo de Inonas

Cetonas a-B acetilénicas (inonas) sdo blocos de construcdo corriqueiramente
empregados na sintese de importantes moléculas bioativas(WHITTAKER; DERMENCI; DONG,
2016). Esses compostos também sdo conhecidos como intermediarios importantes em sintese
organica por sofrerem reacBes de adicdo conjugada(LIU et al.,, 2010), ciclizacdo(SENGEE;
SYDNES, 2011), e formacdo de heretociclicos(ALY; BROWN; HASSAN, 2014).

No presente trabalho, sera ressaltado o emprego dessas cetonas conjugadas com uma
porcdo acetilénica em reacdes enzimaticas de oxidorreducdo estereosseletivas, além das
reacoes de hidroaminacdo, para aplicacdo como bloco de construcdo da sintese de compostos
com atividade antidepressiva.

Assim, com a finalidade de obter essa classe de compostos, a partir dos alcoois
secundarios, foi planejada rotas de oxidacdo dos alcoois propargilicos secundarios. O primeiro
planejamento baseado na oxidagdo com o sistema biocatalitico oxidativo Lacase/Mediador
(LMS), e comparando os resultados obtidos com métodos ja descritos na literatura que

empregam MnO; e TCCA, como agentes oxidantes.

3.2.1 Meétodo enzimdtico de oxidagdo Lacase/TEMPO

As oxidacOes envolvendo o sistema biocatalitico Lacase/TEMPO tem sido bastante
difundido em reacgBes biocataliticas. Na sua maioria enquadra reacdes de alcoois primarios e
fendis. Entretanto, sistemas biocataliticos aerdbicos de oxidacdo empregando &lcoois
secundarios propargilicos, para intermediarios sintéticos, ainda foi pouco explorada.

A eficacia das oxida¢Bes envolvendo enzimas depende, muitas vezes, da caracteristica

em que estas tém em se comportar de forma diferente de quando estdo em seu sistema
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biolégico natural. Para isso, visando a aplicacdo no processo de desracemizacdo de alcoois
secundarios, foi necessario avaliar o seu comportamento/atividade em diferentes meios
reacionais.

Dessa maneira, foi necessario inicialmente variar condi¢cdes experimentais, tais como
pH, solvente, co-solvente e equivalentes molares, para estabelecer os melhores parametros de
conversdo. Paraisso foi variado o pH da solucdo, assim como o solvente, usando entre tampdes
e solucGes acidificadas, presenca e quantidade de co-solvente, além da concentracdo molar de
enzima e de substrato. As reacfes iniciais de oxidagdes catalisadas com Lacase / TEMPO foram
realizadas usando o composto la (1-fenilprop-2-in-1-ol) como modelo na presenca de

quantidades fixas da Lacase de Trametes versicolor e TEMPO (Esquema 12).

Esquema 12 - Sistema de oxidagdo quimioenzimatica do alcool 1a

OH T. versicolor lacase o
TEMPO
S > S
solvente, pH, co-solvente
1a 0,,30°C 1b

Dentre as varidveis possiveis de andlise estd o comportamento catalitico frente a
mudanca de pH. As enzimas apresentam em sua estrutura residuos de aminoacidos que estdo
disponiveis para sofrer protonacdo. Cada enzima comporta-se de maneira diferenciada em
diferentes valores de pH, podendo muitas vezes sofrer inibicdo ou desativacdo. Tendo em vista
essa afirmativa foi necessario avaliar inicialmente o pH do meio reacional.

Além disso os compostos propargilicos, por apresentarem na sua estrutura um sistema
conjugado, podem sofrer reacBes como hidratacdo para a forma ceto-enol ou rearranjo de
Meyer-Schuster, levando a formacdo de enonas correspondentes, em pH acidos (Esquema

13)(ENGEL; DUDLEY, 2009).

Esquema 13 - Rearranjo de Meyer-Schuster em alcdois propargilicos
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Para isso, usando agua como solvente inicial, foi analisada a reacdao em pH 3,0, 4,0, 5,0,
6,0 e 8,0, usando solucbes de HCl (0,1M) e NaOH (0,1M) para ajuste do pH, esperando obter a
maior taxa de conversdo no menor espaco de tempo (Figura 6).

Como pode ser observado através da conversdao do dlcool, acompanhado por
cromatografia, para cetona em um tempo de 5h, o pH influencia diretamente na taxa de
conversdo, e o melhor pH reacional estd na faixa entre 5,5-6,0. O resultado encontrado para o
alcool propargilico 1a, quando comparado a literatura, onde a maioria dos estudos mostra que
o pH entre 4,5 e 6,0 mostra-se como a faixa melhor para atividade maxima(VOHRA;
SATYANARAYANA, 2003)(DANA et al., 2017), elucidando o comportamento ideal do sistema

Lacase/Mediador frente a essa faixa de pH (Figura 6).

Figura 6 - Oxidag¢do do alcool 1a com Lacase/TEMPO em diferentes pH
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Fonte: Autora (2020)

Um outro parametro importante é a natureza do solvente da reacdo. Sabendo que o
ambiente natural das enzimas sdao sempre os sistemas bioldgicos, ou seja, o meio que estdo
inseridas é aquoso, foi variada a natureza do tampdo para acompanhar a interferéncias dos
fons em solucdo na atividade. Os dados indicaram que o meio aquoso, com o ajuste de pH feito
com HCl aquoso, apresenta as melhores conversdes ao invés de solugdes tamponadas. Entre
os tampdes, o tampdo citrato/fostato apds 5h de reagdo apresentou 96% e 64% de rendimento

respectivamente (Figura 7).
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Definiu-se entdo que entre 0s meios aquosos usados, o melhor para medicdo da
atividade enzimadtica do sistema Lacase mediador, comparando os tampdes citrato, acetato,

citrato/fosfato e apenas agua, conduzindo assim as demais oxidacdes nesse meio reacional.

Figura 7 - Conversdo das reagdes de oxidag¢do do sistema Lacase/TEMPO em diferentes sistemas aquosos, com pH 6
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Fonte: Autora (2020)

O processo de otimizacdo também foi direcionado para a determinacdo das
quantidades equivalentes de enzima e TEMPO. Os estudos foram realizados variando a
quantidade de enzima, para determinacdo da menor quantidade catalitica necessaria para
converter o substrato no menor tempo, sem tornar a metodologia invidvel (baseado nos
valores de TON, TOF e E-fator). Assim a quantidade de enzima foi verificada na concentracao
de 1U/mLe 13U/mL.

A quantidade do TEMPO também foi estudada no intuito de obter a menor quantidade
catalitica que ndo inviabilizasse a oxidacdo com Lacase, visto que o mediador é extremamente
necessario para tornar a reacdao mais rapida(FABBRINI; GALLI; GENTILI, 2002). Com base nos
parametros iniciais, e usando o alcool 1la como substrato, quando a concentragdo de enzima
foi reduzida de 13U/mL para 1U/mL na presenca de 10mol% de TEMPO, a cetona 1b foi obtida
com o mesmo rendimento, mas o tempo reacional de conversao foi quatro vezes maior (Tabela

2, entrada 1, e entrada 2 respectivamente).
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Quando a quantidade de enzima foi reduzida para 1U/mL e 0,25U/mL, e a quantidade
do TEMPO reduzida de 10 mol% a 3-5 mol%, a reacao foi muito lenta, levando a resultados
muito insatisfatorios (Tabela 2, entradas 3 e entrada 4, respectivamente), pois foram obtido
rendimentos menores que 50% apds cerca de 48h. Com isso, percebe-se que o uso de 13U/mL
de Lacase de T. versicolor e 10 mol% TEMPO foi considerado a melhor condi¢do de reacdo para
a conversdo de la em 1b, e adotar quantidades inferiores que essa ndo viabilizaram a

metodologia.

Tabela 2 - Conversdo para cetona 1b variando quantidades de TEMPO e Lacase

Enzima (U/mL);
Entrada Substrato  Cetona bRendimento (%) Tempo (h) (U/mL)

TEMPO (mM)
1 93 1,5° 13:12,5
OH (o)
2 « 93 6 1:12,5
NV
3 N N 48 249 1,75
4 32 48¢ 0,25:2,5

2 Condigdes: ar; temperatura ambiente; [subst.] 250 mM, [TEMPO] 12,5 mM, 13
U/mL de Lacase, em HCl aquoso (pH = 6,0).

b Rendimento isolado.¢[Enzima] 1 U/mL de Lacase; [TEMPO] 12,5 mM; d [Enzima] 1
U/mL de Lacase [TEMPOQ] 7,5 mM. ¢[Enzima] 0,25 U / mL; [TEMPOQO] 2,5 mM.

Fonte: Autora (2020)

Com a metodologia de oxidacdo otimizada, baseado na conversdo de 1b, utilizando
0O, como fonte de oxigénio, as melhores condi¢Ges ([TEMPO] 12,5 mM. 13U/mL de Lacase. em
HCl aquoso (pH = 6,0)) foram aplicadas para a oxidacdo dos demais alcoois propargilicos
secundarios, a fim de demonstrar a robustez, escopo estrutural e limitacdes da metodologia,
para obtengdo das inonas com bons rendimentos.

Por se tratarem de reacBes em escala analitica os dados de conversdo foram obtidos
através correlacdo com padrdo interno. Nesse caso foi necessario realizar a construcdo de uma
curva analitica, utilizando cromatografia gasosa acoplada ao detector de ionizacdo de chama
(GC-FID) para determinar as concentracdes através das dreas dos picos. Nesse contexto, o
padrao interno empregado foi a acetofenona, e a curva foi construida através de 5 diferentes

concentragbes, em quadruplicada (Figura 8).
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Figura 8 - Curva de calibragdo para determinagdo dos rendimentos das oxidacdes dos alcoois propargilicos
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Fonte: Autora (2020)

Observando a curva analitica é possivel, através da relacdo linear obtida, estabelecer a
curva necessdria para terminar as concentracdes (R?=0,9995). Assim, com a construcdo da
curva analitica e validacdo, as demais reacGes de oxidacdo foram realizadas, todas padronizadas
baseadas na concentracdo da solucdo mae da curva de calibracdo, estabelecida em solucdo
50mM. As reacBes de oxidacdes foram feitas baseadas nas condi¢cBes previamente
padronizadas, como meio reacional agua com pH 6,0, TEMPO 10 mol%, e enzima 13 U/mlL.

A reacdo pode ser também acompanhada visualmente, uma vez que o alcool, no inicio
da reacdo, é parcialmente solivel em agua, e a cetona totalmente insolUvel, ao oxidar a reacao

apresenta sélido em suspensdo, caracterizando a formacao da cetona (Figura 10).

Figura 9 - Reacdo de oxidagdo em meio aquoso com sistema Lacase/TEMPO com o alcool propargilico 1a

Fonte: Autora (2020)
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As inonas obtidas nas condicdes reacionais testadas, apresentaram semelhancas nos
rendimentos e tempos reacionais. Quando comparado com andlogos estruturais, como por
exemplo compostos orto-, meta- e para- substituidos (Tabela 3, entrada 2 a 12), compostos
heteroaromaticos (Tabela 3, entrada 13 e 14), e demais, esses apresentam uma similaridade
em rendimento e tempo reacional, sendo entre 6-10h o tempo reacional de oxidacdo, e

rendimentos, de bons a excelentes, de 66-97%.

Tabela 3 - Oxidacdo quimioenzimatica de inols com sistema Lacase/TEMPQ?

OH T. versicolor lacase o
] TEMPO 1
R J\ , - R K ,
R* H,0, pH 6,0, AcOEt 5 mol% R
1a-20a 0,,30°C 1-20b
Rendimento Tempo TOF E-fator
Entrada Composto TON
(%) (hr) (h (kg/kg?)
o
1 ©)\\\ 93 1.5 15346,5  10231,0 0,39
1b

2 @i‘\\\ 85 7 14026,4 2003,8 0,49

80 8 13201,3 1650,2 0,58

2b
[o]
N
3b
(o]
4 /©)\\\ 97 4 16006,6 4001,7 0,31
4b
(o]
5 J@\)\\ 96 7 15841,6 2263,1 0,00
SNo 0

6 @f\\\ 75 10 115512 11551 0,75
(o]
]
[o]

7 @J\\ 88 7 145215 20745 0,39
7b




(o]
8 /©)‘\ 64 6 10561,1  1760,2 0,94
o 8b
(o]
9 gb\\ 66 4 13531,4  1353,1 0,18
NO,
[o]
10 < 82 10 10891,1  2722,8 0,48
GG
(o]
12 /@J\\\ 86 6 12871,3 21452 0,44
cl 12b
0
° \
13 Y 92 6f 15181,5  2530,3 0,53
(o]
S N
14 NS 70 6 11551,2 19252 1,22
14b
0
\MJGJ\\\ f
15 5o 78 8 6435,6 804,5 0,85
o
X X
16 N 17 24 1402,6 82,5 6,33
16b
(o]
X
17 o 25 24 2062,7 85,9 3,70
17b
(o]
Z
18 7 b 94 8 15511,6 19389 0,35
o
Z
19 A% 72 12 118812 990,1 0,65
O 19b
o
P 4
20 z 100 8 16501,7  2062,7 0,18

2Condicdes tipicas: ar; temperatura ambiente; [subst.] 250 mM. [TEMPO] 12,5 mM. 13U/mL de Lacase. em
HCl aquoso (pH = 6,0). ® Rendimento isolado. fAcOEt 5% (v / v) foi usado. “Turnover number” = nimero de

moles de produto por mol de precursor de catalisador; TOF = TON por hora. Fonte: Autora (2020)
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Os compostos aromaticos a,B insaturados (16b e 17b), no entanto, apresentaram
rendimentos baixos e tempos reacionais de aproximadamente 24h, inviabilizando essa
metodologia para essa classe de compostos (Tabela 3, entrada 16 e 17). Ja os compostos que
possuem a funcdo acetilénica interna (vizinhas ao anel aromatico), apresentaram no geral
rendimentos maiores (72-100%), ainda que em tempos reacionais de 8-12 horas (Tabela 3,
entrada 18 a 20). Como pode ser observado na Tabela 3, o método é geral, e permite a
preparacdo de substratos aromaticos, com diferentes funcionalizagdes no anel. Os resultados
apresentaram tempos de rea¢des parecidos, entre compostos similares, com intervalos entre
1h a 24h de reacdo.

Para que uma metodologia seja considerada geral e aplicavel, os rendimentos devem
ser os melhores possiveis. Dessa maneira, foi decidido estudar a presenca de co-solventes
organicos no sistema oxidativo, com o intuito de aprimorar esses rendimentos. A presenca de
co-solventes no meio reacional permite que substratos com diferentes interacées apresentem
solubilidade distintas, pois solventes misciveis ou ndo em agua originaria sistemas mono- ou
bifasicos, diferenciando a atividade enzimatica. Assim a adicdo de co-solventes organicos pode
melhorar a solubilidade de substratos hidrofébicos e a estabilidade desse método catalitico.

Assim, o DMSO e MeCN foram estudados como aditivos em misturas monofasicas,
enquanto ciclohexano, AcOEt e o MTBE foram adicionados para formar sistemas bifasicos.
Entre eles, DMSO, e AcOEt proporcionaram as melhores conversdes de oxidagao (90-96%)

entre os co-solventes empregados (Figura 10).

Figura 10 - Conversdes do dlcool 1a para cetona 1b em diferentes co-solventes em 5h de reac¢éo
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Fonte: Autora (2020)
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Quando um derivado contendo furano e um substrato alquila foram usados, sob
condicdes de reacdo semelhantes, os produtos desejados foram obtidos com rendimentos
médios mais baixos. Portanto, objetivando melhorar a solubilidade dos compostos que
apresentaram baixas taxas de conversdo, foi adicionado um co-solvente AcOEt 5% (o que
apresentou melhor conversdo frente aos outros co-solventes) para verificar se haveria melhora
ou ndo nos rendimentos.

Como pode ser observado na Tabela 4, quando AcOEt foi adicionado ao meio reacional
o composto 13b aumentou de 32% para 92% de rendimento (Tabela 4, entrada 1 e 2
respectivamente). Ja o composto 16b, sai de 45% para 78% de rendimento (Tabela 4, entrada
3 e 4). Dessa maneia foi possivel comprovar a eficacia da adicdo de co-solvente em ensaios
enzimaticos aquosos.

Os resultados obtidos para a sintese de 13b e 15b, utilizando o protocolo enzimatico,
representam uma atualizacdo substancial, do ponto de vista sintético, uma vez que algumas
dessas oxidacBes sdo corriqueiras, exigindo reagentes a base de metais pesados prejudiciais ao
ambiente e condicdes de reacdo adversas.

Tabela 4 - Efeito do co-solvente AcOEt no sistema Lacase/TMEPO para melhorar os rendimentos da oxidagdo dos compostos
13a e 15a

Entrada Substrato Cetona Rendimento (%) © Tempo (h)
1 OH Q 32 82
2 \C’ ' 13a\\ \0 , 13b\\ 92 6°
3 OH ° 45 58
4 »Hﬁ\\\ \MJG]\\\ 78 8¢
15a 15b

2@ Condicdes tipicas: ar; temperatura ambiente; [subst.] 250 mM, [TEMPQO] 12,5 mM, 13 U/mL de
Lacase, em HCl aquoso (pH = 6,0). ® rendimento isolado ¢ AcOEt 5% (v / v) como co-solvente. Fonte:

Autora (2020)

O resultado e a eficiéncia da metodologia atual, que resultou na formacdo de inonas em

bons rendimentos, é resultado de efeitos simultaneos, atribuidos ao (a) ataque nucleofilico do
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par de oxigénio de alcool propargilico no oxoamonio (continuamente regenerado pela Lacase)
e (b) a taxa de desprotonacdo de a-CH no composto de alquinil-oxoamonio.

Baseado no fato das reacBes serem consideradas simples de reproducdo, o protocolo
desenvolvido também é considerado vidvel para o meio ambiente, robusto e Util em termos
sintéticos, uma vez que ndo exige nenhum pré tratamento especial enzimatico custoso e
trabalhoso. As condicdes brandas de reacdo, a generalidade, a seletividade e os altos
rendimentos alcancados, tornam o procedimento uma ferramenta promissora para o arsenal
sintético na construcdo de moléculas complexas(SILVA et al., 2019).

Ao comparar os espectros de RMN de 'H das cetonas acetilénicas aos respectivos
alcoois de partida pode-se observar a auséncia do hidrogénio carbindlico (ex: § 5,48; Figura 11
a)) e consequente mudanca de dupleto para singleto do hidrogénio acetilénico, que também
apresenta um deslocamento devido ao efeito anisotropico da carbonila (ex: 6 2,67 para 6 3,44;
Figura 11 a)).

O ambiente quimico também influéncia na desblindagem dos hidrogénios B no carbono
aromatico (ex: 8 7,56 para & 8,16; Figura 11 a)). J4 comparando os espectros de RMN de '3C da
cetona com o alcool, observamos o aparecimento do sinal referente ao carbono da carbonila
da cetona (ex: 6 177,3; Figura 11 b)), e a auséncia do carbono carbindlico e ligeiro deslocamento
do carbono acetilénico vizinho a carbonila devido a desblindagem proporcionada pela mesma

(ex: 6 64,4 e 6 74,8 para 6 80,2 respectivamente; Figura 11 b)).



Figura 11 - Espectros de RMN. a) Espectro de 1H do &lcool 25 e cetona 25c¢. b) Espectro de 13C dlcool 25 e cetona 25c¢
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Fonte: Autora (2020)

3.2.2 Meétodos quimicos de oxidagdo

3.2.2.1 Oxidag¢do envolvendo TCCA como agente oxidante

56

O TCCA é um potente desinfetante usado amplamente no ambito doméstico e

industrial, com aplicacdo bactericida, algicida, alvejante e desodorante, visto que apresenta um
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teor de cloro residual livre (matéria ativa) em torno de 90%. Desde que foi sintetizado pela
primeira vez, em 1905, apenas em 1957 foi relatado seu uso na oxidacdo de alcoois (TILSTAM;
WEINMANN, 2002).

Sendo assim a oxidagdo com TCCA dos alcoois secundarios propargilicos, além da
vantagem do custo e viabilidade, foi escolhida por ainda ndo haver relatos de oxidacdo desses
alcoois propargilicos por TCCA. Os estudos foram baseados em metodologias ja descritas na
literatura(TILSTAM; WEINMANN, 2002)(SUMMEREN et al., 2012). Nessa reacdo o alcool reage
com o TCCA em acetonitrila, na presenca de piridina, levando a cetonas com rendimentos de
30-62%. (Tabela 5).

De maneira geral, as cetonas foram obtidas com 2-3h de reacdo, e com rendimentos
razoaveis. A metodologia apresenta como vantagem (comparadas a outras oxidacdes) o baixo
custo do oxidante somado ao facil manuseio e condi¢cdes de reacdo. Ao submeter o alcool ao
oxidante em meia hora ja foi possivel observar a parcial conversdo ao produto de partida. Tais
resultados sdo de extrema importancia quando se objetiva uso industrial.

O mecanismo envolvendo rea¢gdes com TCCA ainda ndo é totalmente elucidado. Um dos
mecanismos abordados recentemente(SUMMEREN et al., 2012) trata inicialmente da piridina
agindo como nucledfilo atacando o cloreto do TCCA, levando a formacgdo do intermediario A
Tris [N-cloropiridinio] cianureto. Em seguida o alcool propargilico reage com A, levando a
formacdo de um oxi-cloreto, que apds remoc¢ao do préton carbindlico, por reacdo com B leva

a formacdo da alquinona, HCl e C. (Esquema 14).
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Tabela 5 - Reacdo de oxidagdo dos alcoois secundarios propargilicos e condigoes

OH (0]
)\ TCCA (1eq), Py (0,5eq) Jj\
R A > R A
N H3CCN, 10°C N
30-62%
Tempo de .
Entrada Alcool Composto Cetona Composto reacio Rendimento

o
1 @2\ 1a @2‘\ 1b 2h 71%
o
2 /L::r*\\\ 4a /li:TJ\%* ab 2h 62%
(o)
S
NO,
o
RN

3 Q)\
NO
16b 3h 30%

4 16a

OH
X
OH
A
OH
N 9 Q)\ 9b 3h 45%
2
OH
RN
Fonte: Autora (2020)

O TCCA por ser um agente de cloracdo e também um agente oxidante apresenta, no
entanto, como principal desvantagem a cloracdo dos compostos acetilénicos nas oxidacOes.
Nessas reacGes ao permanecer muitas horas sob reacdo ou ligeiro excesso de TCCA, ocorre a
cloragdo da regido alquilica e alquinilica, como no caso do alcool 1a. Além disso o meio acido
fornecido pelo TCCA pode induzir ao rearranjo de Meyer-Schuster, o que diminuiria o

rendimento da reagdo.

Esquema 14 - Mecanismo de oxidagdo de dlcoois secunddrios promovida por TCCA

cl
YN0 N SN0
X NN l.J) Y7 Y OH
| P Y e ——— N N N, )\
VA & T RN
A B
| A
+Z
o 0._N._OH CQO NS
RJ\ * o Hot TT RQ\‘_H\O\\/&I
X - - X
S cl cl AR
T N RN
¢ A cl



59

3.2.2.2 Oxidag¢Go empregando MnO, como agente oxidante

Um método alternativo para oxidacdo de dlcoois secundarios foi a utilizacdo do diéxido
de Manganés (MnQ;) O manganés é um mineral natural, abundante e de baixo custo. O Brasil
encontra-se entre os 4 maiores produtores de minérios de manganés do mundo(GEOLOGICAL
SURVEY, 2014). Sendo assim, explorar seu uso nas reagcdes o torna uma alternativa em sintese.

O MnO; foi previamente preparado in situ pela adicdo lenta de MnCl,.H,0O em uma
solucdo de KMnO4, permanecendo por 24h para que todo Mn fosse transformado para Mn**.
O precipitado formado é filtrado, lavado e calcinado, e consequentemente pronto para uso

(Esquema 15).

Esquema 15 - Reagdo de formacdo do MnO,

3Mng) + 2MnOj (5q) + 2H,0 = 5MnO0,) + 4Hf,

Reagbes envolvendo MnO, como oxidante apresentam como vantagem o uso de
solvente orgdnicos e condicBes mais brandas de reagdo, como temperatura branda e solventes
nao toxicos. Nessas oxidacOes foi utilizado AcOEt como solvente a temperatura ambiente. Os
parametros da reacdo foram previamente otimizados através do estudo de oxidagdo com o
alcool secundario 1-feniletanol 22, obtendo a acetofenona 23.

Nesse estudo a quantidade de equivalentes de MnO; foi variada de 1, 5 a 10 eq, em
acetona, inicialmente. Em seguida os solventes AcOEt e THF foram também testados. Os
resultados foram acompanhados por cromatografia gasosa acoplada ao FID, e a conversdo
determinada pelas relativas areas dos picos (Tabela 6).

A otimizacdo dos parametros de reacdo indica o solvente AcOEt como o mais
adequado comparado aos outros estudados (Tabela 6, entrada 9 e 10). Observando os dados
obtidos quando se compara o numero de equivalentes de MnO; utilizado, ndo foi possivel
verificar uma variacdo muito significativa usando 10 eq. Assim frente ao custo/beneficio gerado
ao utilizar o oxidante de MnO;, optou-se por selecionar 5 eq pra conduzir as reacgdes
subsequentes (Tabela 6, entrada 3 e 4). Essa metodologia se demonstrou versatil uma vez que
o work up da mesma envolveu uma filtracdo simples em celite e os rendimentos obtidos foram

satisfatoérios.
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Tabela 6 - Otimizacdo das condi¢Ges de oxidagdo com MnO;

OH o
MnO,
— >
solvente, t.a.
22 23
Equiv. Tempo (hr)/Concentragdo %
Entrada MnO, Solvente Substrato/Produto 1 4 24
1 1 Alcool 85,93 83,30 16,50
2 Cetona 14,07 16,69 83,50
3 5 Acetons Alcool 38,76 29,08 16,12
4 Cetona 61,24 70,92 83,388
5 10 Alcool 20,30 8,50 0,00
6 Cetona 79,70 91,50 100,00
7 Alcool 5,46 - 0,70
5 THF ’ '
8 Cetona 94,53 - 99,30
9 Alcool 2,43 - 0,00
E 7 7
10 > AcOH Cetona 97,57 ; 100,00

Fonte: Autora (2020)

As demais reacGes com os alcoois 13a e 16a foram conduzidas num intervalo de 2h

qguando adicionamos 5eq de oxidante (Esquema 16).

Esquema 16 - Oxidagdo dos alcoois propargilicos empregando MnO;
)\ 5eq MnO, Jl\
_— >
RT N  AcOE, 2h, ta. R
OH
S 16b - 46%
16a
R- ED/\)\'é 13b - 75%

R- ¢ 13a
Ainda ndo ha evidéncias suficientes do mecanismo de oxidacdo com MnQO;, porém
acredita-se que ha formacgao do complexo A devido a complexacdo do manganés ao oxigénio o
alcool, seguido da oxidacdo e liberacdo do hidréxido de Mn(DUCE; HAIL; NORWOODT, 1990)

(Esquema 17).
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Esquema 17 - Mecanismo de a¢do do MnO2 em reac¢do de oxidagdo

OH 0 OH 0 Il OH
e R, N /
R)\R 0=Mn=0 \() Mn )LR Mn

1 2 @ —> 2 H 2 OH

Analisando as metodologias de oxidacdo apresentadas pode inferir que a oxidagdo com
Lacase mostrou-se mais promissora e aplicdvel quando comparadas as metodologias de
oxidacdo com TCCA e MnOs. A reacdo de oxidacdo dos alcoois propargilicos para a obtencdo
das alquinonas por oxida¢cdo com TCCA e MnO; ainda necessitando de etapas de otimizacdo.
Sendo assim, para aplicacdo nas etapas subsequentes de desracemizacdo por esteroinversdo a

metodologia empregando a enzima Lacase foi escolhida.

33 Metodologia de reducao para obtengao de alcoois propargilicos quirais

Nesta etapa do trabalho, e com o objetivo de investigar o comportamento de enzimas
carbonil redutases, foi projetado o desenvolvimento de metodologias quimioenzimaticas de
oxirreducao, empregando diferentes fontes enzimaticas, para obtencdo dos compostos na sua

forma enantiopura.

Dessa maneira foi realizado um estudo comparativo entre o uso de microrganismos,
enzimas comerciais e enzimas via DNA recombinante na biocatdlise, objetivando
principalmente reacGes de reducdo de cetonas propargilicas, e acetilacdo de alcoois
secundarios. Essa parte biocatalitica sera dividida em dois direcionamentos: por reducdo com
enzima carbonil redutase via DNA recombinante, e por resolucdo cinética enzimatica com

diferentes lipases.

A tecnologia de DNA recombinante compreende em alterar material genético do
organismo para obter caracteristicas melhoradas e desejadas em organismos vivos ou como
seus produtos de expressdo. Esta tecnologia envolve a técnica central de clonagem, ou seja,
ocorre a insercdo de um fragmento de DNA, chamado de inserto, é ligado a outra molécula de

DNA, o vetor, gerando assim o DNA recombinante(KHAN et al., 2016).
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Apds a construcdo do vetor, ha necessidade de fazé-lo replicar. Essa replicacdo s6 é
permitida se houver uma célula hospedeira para sua insercdo, processo chamado de
transformacdo. Essa nova célula contendo o vetor com inserto é agora chamada de célula
transformada(KHAN et al., 2016).

Todo o processo de montagem do vetor é auxiliado por enzimas, que naturalmente ja
desenvolvem suas funcBes no organismo. Inicialmente, através da clivagem enzimatica por
enzimas endonucleases de restrincdo, os fragmentos de DNA s3do obtidos (abertura do
plasmideo, ou fragmentos do inserto desejado). Cada endonuclease cliva em determinada
sequéncia Target, chamados sitios de restricdo.

Em seguida para que ocorra a ligacdo, as enzimas de DNA ligase agem conectando os
fragmentos do gene ao vetor, por extremidades complementares palindrémicas(KHAN et al.,
2016) (Figura 12). Com crescimento das colbnias e ciclos de divisdo celular ocorre
consequentemente a propagacdo de milhares de moléculas de DNA idénticas, permitindo o

isolamento para sequente aplicacdo.

Figura 12 - Esquema da formacdo do plasmideo via técnica de DNA recombinante

Fragmentos de DNA e
plasmideossao ligados

v LY (
- ’/(:, _( \ por enzimas ligase

DNA a ser clonado e plasmideo O O O ' Bactéria — ¢ P

cortados com as mesmas O " transformada - -’
enzimas demestican O O O Coléniascontendoo

O OOO O f.) O / ' gene desejado

— Plasmideos com
o0 209

diferentes insertos

Cultura de bactéria
hospedeira

Fonte: Autora (2020)

Desde o comeco da tecnologia do DNA recombinante, a Escherichia coli € um dos
hospedeiros mais utilizados para producdo de proteinas recombinantes tanto em escala de
laboratdrio como em escala industrial(ZHANG; LI; YE, 2010). Isso se deve principalmente pelo

fato dessa bactéria apresentar algumas vantagens importantes, como baixa toxicidade,
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facilidade de manipulacdo genética, grande disponibilidade de informacdo genética,
crescimento rdpido e alto nivel de expressdao do microrganismo em meios de baixo custo.

Essa tecnologia recombinante tem ampla aplicacdo. Ela pode ser usada na
determinacdo da sequéncia de um gene e consequentemente, da proteina que ele codifica,
tanto para elucidar mecanismos de replicacdo e expressdo génica, ou no desenvolvimento de
culturas microbianas capazes de expressar substdncias Uteis tais como vacinas e enzimas
industriais em grandes quantidades, perpetuando assim um potencial inesgotdvel(KHAN et al.,
2016).

Os biocatalizadores em células inteiras permitem a facil implementacdo de cascatas
enzimaticas que abrangem reacGes multiplas, simplificando a regeneracdo do cofator, suprindo
aintegracdo de suprimentos necessarios para reagées enzimaticas(LIN; TAO, 2017). Além disso,
a presenca e a natureza protetora do envelope celular ajuda a estabilizar as enzimas e pode

permitir aplicacdes de enzimas sob condi¢cdes adversas de reacdo.

3.3.1 Construgdo do plasmideo da Gox2036 recombinante

Na desracemizacdo de alcoois secundarios ha necessidade de estabelecer um sistema
redox eficaz para que apds a obtencdo das cetonas propargilica obter os alcoois na sua forma
enantiopura, preferencialmente com excessos enantioméricos acima de 90%. Dessa maneira
encontrar enzimas enantiosseletivas é imprescindivel. As enzimas super expressas em células
hospedeiras mostram-se uma alternativa promissora para o desenvolvimento da metodologia

(Esquema 18), além de enzimas encontras em células integras de microrganismos.

Esquema 18 - Exemplo de um sistema redox de obtencgdo de alcoois propargilicos

o . OH OH
)L Desidrogenases | /'\ + H
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A tecnologia via DNA recombinante permite, a partir da expressdo enzimatica, obter altas
concentragdes da enzima, que favorecem a obtenc¢do enzimatica em maiores escalas. Para isso,
no entanto, ha necessidade da construcdo de um plasmideo, que serd responsavel pela
producdo de elevados niveis de enzima de interesse, através da inducdo das células
hospedeiras, como Escherichia coli. Com o intuito de verificar a atividade enzimatica de reducdo
de uma carbonil redutase oriunda da bactéria Gluconobacter oxydans foi conduzida em um
primeiro momento, a obtencdo do gene e a construcdo do plasmideo recombinante. A Figura
13 demonstra a sequéncia codificadora da proteina Gox2036 que foi amplificada através da
técnica de PCR (polymerase chain reaction) e posteriormente clonada no vetor de expressao
bacteriano pET. As sequéncias em negrito representam os oligonucleotideos utilizados na
reacdo de PCR. Os nucleotideos sublinhados representam os sitios de clivagem para as enzimas

de restricdo Hindlll e EcoRl.

Os estudos envolvendo a obtencdo de enzimas via DNA recombinante foram realizadas
com duas colaboragdes: No Instituto de Biociéncias da USP sob supervisdao do Prof. Luis Netto,
e no Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, no Departamento de Microbiologia da
Universidade de S3o Paulo — USP, em parceria com o Prof. Mario H. Barros. Nesses dois
laboratérios foram conduzidos o isolamento do gene da enzima carbonil redutase, construcdo

dos vetores plasmidiais, clonagem e expressdo da enzima, além dos ensaios de biocatalise
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Figura 13 - Sequéncia genética da enzima carbonil redutase Gox2036

EcoRl

5°Fw-  cggaattcatgtccctttctggaaaaatcgeegeagtcacgggtgcageccagggtatcggeaaggec
attgcgcttcgtctggecaaggatggegeggatgtcatectgetegacgtcaageaggacacgcettgecgaaaccg
caaaggaagttgaagctctcggecggegegetgtggecctgacggecgatatcagcaaccgegaccagttecgea
gcacgctggecgatgcagcaaagacgeteggeggectggacatcatggtcaacaatgeggggatctgtcaggtcea
agccgatcctggacatcgagectgeggaaatcgagaagatcttcageatcaacgttcagggegtgctetggggceat
gcaggcggctgegaccctcttcaaggagaagggeaccaagggcaagatcatcaatgectgetegategeeggec
atgaaggctatccecttctgggegectattecgegaccaaattegeegtecgegecctgacgeagteggecgecaa
ggaactcgegtcctegggeattaccgtcaattectactgecceggeattgtcggaaccgacatgtgggtcacgateg
acaagcgcatggccgaaatcaccggtacggaaatcggegegacctacaagaaatacgttgaaggaategetcett
ggcegegtggagacggeggacgatgtggegggcttegtegectatttgtccageagtgacgecgattacatgacgg
gtcagtccgtcctgatcgacggtggtetegttttccgetgaaagettcg-Rv3

Hinlll

Fonte: Data bank

3.3.1.1 Amplificagcdo do gene da enzima Gox2036 da bactéria Gluconobacter Oxydans

O gene da enzima oxidoredutase foi amplificado a partir do DNA genémico da bactéria
Gluconobacter oxydans, cuja cultura foi previamente obtida por colaboracdo. Para obtencdo de
uma grande quantidade de células, ideal para isolamento do genoma, uma amostra da bactéria
foi repicada em meio de cultura liquido malte, contendo nutrientes necessarios para
crescimento de bactérias. Apds cerca de 6 horas, observou-se um crescimento ideal (ODgsoo 0,6)

para isolamento do genoma da bactéria.

Para extrair o DNA gendmino da bactéria foi utilizado o protocolo da “Promega

purification kit gram negative bactéria A1120”, disponivel no laboratdrio, conforme
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recomendacdes do fabricante. Na solucdo resultante encontra-se o DNA gendmico da bactéria

Gluconobacter oxydans, ao qual foi posteriormente utilizado como DNA molde n reacdo de PCR.

Os oligonucleotideos utilizados na amplificacdo foram desenhados com base na
sequéncia da Gox2036(LIU et al., 2014) e tiveram sitios de restricdo para as enzimas Eco Rl e
Hind lll incorporados preservando seus cédons originais de iniciacdo e terminacdo. Estes sitios
de restricdo nos iniciadores empregados para a amplificacdo foram inseridos de forma a

permitir sua subclonagem nos vetores de expressao.

Tabela 7 - Oligonucleotideos forward e reverse utilizados na reagdo de PCR do gene da Gox2036

Proteina Oligos Sequéncia

Gox2036F 5'Fw — CGGATTCATGTCCCTTTCTGGAAAAATC-3’
Gox2036
Gox2036R 5'Ver- CGAAGCTTTCAGCGGAAAACGAGACC-3’

Fonte: LIU et al.,, 2014

Inicialmente, a qualidade e a concentracdo do DNA gendmico obtido foi visualmente
medida através da eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 14) e, subsequentemente,
confirmada através de leituras em espectrofotometro (A260/A280), como descrito em

materiais e métodos.

Figura 14 - Padrdo eletroforético do gene isolado do genoma da bactéria Gluconobacter oxydans. M - padrao de
fragmentacdo lambda BstEll. 1 — gene isolado da Gox2036

pb

8454
7242
6369
5689
4822
4324
3675

2323
1929

1371
1264

702

Fonte: Autora (2020)
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A metodologia permitiu a obtencdo de um DNA puro e de boa qualidade com
rendimentos totais de 100 ng pL-1 suficiente para os experimentos seguintes. A eletroforese
obtida mostra uma banda de aproximadamente 700pb, condizente com o tamanho estimado
para o gene da gox2036, que contém 780 pares de base. O fragmento de DNA amplificado foi
entdo digerido com as enzimas de restricdo Eco-Rl e Hind-IIl e posteriormente nos vetores de

interesse.

3.3.1.2 Escolha do plasmideo de expressdo

A escolha do plasmideo em sistemas recombinantes é uma das etapas mais
importantes pois estd diretamente relacionada a capacidade de expressdo da proteina.
Inicialmente, o gene da gox foi sub-clonado no vetor pUC18 e em seguida transferido para o
vetor final de expressdao pET. O vetor pUC18 contém em sua sequéncia o gene de resisténcia a
ampicilina, e um gene (com seu promotor) para a enzima beta-galactosidase (lacZ), que

permite através de um polylinker introduzir variados sitios de restricdo.

O sistema pET € um sistema desenvolvido para a clonagem e expressao de proteinas
recombinantes em E. coli(POTS, 2010). Os genes alvos sdo clonados em plasmideos pet sob
controle de transcricdo forte do bacteriéfago T7 e (opcionalmente) sinais de traducdo. A
expressao é induzida fornecendo uma fonte de RNA polimerase T7 na célula hospedeira.

Sendo assim, a disposicao estavam plasmideos pET (pET28 e pET29), e pUC18, sendo
este Ultimo utilizado principalmente para clonagem. O vetor pUC18 apresenta resisténcia ao

antibidtico ampicilina enquanto o pET28 e pET29 ao antibidtico kanamicina.

3.3.1.3 Construcgdio do vetor de clonagem recombinante pUC18-Gox2036

Para realizar a ligacdo entre o gene de interesse e os vetores, foi necessario
primeiramente obté-los na forma fragmentada, para consequente realizar a ligacdo. Esse
processo é similar as digestdes anteriores apresentadas, porém diferenciando na etapa de
fosforilagcdo. Nessa digestdao, adiciona-se as enzimas de restricdo de maneira similar porém
apos 15 min de incubagdo adiciona-se a enzima fosfatase denominada CIP (Calf-intestinal

alkaline phosphatase) para que ndo houvesse o inesperado da ligacdo entre as pontas



68

fosforiladas (originadas apds o corte com as endonucleases), uma vez que estas sdo

extremidades coesivas(BERNARD R, GLICK, JACK J. PASTERNAK, 2014).

O produto da digest3o foi retirado do gel, purificado utilizando-se o kit “/llustra™ GFX™
PCR DNA and gel Band purification Kit’, quantificado e utilizado na etapa seguinte. A
confirmacdo, tanto da presenca quando da quantidade de DNA fragmentado obtido, é feita

novamente por eletroforese e nanodrop (Figura 15).

Figura 15 - Padrdo eleroforético apds eletroeluigdo: M — padrdo labda, 1 - vetor pUC18, 2 — fragmento Gox2036

pb

8454
7242
6369
5689
182 —» 2688
4324

3675

2323 780

1929

Fonte: Autora (2020)

Como pode ser observado, o padrdo eletroforético apresentou a banda referente ao
vetor e fragmento de DNA da Gox2036 em 700 pb e o do vetor pUC18 em aproximadamente
3000 pb. Assim a ligacdo entre o vetor e inserte foi realizada, e consequente transformacdo em

células competentes de E.coli.

Aligacdo consiste em ligar as extremidades coesivas entre o vetor e o plasmideo e para
que a ligacdo entre o plasmideo e o fragmento genético ocorra é necessario, além do vetor e
fragmento de DNA, uma enzima de ligacdo (T4 ligase) que catalisa a formacdo de uma ligacdo
fosfodiéster entre terminais justapostos 5'-fosfato e 3’-hidroxil em terminais duplex de

DNA(BERNARD R, GLICK, JACK J. PASTERNAK, 2014).
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Estes foram submetidos a incubacdo por 1h, seguida de transformacdo em células E.
coli DH5a competentes, e aplicacdo em placas de petri contendo ampicilina, referente ao sitio
de resisténcia do plasmideo. Apds 24h de crescimento foi possivel observar o crescimento
quando comparado ao controle (Figura 16) indicando resultado positivo de construcdo. A

construcdo nos vetores de clonagem foi denominada de pUC18-Gox2036.

Figura 16 - Colonias apds ligagdo do vetor pUC18 ao inserto da Gox2036

Fonte: Autora (2020)

3.3.14 Sequenciamento do gene da Gox2036

Colbnias transformadas devem ser isoladas e expandidas para obtencdo de mais
material genético para sequenciamento. Dessa forma, algumas col6nias foram selecionadas e
expandidas para realizacdo de MNIPREP (mini escala preparativa), que consiste em aumentar
a escala do vetor-inserto. Na miniprep obtém-se um maior nimero de cépias do gene
permitindo assim realizar manipulagdes quimicas. Nela é feita um tratamento inicial de lise,
com lisoenzima e RNase, para que ocorra a quebra celular e acesso ao DNA, além da adicdo do
detergente SDS para remocdo dos lipidios. Na lavagem com isopropanol ocorre a precipitacao
do DNA plasmidial isolado. A eletroforese confirma a ligacdo plasmidial e ilustra o perfil obtido

(Figura 17).
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Figura 17 - Representagdo da MINIPREP; 1) Repique da coldnia de DNA recombinante Gox2036-pUC18; 2) Padrdo eletroforético
ap6s miniprep das 10 coldnias contendo o vetor Gox2036-pUC18

1)

Fonte: Autora (2020)

O padrdo eletroforético esperado é uma banda aproximadamente em 3466bp
referente ao plasmideo somado ao inserto (pUC18-Gox2036), uma banda referente ao
plasmideo, e outra ao inserto separadamente, caso houvesse a quebra do vetor. Pelo gel de
agarose, é possivel observar que algumas colbnias apresentaram esse padrdo e outras nao.
Aguelas que apresentaram melhor perfil foram selecionadas para replicagdo, entre elas as
colbnias 4, 5, 6 e 7. Essa replicacdo fez-se necessario para que pudéssemos sequenciar o gene
da Gox2036.

Apods crescimento das novas coldnias foram submetidas a outra MINIPREP, porém dessa
vez utilizando o protocolo da promega “Pure Rendimento Plasmid Miniprep System” A1220
(Anexo 2), disponivel no laboratério. Esse kit proporciona um isolamento mais puro do
fragmento, ideal para sequenciamento. Do produto obtido realizou-se novamente a digestdo,
com a enzima de restricdo Bglll, e observou-se um fragmento com aproximadamente 3500 pb
referente ao vetor recombinante (Figura 18).

As amostras de DNA plasmidial extraidos pelo kit e pelo método de lise alcalina
apresentaram em geral concentragdes de 200 e 150 ng uLt. Dessa maneira os DNAs plasmidiais
dos 4 provaveis clones positivos foram inicialmente considerados de boa qualidade e
adequados para as analises de restricao e sequenciamento Os produtos obtidos da MINIPREP
foram levados para o Centro de Estudos do Genoma Humano — Setor de Sequenciamento de
DNA — USP para realizar o sequenciamento do fragmento e garantir a semelhanca com a

literatura(LIU et al., 2014) (Anexos 5).
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Figura 18 — Padrdo eletroforético das 4 colunas de pUC18- Gox2036

Fonte: Autora (2020)

Através do resultado do sequenciamento, observou que todas as colonias
apresentaram porcentagem de similaridade maior que 97%, evidenciando a presenca do gene
da enzima carbonil redutase Gox2036 no vetor recombinante. Uma das col6nias foi escolhida
para realizar a extracdo de DNA plasmidial de bactéria em média escala e consequente

armazenamento para manipulacdo genética.
3.3.1.5 Subclonagem do vetor de expressdo pET28a-Gox2036 e pET29b-Gox236

Com o vetor de clonagem construido e sequéncia genética elucidada, os vetores de
expressdo pET28a e pET29b foram construidos para expressar a proteina de interesse
fusionada com uma cauda de seis histidinas, sequéncias ja presentes nos plasmideos
comercializados. Os plasmideos pETs tem aproximadamente o dobro dos pares de base do
pUC18, e apresentam como regido de resisténcia o antibiético kanamicina, e outro gene que

codifica para a proteina B-galactosidase localizado no sitio de multipla clonagem.

Os plasmideos pET28a e pET29b foram transformados, separadamente, por
eletroporacdo em bactérias de E. coli DH5a competentes, para permitir o manuseio em maior
proporcionalidade, e das coldénias semeadas para obter maior escala do material genético. Nas
placas continha o antibidtico de resisténcia Kanamicina para que houvesse o crescimento

apenas dos vetores de resisténcia.

Apds o crescimento individual dessas coldnias, seus DNAs plasmidiais foram extraidos e

clivados por enzimas de restricdo para confirmar a presenca do inserto. O produto obtido na
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MINIPREP, do pET28a e pET29b, além do plasmideo recombinante, foi submetido a digestao
com as enzimas de restricdo EcoRl e Hindlll. Nessa digestdo foi necessario, apds cerca de 15min
a 37 °C, adicionar o CIP para que ndo houvesse ligacdo das pontas fosforiladas, uma vez que é
necessario ter as pontas coesivas livre para permitir a insercao do gene da Gox2036 nos vetores

(Figura 19).

Figura 19 - Padrdo eletroforético apds eletroluicdo. M-padrao;1-pet28a, 2-Gox2036
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Fonte: Autora (2020)

Os produtos da digestdao de cerca de 700 pb e 5300 pb correspondente a Gox2036 e
plasmideos respetivamente, foram retirados do gel, purificados utilizando-se o kit “/llustra™
GFX™ PCR DNA and gel Band purification Kit’, quantificados e utilizados na etapa de

subclonagem nos vetores de expressao.

Com a pureza do fragmento da Gox2036 e plasmideos confirmados foi realizada a
ligacdo entre eles. Este seguiu a mesma metodologia estabelecida para o vetor pUC18, com
enzimas T4 ligase e incubacdo por 1h. Apds o tempo de incubacdo, transformacdo em bactérias
BL21(DE), e plagueamento, 10 diferentes colonias foram selecionadas para realizar MINIPREP,

e o produto foi analisado por eletroforese (Figura 20).

A presenca e o tamanho dos insertos confirmaram o sucesso das etapas de clonagem e

transformacdo das bactérias. Estas amostras de DNA apresentaram em geral concentracdes
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variando de 100 a 150 ng.pL?, quantificados por nanoDrop. As amostras que apresentaram
maior pureza e quantidade foram submetidas a média escalam para serem transformadas em
BL21(DE3) e proceder com a inducdo da produgdo da enzima carbonil redutase recombinante,

para os ensaios biocataliticos.

Figura 20 - Padrdo eletroforético da MINIPREP de 11 colénias da ligagbo pET28a-Gox2036

Fonte: Autora (2020)

3.3.1.6 Indugdo enzimdtica com IPTG

Na tentativa de obter cepas com acentuados niveis de expressdao da enzima carbonil
redutase foi necessario realizar uma indugao nos vetores recombinante, presentes nas células
transformadas de E.coli BL21 (DE3). Essa inducdo leva ao aumento dos niveis génicos de

interesse por expressao génica regulada.

Estruturalmente falando os principais plasmideos de expressao utilizam os promotores
Lac, Tac e T7, os quais dirigem a transcricao dos segmentos adjacentes de DNA, e permitem
obter as proteinas. O promotor Lac é semelhante ao utilizado pelas cepas tipo selvagem de E.
coli, sendo entdo reprimido pela proteina repressora lacl na auséncia de indutor (lactose ou

isopropiltiogalactosideo - IPTG) e induzido em sua presenca

Para a inducdo, os vetores recombinantes Gox2036-pET28a e Gox2036-pET28a,
contidos em células transformadas do pré-inoculo, foram inoculadas em meios de volumes

maiores, apos controle da densidade 6tica, ODsoo de 0,6 - 0,8, seguida da adicdo de IPTG 1mM,
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30°C por 6h. Passado o periodo de indugdo, as células bacterianas resultantes foram coletadas
por centrifugacdo, e analisadas por SDS-PAGE. No gel de SDS-PAGE foi observado o perfil de
expressdao comparado o meio com e sem inducdo, dos extratos brutos. A Figura 21 mostra um

gel de SDS-PAGE a 15% obtido apds submeter as amostras a condi¢des desnaturantes.

Figura 21 - Gel de SDS-PAGE dos Padrdo proteico de céluas de E.coli transforadas com vetor Gox206-pET28a; A- sem inducdo
com IPTG: B- com inducgdo de IPTG; P - marcador de peso molecular
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Fonte: Autora (2020)

A presenca da banda diferenciada na fracdo induzida B tem o tamanho esperado para
a proteina Gox2036, aproximadamente 28 kDa, revelando sucesso na metodologia de
expressdo adotada. No meio sem ainducdo com IPTG mas contendo o plasmideo recombinante

nao foi observada essa banda, ilustrando a necessidade da etapa de inducgdo.

Quando foi observado o gel de SDS-PAGE do Gox2036-pET29b verificou-se a auséncia
dessa banda, tornando-se concludente que o material genético construido ndo gerava a
proteina esperada, pois no plasmideo recombinante Gox2036-pET29b ocorreu a transcricdo de

uma sequéncia diferente da acreditada apds construcdo do vetor.

Ao perceber a sequéncia genética formada apds contrucdo do plasmideo Gox2036-
PET29b, foi observado uma transcricdo fora de série das triades necessdarias para transcricdo
da Gox2036. Isso deve-se ao fato de conter um par de base a menos no inicio da transcricdo,

que originou uma sequencia peptidica diferente (Figura 22, a)). Baseado nos resultados obtidos
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de expressdo, 0s experimentos posteriores foram conduzidos apenas com o vetor

recombinante Gox2036-pET28a.

Figura 22 - a) Sequéncia de aminodacidos do vetor recombinante Gox2036-pET29b; b) Sequéncia de aminodcidos do vetor
recombinante Gox2036-pET28a

a)

MEETAAARFERQHMDSPDLGTLVPRGSMATSDPNSCPFLEKSPOSRVQPRVSARPLEFVW
PEMARMSSCSTSSRTRLPEKPORKLEKLSAGALWP-RPISATATSSAARWPMOQORRSAAWTS
WSTMREGSVRSSESWTSSLERKSERSSASTFRACSGACRETLEPSSERRAPRARSSMPARSPR
MEATPEWAPTPREPNSPSAP-RSEPPENSEPRALPSIPTAPALSEPTCGSESTSAWPESPV
RRSARPTENTLEESLTLAAWRRETMWRASSPICPAVTPIT-RVSPS-STVVSFSAESLREPH
SETTTTTTEIRLLTEPERELSWLLPPLSNN-HNPLGPLNGS-GVFC-KEELYPD

b)

MSLSGEIAAVTGARAQGTIGEATATLRLARKDGADVILLDVEKODTLAETARKEVEAT.GERAVATLT
ADISNEDOQFRSTLADAAKTLGGLDIMVNNAGICOVEPILDIEPAETERKTIFSINVOGVLWG
MOAAATLFRERGTREGKI INACSTAGHEGY PLLGAY SATKFAVEALTOSAAKETASSGITV
NSYCPGIVGTDMWVTIDEEMAE ITGTEIGATYRKYVEGIALGEVETADDVAGEVAYLSSS
DADYMTGOQSVLIDGGLVER

Fonte: ExPASy ProtParam (2020)

As células integras apds inducdo foram tratadas de duas maneiras: A primeira, para
conduzir os experimentos de biocatalise, foi centrifugada, lavada com agua, e ressuspendida
em tampdo, e o procedimento serd abordado no tdpico 3.3.2. A segunda, pra os procedimentos
de isolamento da proteina, as células foram lisadas na presenca de tampao de lise tris-HCl,

seguindo de purificacao.

3.3.1.7 Isolamento da enzima Gox2036

O isolamento da proteina das células integras foi necessaria para quantificacdo proteica
e ensaios biocataliticos subsequentes. O método escolhido para isso foi cromatografia de
afinidade por troca idnica, na qual se baseia na afinidade diferencial que ions metalicos
imobilizados em uma matriz sélida apresentam por certos grupamentos expostos na superficie
da molécula em solucdo. Esta afinidade resulta de ligacGes de coordenacdo reversiveis
formadas entre um ion metdlico quelatado (Niquel) e residuos de aminoacidos, tais como

imidazol da histidina.



76

O plasmideo escolhido pra isso pET28a contém em sua sequencia genética, uma
sequencia que transcreve para 6 histidinas, e pode assim ser empregada na purificacdo por

cromatografia de afinidade (Figura 23).

Figura 23 - Construgdo do plasmideo recombinante Gox2036-pET28a, e transcricdo para proteina com cauda de histidina

pET28-
GOX2036

Fonte: Autora (2020)

As fracBes soluveis das culturas induzidas provenientes da lise celular foram submetidas
a cromatografia de afinidade utilizando uma resina contendo niguel imobilizado. Nesse
processo é necessario estabelecer porcentages de eluicdo gradativa de tampado de lise trisHCI
contendo 0 a 500 mM de imidazol. Com esta metodologia a proteina foi eluida com uma
porcentagem de imidazol de 0 a 100% e apresentou um pico bem definido (Figura 24). A leitura
foi realizada em 280nm representada em azul, em verde o gradiente de imidazol de 0% a 100%,

e em vermelho as fragdes coletadas enumeradas de 2 a 53, com fracdes de 2 mL cada
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Figura 24 - Perfil cromatografico da amostra expressa a partir do vetor Gox2036-pET28a obtido em coluna de afinidade a fons
metalicos utilizando gradiente de imidazol para elui¢do da proteina
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Fonte: Autora (2020)

As fragdes eluidas durante o processo cromatografico foram analisadas por SDS-PAGE,
apresentado na separacao eletroforética em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 15% dos eluidos
da coluna de Ni-NTA. Os pocos de aplicacdo estdo ilustrados na Figura 25. A purificacdo da
proteina recombinante Gox2036-pET28a foi alcangada em um Unico passo cromatografico. A
pureza foi confirmada nas quais apresentaram uma Unica banda de aproximadamente 28 kDa,
sob condi¢des desnaturantes (Figura 25). Nessa figura é possivel observar a presenca de
contaminantes na fracdo 6, referente ao primeiro pico do cromatograma, ja as amostas de 37

a 56 ilustra a proteina livre de contaminates.

Figura 25 - SDS-PAGE (12% poliacrilamida). Purificagdo na coluna de Ni da enzima Gox2036-pET28a; P — padrdo de peso
molecular; 6-56 aliquotas obtidas na purificagdo

Fonte: Autora (2020)
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A quantificacdo da proteina foi realizada através da medida de absorbancia da fra¢do
resultante apds o procedimento de purificacdo. Esta massa molecular foi considerada mais
proxima daquela obtida por SDS-PAGE e coerente com a massa tedrica de 28 kDa
proporcionada pelo software Protein Parameters Tools (expasy.org.) obtida através da
sequéncia dos aminoacidos. A concentracdo foi obtida pela equacdo de Lamert-Beer (A=¢€.c.l),
onde o coeficiente de absertividade molar (e = 21680). A quantidade de proteina isolada,

partindo de 500mL de meio celular, foi de 13mg.

3.3.2 Reducgbes usando carbonil redutase recombinante Gox2036-pET28a em E.coli

As alguinonas propargilicas foram selecionadas para as biorredugdes com o objetivo de
avaliar o potencial enantio- e quimiosseletivo da enzima carbonil redutase recombinante a fim
de obter alcoois propargilicos quirais com altos graus de seletividadae, e poder emprega-los

nas metodologias de desracemizacdo, ou como precursor na sintese de macromoléculas.

As reacOes foram realizadas utilizando células integras posterior indugdo com IPTG, e
alguns experimentos com a proteina isolada. Para isso ao final da inducdo, células foram
centrifugadas, lavadas com agua para remocdo de sais e outros interferentes do meio, e
ressuspendidas em tampdo fosfato 100 mM, pH 6,0. As concentracées para suspensdo foram
baseadas no peso das células Umidas, na concentragdo de 1g/mL. Esse material foi armazenado
a -20°C com glicerol 10%, em eppendorfs, para conservagao e uso posterior.

Para avaliar o poder redutor da enzima nos substratos carbonilicos foi necessario
estabelecer incialmente um screening de condi¢Bes experimentais. para determinar os
melhores parametros para obtencdo de excessos enantiomérios maiores no menor intervalo
de tempo.

Inicialmente foi avaliado o melhor pH para realizar as reacdes de reducdo. Para isso a
alquinona 1b foi escolhida como substrato e foi avaliado a conversdo em pH 6 a 9. Os dados
obtidos sdo ilustrados na Tabela 8. Baseado nos resultados o pH escolhido para proceder as

reacdes biocataliticas foi pH 6, pois apresentou a maior conversao.


https://www.expasy.org/
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Tabela 8 - Conversdo (%) da cetona 1b para o dlcool (S)-1a em pHde 6a 9

(0] OH
E.coli/Gox2036-pET28a o
AN 170rpm, 30°C AN
1b (S)-1a
pH
Substrato 5 7 3 9
c(%) e.e(%) c(%) ee®) c(%) ee%) c(%) e.e(%)
OH
©/\\\ 91,3 >99 909 >99% 89,8 99 615 >99

2 Condicdes reacionais: As reagdes foram realizadas em epperdorfs 2 mL contendo 100ul de solugdo
resultante das células Umidas (1g/mL), 20mM da cetona dissolvida em 50 pL de DMSO. As reacGes
biocatalisadas foram analisadas por CG/FID apds as extracbes das reacdes (24h, 170 rpm, 30°C).
c=conversdo;e.e=excesso enantiomético. Fonte: Autora (2020)

Sabendo que as reacGes com células integras podem apresentar reacdes paralelas
devido a presenca de outras enzimas no meio, foi avaliado comparativamente a enzima isolada
e o extrato bruto, também com a alquinona padrdo 1b. Para isso foi utilizado a proteina apds

purificacdo e as células Umidas ressuspendidas em tampdo fosfato 100 mM, pH 6 (Tabela 9).

Tabela 9 - Conversdo da cetona 1b para o alcool 1a empregando celulas imidas contendo Gox2036-pET28a e enzima Gox2036
isolada

o OH
fonte enzimatica, NAD
XX 170mpm, 30°C S
1b (S)-1a
Célula integra® Enzima isolada‘®
a
Substrato (%) e(%) (%) e(%)
OH

X 91 >99 93 >99%

2 CondigBes reacionais: As reagdes foram realizadas em epperdorfs 2 mL contendo 20mM da cetona
dissolvida em 50 pL de DMSO, 1mM NADH, 0,5mM NAD*, 50uL Isopropanol, 5mg de glicose. As reacbes
biocatalisadas foram analisadas por CG/FID apds as extracBes das reacgdes (24h, 170 rpm, 30°C).
c=convers3o;e=excesso enantiomético; ® 100ul de solucdo resultante das células Umidas (1g/mL); ©250ul
de proteina 4mg/mL. Fonte: Autora (2020)

O resultado apresentado na Tabela 9, ilustra a capacidade similar de reducdo das

Gox2036 tanto na forma de células integras como na forma isolada, pois apresentaram
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conversoes de 91% e 93% respectivamente. Esse resultado se mostra promissor pois uma vez
gue ndo ha necessidade de isolamento da enzima para obter conversdes acima de 90%, utilizar
a enzima de forma integra permite tornar o sistema mais econémico, evitando o encarecer o
processo pelas etapas de purificacdo da proteina, além da ndo necessidade de utilizar cofatores
caros como NADH e NAD*. Com isso 0s ensaios biocataliticos foram conduzidos com as células

umidas apds o processo de inducgdo.

Nas reacBes de oxirreducdo, as enzimas realizam o processo redox e necessitam de
cofatores para regenerar o sitio ativo. Dessa maneira foi verificada a necessidade de adicdo de
cofatores no meio das células integras, como NADH e NAD*, empregando-os de maneira
isolada, em quantidades molares, e na auséncia deles. Os resultados de conversao indicam que
na auséncia de NADH e NAD* elas sdo efetivas apresentando 80% de conversdo do alcool em
48h. Entretanto na presenca de 1 mM de NADH e 0,5mM de NAD™* essa conversao é 14,8% mais
efetiva, com conversdo de 95% apds 24h (Figura 26). Dessa maneira, foi deidido manter a
presenca destes, para regeneracao dos cofatores intercelulares, e auxiliar nas maiores taxas de

conversdo dos substratos.

Figura 26 - Efeito de cofatores na conversdo da cetona 1b para o élcool 1a, com célula integra da enzima Gox2036, em
tampdo fosfato 100mM, pH 6 a 30 °C, apds 12 h e 24h
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Fonte: Autora (2020)

Outro fator importante que pode ser explorado em reacgdes de biocatalise, é a presenca
de co-solventes no meio reacional. Os co-solventes auxiliam na solubilidade dos substratos

organicos, permitindo que hd uma maior interacdo com o meio. Assim decidimos adicionar co-
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solventes misciveis e ndo misciveis em agua, originando sistemas mono e bifasicos. Entre os

solventes escolhidos estavam tolueno, THF, hexano, diclorometano e DMSO (Figura 27).

Figura 27 - Efeito de co-solventes 2% na conversdo da cetona 1b para o dlcool 1a, com célula integra da enzima Gox2036, em
tampado fosfato 100mM, pH 6 a 30 °C, apds 12 h e 24h
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Fonte: Autora (2020)

Como pode ser observado na figura 27 os solventes que apresentaram maiores taxas
de conversdo nas primeiras 12h foram tolueno e hexano. No entanto apds as 24h o solvente
que apresentou melhor conversdo foi DMSO. Com esses resultados fizemos uma variacao
percentual dos co-solventes tolueno e DMSO, para verificar a quantidade percentual que
tornava os sistemas toxicos para a enzima, diminuindo as taxas de conversao (Figura 28).

Os dados indicaram que ao aumentar a porcentagem de tolueno para 5% no meio
reacional, as conversées do alcool diminuem consideravelmente levando a conversdes de
56,7% em 20h. Ja com DMSO essa queda foi menos acentuada, onde em 5% a porcentagem de
conversdo foi de 79,4%. Dessa maneira adicionar DMSO 2% volume ao meio reacional, pode
permitir aos compostos com baixa solubilidade melhores taxas de conversdes, sem
compremeter drasticamente a atividade enzimatica, e foi empregue nas reagdes com 0s

demais alcoois propargilicos.
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Figura 28 - Variacdo nas concentragdes do co-solvente. 2) Variando de 1-20% de tolueno; b) Variando de 1-5% DMSO
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Fonte: Autora (2020)

Para as reacOes biocataliticas da série dos alcoois propargilcos foram adotadas as
melhores condicBes apds a realizacdo do screening, antiormente citado. Dessa maneira, nas
reacBes foram usados 100ul de solugdo bacteriana 1g/mL, tampdo fosfato pH 6 100mM, 50ulL
de 2-propanol como co-substrato para reciclar o cofator, 5mg de glicose como fonte energética
para a bactéria, e 50uL de DMSO para melhorar a solubilidade dos substratos. Aliquotas foram
retiradas a cada 24h, até 120, para conferir a conversdo para os alcoois quirais, e as reacdes
foram realizadas em escala analitica (1mL). Os resultados estdo ilustrados na Tabela 10.

E possivel observar alguns padrées nos resultados obtidos. Os compostos aromaricos o-
funcionalizados (Tabela 10, cetona 6b e 11b; TabelalO, entradas 6 e 11 respectivamente),
quando continham substituintes eletronegativos como 0-OMe e Cl, resultaram em tempos de
reacao menores (24h), comparados ao substituinte Me que necessitou de 120h para conversao
(TabelalO, Entrada 2).

Nos compostos m-funcionalizados, observou-se uma similaridade a todos os compostos
(cetonas 3b, 7b e 9b, entrada 3, 7 e 9 respectivamente), com tempos de conversdo de 24h.
Ainda que o composto m-NO; (Tabela 10, cetona 9b, entrada 9) tivesse conversdo total com
48h, em 24h ja havia convertido 73% da cetona para o alcool.

Ja os compostos p-funcionalizados (Tabela 10, cetonas 4b, 8b, e 12b, entradas 4,8 e 12
respectivamente), tiveram conversdes opostas aos o-funcionalizados. Os compostos 7b e 8b

(0-OMe e o-Cl; Tabela 10, entrada 7 e 8 respectivamente) converteram ao alcool em 24h
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enquanto o composto o-Me (Tabela 10, cetona 4b, entrada 4) precisou de 120h para ser
convertido totalmente.

Outro ponto importante foi o volume do substituinte Ri. Quanto os compostos
continham substituintes maiores que o anel aromatico os tempos de conversdo e até as
conversdes necessitavam de mais tempo. E o exemplo dos compostos 5b e 10b (Tabela 10,
entrada 5 e 10 respectivamente), onde o substrato o- e p-funcionalizado com a metoxila gerou
apenas 53% de conversdo em 120h, e o substituinte naftaleno levou a conversdo de 96% em
120h.

Curiosamente observou-se grande diferenca entre os substratos acetilénicos com
heteroaromaticos. Enquanto o percursor furdnico (Tabela 10, cetona 13b, entrada 13)
apresentou conversao total em 24, seu analogo com enxofre (Tabela 10, cetona 14b, entrada
14) precisou de 120h para completar a conversdo. Este fato possivelmente se deve a
capacidade da enzima de se ligar de forma ndo construtiva com substratos do tipo acetilénico
contendo enxofre.

Por fim, comparando os compostos propargilicos contendo a fungdo acetilénica interna
(Tabela 10, cetona 16b e 17b, entrada 16 e entrada 17 respectivamente) foi possivel observar
gue ao adicionar um substituinte volumoso em R1 e R; (substrato 19b), a conversdo diminuiu
consideravelmente quando comparado a R, volumoso e Ri pequeno do substrato 18b, >99,9
em 24h para 14,4% em 120h. Provavelmente esse resultado estd associado ao encaixe do

substrato ao sitio ativo da enzima ser dificultado pelo volume gerado pelos anéis aromaticos.
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Tabela 10 - Bioreducdo da série de cetonas propargilicao com a enzima recombinante E.coli/Gox2036/pET28a.

(0] OH
R )]\ E.coli/Gox2036-pET28a R /\
AN Tamp#o fosfato 100mM pH 6,0 RN
R2 DMSO 2%v/v R,
glicose 5mg, 2-propanol 5uL (S)
30°, 170rpm
Entrada Alcool Conversdo® % ee % (ca) Tempo hr
OH
1 ©/\\\ >99 >99 (S) 24
(S)-1a
OH
2 ©f\\\ >99 >99 (S) 120
(S)-2a
OH
3 S >99 >99 (S) 24
(S)-3a
OH
4 )Q/\\ >99 >99 (S) 24
(S)-4a
OH
5 J@\)\\ 53,7 - 120
No o)
5a I
OH
6 @\)\\\ >99 >99 (S) 48
(o]
(s)-6a |
OH
7 A >99 >99 (S) 24
o_ (s)7a
OH
8 X >99 >99 (S) 120
o
(S)-8a
OH
>99 >99 48

=z
o

O
: /3/
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OH
10 96,6 - 120
10a
OH
11 ©f\\\ >99 >99(S) 24
Cl

(S)-11a

OH
12 /@/\\\ >99 >99(S) 48
Cl

(S)-12a

OH
13 {J/\\\ >99 >99%(S) 24

(S)-13a

OH
14 <\sf\\\ >99 >99(S) 120

(S)-14a

(;)H
15 \%\\\ >99 >99(S) 48
(S)-15a

OH
16 ©/\ >99 - 24
(5)-18a
OH
17 ‘/\‘ 14,4 - 120
O (5)-19a

? Condicdes reacionais: As reacBes foram realizadas em epperdorfs 2 mL contendo 20mM da cetona

W,

dissolvida em 50 pL de DMSO, 100ul de solucdo resultante das células Umidas de E.coli/Gox2036-
pET28a (1g/mL), ImM NADH, 0,5mM NAD*, 50uL Isopropanol, 5mg de glicose. As reagdes
biocatalisadas foram analisadas por CG/FID apds as extracBes das reacdes (20h, 170 rpm, 30°C). ¢ =
conversdo determinada por CG-FID; ee = excesso enantiomérico determinada por CG-FID; ca =

configuracdo absoluta determinada por polarimetria. Fonte: Autora (2020)

Dados anteriores da literatura abordam que o sitio ativo da Gox2036 contém uma

cavidade hidrofébica que consiste principalmente em lle143, Tyr149, Leul52, Trpl193 e
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Tyr215(DENG et al., 2015). O dtomo de oxigénio dos compostos carbonilicos formam ligacdes
de hidrogénio com os residuos Tyr155 e Ser142, e foram evidenciados serem essenciais para a
atividade catalitica desidrogenases / redutases(FILLING et al., 2002), induzindo entdo a
aproximacdo e encaixe do cofator NADH pela face re do composto carbonilio. Dessa maneira,
comparando os resultados obtidos com a literatura para a enzima Gox2036, acredita-se que 0
atomo doador de hidreto do NADH sé pode atacar por essa face, e através das configuracdes
absolutas obtidas percebe-se que a enzima tem excelente preferéncia para seletividade Prelog
para os substratos testados, pois a grande maioria resultou a alcoois com configuracdo S
(Figura 29).

Figura 29 - Analise estrutural da Gox2036. a) Vista de perto do modelo de ligagdo de substrato na enzima. b) Relativa orientagdo
do NADH ao substrato no sitio ativo

a) b)

Ser142

R2

Tyr155

Tyr155

Fonte: Autora (2020)

Na série dos compostos carbonilicos, foram selecionados também alguns que
continham a funcdo alquilica vizinha a carbonila, além da funcdo acetilénica. Esses compostos
apresentaram resultados interessantes. A reducdo além de acontecer na carbonila, levando a
alcoois secundarios, levou também a reducdo da ligacdo dupla resultando em ligagdo simples
C-C. O composto 20b apds 24h j& havia reduzido a carbonila e ligacdo dupla resultando no
composto 20d (Tabela 11, entrada 18). J&4 para o composto 17b essa redugdo foi mais lenta e

ocorreu em 48h (Tabela 11, entrada 20).

Por fim, ao acompanhar o percurso da reacdo pelas aliquotas a cada 24h, foi observado

que o composto 16b era reduzido primeiramente a carbonila, e ao decorrer da reagdo a
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concentracdo do composto 16a (Tabela 11, entrada 17) diminuia e o composto 16d (Tabela 11,
entrada 16) aumentava, indicando que inicialmente a reducdo da carbonila é necessaria para

poder acontecer a reducdo da dupla.

Tabela 11 - Bioredugdo da série de cetonas propargilicas alquilicas com a enzima recombinante E.coli/Gox2036-pET28a

o OH
E.coli’fGox2036-pET28a
R™N AN Tampéo fosfato 100mM pH 6.0 R2 A
R2 DMSO 2%v/v R2
glicose 5mg, 2-propanol 5uL
30°, 170rpm
Entrada Alcool Conversdo? (%) Tempo (hr)
OH
16 ©/\/\\ 85,9 120
16d
OH
17 M 14 120
16a
18 =~ >99% 24
OH
19 z - 24
20a
OH
20 ©/\)\/OH >99% 48
17d
OH
21 SN o -

48

2 Condicdes reacionais: As reacdes foram realizadas em epperdorfs 2 mL contendo 20mM da cetona dissolvida
em 50 uL de DMSO, 100uL de solugdo resultante das células Umidas de E.coli/Gox2036-pET28a (1g/mL), ImM
NADH, 0,5mM NAD*, 50uL Isopropanol, 5mg de glicose. As reac8es biocatalisadas foram analisadas por CG/FID
apos as extragdes das reacdes (20h, 170 rpm, 30°C). c=conversdo;e=excesso enantiomético;

Fonte: Autora (2020)

3.3.3 Metodologia de obtengdo dos alcoois propargilicos quirais por resolu¢do com Lipases
3.3.3.1 Obtencéo dos Padrdes acetato propargilicos racémicos
As resolugdes enzimaticas com Lipases envolvem a resolucdo cinética de alcoois através

da acetilacdo enantiosseletivas de um dos dlcoois racémicos frente ao outro, levando a
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produtos com 50% de conversdo. Para isso, apds a obtencdo e caracterizacdo dos alcoois
propargilicos foram realizadas reacdes para obtencdo dos respectivos acetatos.

Dessa maneira, foi empregada a metodologia descrita na literatura para reacdo de
acetilacdo. A obtencdo dos acetatos em sua forma racémica foi importante e necessaria por
permitir correlacionar os produtos biotransformados na resolucdo cinética, com os devidos
padrBes, por técnicas de andlise, como a cromatografia gasosa. As reacdes de acetilacdo sdo
reacdes no geral rapidas (1-2hr) e geram produtos com rendimentos bons a excelentes (Tabela

12).

Tabela 12 - Acetilacdo dos alcoois secundarios catalisada por DMAP

)0"'\ Ac,0, DMAP )°A<
R  CHCl;ta,1h R
Entrada Alcool (R) Acetato Rendimento %

>

1 1a ©/ 1c 98%
2,

2 4a Q Ac 89%

%
3 9a 9c 50%
NO,
(0] kY o
4 13a @/ 13c 75%

S

5 14a g . 14c 60%

10mL de CHCl, 1mmol alcool propargilico,1,5 eq de anidrido acético, 1,2 eq EtsN, 10mol%

DMAP. 2hr a temperatura ambiente.

Fonte: Autora (2020)

A metodologia comumente utilizada para as reacdes de acilagdo de alcoois é aquela em
que se reage o alcool com o anidrido de acido carboxilico desejado na presenca de bases como
piridina ou uma mistura de trietilamina com uma quantidade subestequiométrica de
dimetilaminopiridina (DMAP). Nessa reacdo o doador de acila anidrido acético reage com o

catalisador nucleofilico DMAP, que comumente realiza reaces de transferéncia de grupo(XU
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et al.,, 2005), levando a um catalisador acilado. Em seguida o catalisador sofre ataque

nucleofilico do alcool e sequente formacdo do éster (Esquema 19).

Esquema 19 - Mecanismo de acetilagdo de alcoois secundarios com DMAP

(RIS)

Comparando os dados espectrais de RMN de 'H dos &lcoois propargilicos e seus
acetatos, e utilizando o composto 4a e 4c como referéncia respectivamente, foi observado que
ha o aparecimento da metila do acetato (6 2,10) e auséncia do sinal do hidrogénio da hidroxila
(6 1,99). Ocorre um deslocamento do dupleto carbindlico, saindo de um deslocamento de &

5,44 para 66,42, devido a influéncia do campo magnético gerado pela carbonila. (Figura 30)
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Figura 30 - Espectro de 1H dos élcool 4a e acetato 4c propargilicos
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Fonte: Autora (2020)

Apos sintese e caracterizacdo dos padrdes racémicos dos alcoois e acetatos, reacdes de

Resolucdo Cinética Enzimatica foram conduzidas.

3.3.3.2 Resolugdo Cinética Enzimdtica

A Resolucdo Cinética Enzimatica (RCE) por ser uma rota sintética que permite obter
compostos quirais seletivos, foi empregada como alternativa para obtencdo dos intermediarios
sintéticos enantiopuros, através da sua caracteristica de separacdo dos racematos. Na RCE,
nesse caso catalisada por lipases, ocorre a discriminacdao enantiosseletiva dos alcoois
racémicos, ou seja, acetilacdo de um enantioméro preferencialmente ao outro induzida pela

cinética da reacdo catalitica (Esquema 20).
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Esquema 20 - Distingdo enantiosseletiva catalisada por lipases

OH OAc
k4
R1/L R, R1/L R,
S
OH OAc
= K, =
Ri” R, Ri™ R,
R R
ky>k,

Para isso foi necessaria a obtencdo dos parametros cromatograficos em coluna quiral
como padrdo de referéncia, a fim de estabelecer o cdlculo dos excessos enantioméricos dos
produtos resultantes da RCE. Na sintese foi empregada uma metodologia comumente usada

para reacoes de acilacdo(XU et al., 2005).

Com os padrdes racémicos dos alcoois propargilicos e seus acetatos sintetizados, foi
realizado o estudo comparativo empregando 5 diferentes lipases obtidas comercialmente, na
resolucdo com o alcool propargilico 1a. Nesse contexto preliminar, foi necessario estabelecer
0s parametros que apresentassem maior seletividade e curto tempo reacional de resolugdo,
para em seguida encontrar as melhores condi¢des reacionais variando solvente e temperatura

(Esquema 21).

Esquema 21 - Resolugdo cinética enzimatica do alcool 1a

o
OH OH OAc
Lipase, )LO/\ N . H
\\ n-hexano, 35 °C \\ ©/\\\
150 rpm, 2hr
(R/S)-1a (S)-1a (R)-1c

As condic¢des estabelecidas inicialmente foram baseadas em trabalhos ja desenvolvidos
envolvendo a resolucdo de alcoois secundarios por lipases, além de empregd-las comumente
no laboratorio(FILLAT et al., 2014; KO et al., 2009; MELAIS; ARIBI-ZOUIOUECHE; RIANT, 2016).

Em escala analitica foi observado o comportamento das lipases CAL-B (Novoenzym 455;

lipase01), A12LA (Lipase A “Amano” 12; lipase 02), AEQ7 (aa 07 pseudomonas stutzeri; lipase
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03), A2Ae011 (A2 AE 011 alcaligenes spp; lipase 04), LA-A50 (g amano 50; lipase 05)
comercialmente obtidas. Aquela que se mostrou mais versatil, apresentando melhores
resultados de conversao, foi utilizada para os demais ensaios. Para realizar o screening partiu-
se de 0,5mmol e aliquotas retiradas a em 120min ou até acetilacdo completa de um dos
alcoois.

O produto de resolucdo foi analisado por cromatografia em fase gasosa (CG) em fase
estacionaria quiral, contendo uma coluna com composicdo de 10% de 6B-ciclodextrina em
cianopropil-fenil-metilpolisiloxano, (dimensdes 30 m x 0.25 mm x 0.25 um) que possibilitou a
distincdo dos enantibmeros devida interacdo diferenciada com a coluna (Figura 31). Os

resultados obtidos com 120min de reacdo sdo apresentados na Tabela 13.

Figura 31 - Cromatograma em coluna quiral; a) Padrao racémico alcool 1a; b) RCE utilizando CAL-B em 120min de reagdo

uV(x100,000;
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T
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Tre TSR T %0
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10 y ¥ ! B y ! y . 1 ]

Fonte: Autora (2020)

Os resultados de resolucdo apresentados na Tabela 13 mostram a seletividade da
enzima CAL-B ao alcool propargilico (S)-1a, levando ao produto resolvido em torno de 2 horas,
enantidmero (S)-1a de 50% de conversdo e >99% de excesso enantiomérico ee% (Figura 36 (b)).
Resultado que também despertou interesse foi a seletividade cinética ao substrato, pois aos
10min de reagdo ja era possivel observar excesso enantiomérico cerca de 43,4%. (Figura 36
(a)).

Comparando esse resultado as outras lipases, a enzima AEO7, no mesmo tempo
reacional (120min), ja apresentava seletividade ao substrato levando a conversdo de 42,3 % e

excesso enantiomérico de 84% para o enantidmero (S)-1a. Dessa forma, ainda que a lipase
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AEQ7 (Tabela 13, Entrada 3) obtida de Pseudomonas Stutzeri se mostrasse seletivo ao substrato,
os ensaios foram conduzidos utilizando a enzima CAL-B (Tabela 12, Entrada 1) como catalisador

para os estudos de resolucdo cinética enzimatica (RCE) dos demais alcoois propargilicos.

Quando ambiente enzimatico esta envolvido, a estrutura tridimensional da enzima
depende tanto da sua cadeia carbdnica proteica quanto do meio em que estd inserida. Dessa
forma o solvente e a temperatura influenciam diretamente no meio reacional conduzindo a
atividade enzimatica. Assim foi realizado uma triagem com diferentes solventes. Os resultados

obtidos também estdo apresentados na Tabela 13.

E possivel observar que apds 2h de reacdo os solventes que se mostraram promissores
foram o Hexano e Tolueno (Tabela 13, Entrada 9 e 10 respectivamente), ambos solventes
apolares, por permitirem excessos acima de 98%. A eficiéncia enantiosseletiva desses
processos depende muitas vezes da rigidez do sitio ativo. Quando a flexibilidade da proteina
aumenta (devido ao aumento da constante dielétrica do solvente), o impedimento estérico
exerce menor influéncia permitindo um aumento na reatividade do enantibmero

resolvido(COSTA; DE AMORIM, 1999).

Outro paramétro que apresenta importancia nessas reacdes € a temperatura, cujo
equilbrio reacional e estereoseletividade da enzima sdo diretamente afetados. Assim optou-se
por variar a temperatura. Nos estudos iniciais é possivel notar uma variacdo, ainda que
peguena, no excesso enantiomérico ee% quando variamos de 20°C a 40°C em escala de 10°C.
Observando os valores no decorrer de 2horas conclui-se que a 40°C a CAL-B interage melhor

com o alcool propargilico 1a (Tabela 13, Entrada 12,13 e 14).
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Tabela 13 - Resultado de RCE obtidos variando condi¢Ges reacionais com lipases comerciais

] c(%) ee%
Entrada Tempo(min)
(5)-25 (§)-25
1 CAL-B 120 49 >99
. 2 A12LA 120 48,1 84
E 3 AEO7 120 42,3 >99
5 4 A2AE011 120 30,65 85
5 LA-A50 120 - -
6 DCM 120 18,7 37,3
o 7 AcOEt 180 21,4 42,8
Q% 8 Acetona 180 17,2 34,5
g 9 Hexano 120 49,1 98,3
A 10 Tolueno 120 49 8 >99,9
11 THF 120 16,1 12,8
12 20°C 120 49,76 99,0
g’ 13 30°C 120 49,8 99,5
= 14 40°C 120 49,99 99,9

1mL de solvente (*“Hexano), 200mM alcool propargilico,1,5eq de anidrido
acético, 10mg enzima. 2hr a temperatura ambiente. € enzima CAL-B; Dados
por GC-FID.

Fonte: Autora (2020)

Baseado nos resultados de resolugdo cinética enzimatica, a resolucdao com CAL-B
apresentou como alternativa seletiva e economicamente viavel uma vez que foi obtido 99,9%
de ee% o alcool (S)-1a em aproximadamente 2h, ainda que a RCE apresenta como principal

desvatagem rendimento maximo de reagdo cinética biocatalitica 50% para cada enantidmero.
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4 CONCLUSAO

A obtencdo de intermediarios quirais empregando biocatalise como meio se apresenta
como uma tendéncia ascendente no campo de aplicacdo de sintese. Nesta perspectiva, o
presente trablalho demonstrou a viabilidade do uso de rea¢des enzimaticas para a preparacao
de precursores quirais opticamente ativos, possibilitando realizar estudos metodoldgicos para
obtencdo de alcoois propargilicos quirais e Inonas.

Os estudos na etapa de oxidacdo, monstram que a obtencdo de cetonas propargilicas
usando a metodologia enzimatica com Lacase/TEMPO como mediador, levando a formacdo de
produtos oxidados com taxas de reacdo entre 1h-24h, com bons a excenlentes rendimentos, e
pela primeira vez ouve relatos da oxidacdo de alcoois propargilico usando essa metodologia.

Outro ponto de destaque foi, pelo fato de o meio envolvido nessas reagdes ser aquoso,
o método tornou-se sustentdvel, com melhores rendimentos e mais ambientalmente limpo
guando comprados ao custo beneficio de outros catalisadores quimicos ja descritos na
literatura. Além disso, a metodologia de oxidacdo se mostrou robusta, e passivel de der aplicada
empregando outros tipos de substratos, que ndo continham a funcdo acetilénica em sua
estrutura.

Areproducdo de enzimas recombinantes e os plasmideos recombinantes foram obtidos
de maneira eficiente e reprodutivel, levando a obtencdo dos vetores pUC18 de clonagem e
pPET28a de expressdo. As expressdes resultaram quantidades reprodutiveis e escaldveis de
proteina de forma sollvel e passiveis de purificacdo, pois permitiu obter concentracdes de DNA
na escala de 150 a 200 ng pL?, quando utiliva-se 250mL de meio bacteriano expressado.

Cepas de E. coli superexpressando gox2036 juntamente com o cofator de reciclagem
NADH-NAD + foram empregadas para redugdao de inonas na presenca de substrato 20mM.
Entre essas variantes, E. coli / pET28a-gox2036 e 1mM NADH-0,5mM NAD + exibiram a maior
produtividade, com 1-fenil-2-propin-1-ol em uma alta taxa de produtividade. Foi possivel obter
alcoois de configuracdo S, com excelentes excessos enantioméricos (>99%) e conversao, em
diferentes tempos de reacdo (24-72h). A carbonil redutase dependente de NADPH de
Gluconobacter oxydans (GOx2036) foi definida como uma proposta promissora para reducao

enantiosseletiva de inonas.
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Os resultados obtidos separadamente de oxidacao de alcoois propargilicos racémicos
por lacase/TEMPO juntamente com a reducdo de inonas enantiosseletiva surge como uma
nova metodologia de derracemizacdo se empreagada sequencialmente. Esses resultados
demonstraram que o processo biocatalitico desenvolvido é escaldvel e tem forte potencial para
a preparacao em escala industrial de dlcoois de (S) -propargil.

Como metodologia alternativa de obetencdo de alcoois propargilicos enantioméricos, a
acetilacdo enantiosseletiva de lipases CAL-B e a AEQO7 mostraram-se eficientes na resolucdo dos
alcoois propargilicos, obtendo-se o produto resolvido em menos de 2h, e o produto de
resolucdo (S)-25 se apresentava com um ee% >99 e conversdo de 50%.Essa metodologia pode
se empregada como potencial metodologia de desracemizacao se utilizada com outra enzima

oxidativa enantioseletiva.
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5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

As analises de cromatografia a gas foram realizadas em um cromatdgrafo Shimadzu
(modelo GC-2010 Plus), acoplado a coluna quiral Beta DexTM 120 (B-Ciclodextrina) c
dimensdes 30 m x 0.25 mm x 0.25 um, utilizando detector de ionizagdo em chamas (FID) e N;
como gas de arraste.

As analises de RMN de 1H a 300 MHz e RMN de 13C 75 MHz, 'H a 400 MHz e RMN de
13C 100 MHz, *H a 500 MHz e RMN de 3C 125 MHz foram realizadas num espectrémetro da
VARIAN® modelo Unity Plus. Os deslocamentos quimicos estdo expressos em ppm, em relacdo
ao pico residual do CHCI; (7,26 ppm) para todos os espectros de hidrogénio e em relagdo ao
pico central do CDCls (77 ppm), no caso dos espectros de carbono.

As reacGes de biotransformacdo foram realizadas numa incubadora orbital, modelo
Marconi MA420, com controle de agitacdo orbital, tempo e temperatura que varia de 0°C a
72°C. O angulo de desvio dptico foi determinado por um polarimetro digital da marca Jasco P-
2000, empregando-se uma cubeta de 10 mL, a 22°C.

Os solventes e os reagentes obtidos comercialmente foram tratados segundo a
literatura. Os compostos sintetizados foram submetidos a purificacdo em coluna com silica gel,
utilizando fase mével hexano/AcOEt em diferentes proporgdes.

A bomba de vacuo utilizadas das filtracdes biocataliticas foi modelo Prismatica, com
vacuo maximo de 620,8 mmHg, e poténcia de 1/4Cv (186,65W).

Na determinacdo do pH dos meios de cultura foi utilizado o pHmetro instrutherm PH-
720.

Os meios de cultura utilizados nos ensaios com fungos foram esterilizados em autoclave
modelo prismatec vertical CS, com temperatura de operacdo 127 2C temperatura maxima 143

9C, pressdo maxima de trabalho 1,5 kgf/cm?, pressdo de operagdo 1,5 kgf/cm?.
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5.1 Sintese dos padrdes racémicos dos Alcoois propargilicos

Sob uma atmosfera inerte (N2), uma solucdo do aldeido (10 mmol) em THF seco (20 mL)
foi adicionado lentamente, sob agitacdo magnética, a uma solucdo de cloreto de etinil
magnésio (17mL, 0,6M em THF) a -45 °C. Areacdo foi deixada em agitacdo por 3h a temperatura
ambiente. A mistura final foi tratada adicionando-se uma solucdo saturada de NH4Cl (5 mL),
seguida da extracdo com AcOEt(3x30 mL). A fase organica foi seca com sulfato de sdédio anidro,
filtrada e os solventes removidos em rotaevaporador. O material resultante foi submetido a

purificacdo cromatografica utilizando uma mistura hexano/AcOEt(7:1).

OH

7

1a  1-fenilprop-2-in-1-ol (1a): Férmula molecular: CoHsO, MM: 132,16g/mol; Purificado
por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente. Rendimento: 99%; dleo
amarelo.RMN de *H (300MHz, CDCl3) 67,54-7,54 (m, 2H), 7,43-7,34 (m, 3H), 5,47 (d, J =2,4Hz,
1H), 2,67 (d, J = 2,4Hz, 1H), 2,04 (s, 1H). RMN de 3C (75 MHz, CDCls) §140,0, 128,6, 128,5,
126,6, 83,5, 74,8, 64,4. CAS: 4187-87-5

OH

A

2a 1_(o-tolil)prop-2-in-1-ol(2a): Férmula molecular : CioH100, MM: 146,19g/mol;
Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente. Rendimento:
93%; 6leo amarelo. RMN de 'H (500MHz, CDCls) 6§7,67-7,65 (m, 1H), 7,25-7,19 (m, 3H), 5,62
(dd, J=5,8Hz, J = 2,3Hz, 1H), 2,64 (d, J = 2,3Hz, 1H), 2,44 (s, 3H), 2,15 (d, J = 5,8Hz, 1H). RMN
de 13C (125 MHz, CDCls) 6 137,8, 135,9, 130,8, 128,6, 126,4, 126,3, 83,3, 74,7, 62,3, 18,9. CAS:
139416-71-0

OH

74

3a
1-(m-tolil)prop-2-in-1-ol(3a): Formula molecular : CioH100, MM: 146,19g/mol;

Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente. Rendimento:
90%; 6leo amarelo. RMN de *H (500 MHz, CDCl3) 67,36 (s, 1H), 7,35(d, J = 7,6Hz, 1H), 7,27 (t, J
= 7,6Hz, 1H), 7,15 (d, J = 2,2Hz, 1H), 5,43 (dd, J = 6,0Hz, J = 2,1Hz 1H), 2,66 (d, J = 2,2Hz, 1H),
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2,38 (s, 3H), 2,21 (d, J = 6,0Hz, 1H). RMN de 3C (125 MHz, CDCls) §140,0, 138,5, 129,3, 128,6,
127,2,123,6, 83,6, 74,7, 64,5, 21,4. CAS: 29978-38-9

OH

fogn
4

a  1-(p-tolil)prop-2-in-1-ol(4a): Férmula molecular : CioH100, MM: 146,19g/mol;
Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente. Rendimento:
98%; 6leo amarelo. RMN de *H (300MHz, CDCl3) 67,44 (d, J = 8,1Hz, 2H), 7,20 (d, J = 8,1Hz, 2H),
5,43 (d, J = 2,1Hz, 1H), 2,65 (d, J = 2,1Hz, 1H), 2,36 (s, 3H), 1,98 (s, 1H). RMN de 3C (75 MHz,
CDCl3) 6138,4,137,2, 129,3, 126,5, 83,6, 74,6, 64,3, 21,1. CAS: 7342-07-6

OH

/i/

o
! sa | 1-(2,4-dimetoxifenil)prop-2-in-1-ol(5a): Formula molecular : Ci1H1203, MM:

192,21g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente.
Rendimento: 100%; sélido amarelo. RMN de *H ( (400MHz, CDCl3). 67,48 (d, J = 8,4, 1H), 6,50-
6,47 (m, 2H), 5,65 (dd, J = 6,0Hz, J = 2Hz, 1H), 3,86 (s, 3H), 3,81(s, 3H), 2,85 (d, J = 6,0Hz, 1H),
2,60 (d, J = 2Hz, 1H). RMN de 3C (101 MHz, CDCls) & 161,2, 157,8, 128,6, 121,0, 104,2, 98,9,
83,3, 73,8, 60,5, 55,5, 55,4. CAS: 101911-61-9

OH

\//

0
6a 1-(2-metoxifenil)prop-2-in-1-ol(6a):  Férmula  molecular : CioH1002, MM:

162,19g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente.
Rendimento: 96%; 6leo amarelo.RMN de H(400MHz, CDCls). §7,57 (dd, J = 7,6Hz, 1H), 7,33
(td, J = 8Hz, J = 1,6Hz, 1H), 6,98 (t, J = 7,6Hz, 1H), 6,91 (d, / = 8,0Hz, 1H), 5,69 (d, / = 2,2Hz, 1H),
3,89 (s, 3H), 2,61 (d, J = 2,2Hz, 1H), 1,43 (s, 1H). RMN de 3C (101 MHz, CDCls) § 156,7, 129,8,
128,2,127,8,120,9, 110,8, 83,0, 74,0, 61,0, 55,5, 30,3. CAS: 1776-12-1

OH

o
o 8

3 1-(4-metoxifenil)prop-2-in-1-o0/(8a): Formula molecular : CioH1002, MM:

7

162,19g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 hexano/AcOEt como eluente.
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Rendimento: 97%; 6leo amarelo.RMN de *H (200MHz, CDCls) 7,5 (d, J = 8Hz, 2H), 6,93 (d, J =
8Hz, 2H), 5,43 (s, 1H), 3,83 (s, 3H), 2,69 (d, J = 2,2Hz, 1H). RMN de 13C (50 MHz, CDCl3) §159,7,
132,3,128,0, 113,9, 83,7, 74,5, 63,9, 55,3. CAS: 19115-30-1

OH

Z4

9a
NO, 1-(3-nitrofenil)prop-2-in-1-ol(9a): Férmula molecular : CoH;NO3, MM: 177,16g/mol;

Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente. Rendimento:
78%; 6leo marrom.RMN de *H (300MHz, CDCls) 68,42 (t, J = 1,8Hz, 1H), 8,18 (ddd, J = 8,2Hz, J
=2,2Hz,J=0,7Hz, 1H), 7,89 (m, 1H), 7,57 (t, J = 7,9Hz, 1H), 5,57 (s, 1H), 3,12 (s, 1H), 2,04 (s, 1H).
RMN de '3C (75 MHz, CDCl3) 6 148,2, 142,0, 132,6, 129,6, 129,5, 123,2, 121,5, 82,3, 75,8, 63,1.
CAS: 83494-25-1

OH
l i 10a

182,22g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente.

Z4

I-(naftalen-2-il)prop-2-in-1-0/(10a): Foérmula molecular : CizsH100, MM:

Rendimento: 95%; sélido amarelo.RMN de *H (400MHz, CDCl3) §7,87-7,82 (m, 3H), 7,55-7,43
(m, 3H), 6,09 (d, J = 2,5Hz, 1H), 5,09 (s, 1H), 2,01 (s, 1H). RMN de 3C (100 MHz, CDCls) 6 135,0,
133,9, 130,4, 129,4, 128,7, 126,4, 125,9, 125,2, 124,5, 123,7, 83,2, 75,4, 62,6.CAS: 15100-93-3

OH

Z

“ 122 1_(4-clorofenil)prop-2-in-1-ol (12a): Férmula molecular : CoH;CIO, MM:

166,02g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente.
Rendimento: 84%; 6leo amarelo.RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) §7.49 (dd, J = 8,7 Hz, J= 2,0Hz,
2H), 6 7,6 (dd, J = 8,7 Hz, J= 2,0Hz, 2H), 65,44 (s, 1H), § 2,68 (d, / = 2.2 Hz, 1H), 2,33 (br s, 1H).
RMN de 13C (CDCI3, 100 MHz) & 138,6, 134,6, 129,0, 128,1, 83,2, 75,4, 63,8. CAS:29805-11-6

OH
o
AT
132 1_(furan-2-il)prop-2-in-1-ol(13a): Férmula molecular : C;Hs02, MM: 122,12g/mol;

Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 hexano/AcOEt como eluente. Rendimento:

77%; 6leo marrom. RMN de H (400 MHz, CDCls) 67,42 (s, 1H), 6,47 (d, J = 3,2Hz, 1H), 6,36 (t, J
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=2Hz, 1H), 5,46 (s,1H), 2,65 (d, J = 2Hz, 1H). RMN de *3C (100 MHz, CDCl5) 6152,3, 143,1, 110,4,
107,9, 80,9, 74,0, 57,9. CAS: 695-82-9

OH
S
YRS

14a  1_(tiofen-2-il)prop-2-in-1-o0l(13a): Férmula molecular : C7HsOS, MM: 138,19g/mol;
Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt as eluente. Rendimento: 89%;
6leo laranja. RMN de *H (400 MHz, CDCl3) 67,31 (d, J = 5,2Hz, 1H), 7,20 (m, 1H), 6,98 (t, J =
4,4Hz, 1H), 5,68 (d, J = 5,6Hz, 1H), 2,75 (d, J = 6,8Hz, 1H), 2,69 (d, J = 1,6Hz, 1H). RMN de 3C
(100 MHz, CDCl3) 6146,7, 129,4, 128,9, 128,4, 85,5, 80,0, 79,7, 79,4, 76,9, 62,7. CAS: 19212-
35-2

OH

5

15a dec-1-in-3-o0/(15a): Formula molecular: CioH1s0, MM: 154,25g/mol;
Purificado por cromatografia com silica gel, e Hexano como eluente. Rendimento: 65%; white
liquid. RMN de H (300MHz, CDCls) 64,37 (td, J = 6,3Hz, J = 1,8Hz, 1H), 2,46 (d, J = 1,8Hz, 1H),
1,98 (s, 1H), 1,76-1,68 (m, 2H), 1,46 (m, 2H), 1,29 (m, 8H), 0,88 (m, 3H). RMN de 3C (75 MHz,
CDCls) 6 85,0, 72,8, 62,3, 37,6, 31,7, 29,2, 25,0, 22,6, 14,1. CAS: 74824-53-6

OH

/
/i/

16a (E)-1-fenilpent-1-en-4-in-3-0l(16a): Formula molecular: Ci1H100, MM:
158,20g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente.
Rendimento: 74%; sélido amarelo. RMN de 'H (300MHz, CDCl3) 68,43 (t, J = 1,8Hz, 1H), 8,19
(ddd, J =8,1Hz, J = 2,1Hz, / = 0,9Hz, 1H), 7,89 (m, 1H), 7,57 (t, J = 7,8Hz, 1H), 5,57 (d, J = 1,5Hz,
1H), 2,74 (d, J = 2,5Hz, 1H). RMN de 3C (75 MHz, CDCls) 6 148,3, 142,0, 132,6, 129,6, 123,3,
121,6, 82,3, 75,9, 63,2. CAS: 14604-31-0

OH
X

X__oH

17a (E)-6-fenilhex-5-en-2-ine-1,4-diol(17a): Formula molecular: C12H120,, MM:
188,22g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente.
Rendimento: 74%; liquido laranja. RMN de *H (300MHz, CDCl3)7,40-7,37 (m, 2H), 7,33-7,25 (m,

3H), 6,47 (d, J = 15,9Hz, 1H), 6,28 (dd, J = 15,9Hz, J = 6Hz, 1H), 5,09 (dd, J = 6Hz, J = 1,5Hz, 1H),
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4,35 (d, J = 1,5Hz,2H), 2,77 (s, 1H). RMN de 3C (75 MHz, CDCls) 6 135,9, 132,0, 128,6, 128,1,
127,6,126,8, 84,7, 62,8, 50,9.

OH

Z

182 4-fenilbut-3-in-2-0l(18a): Férmula molecular: CioH100, MM: 200,28 g/mol;
Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 hexano/AcOEt como eluente. Rendimento:
75%; liquido amarelo. RMN de *H (200MHz, CDCl3) §7,48-7,43(m, 2H), 7,36-7,32 (m, 3H), 4,85-
4,73 (m, 1H), 2,00 (d, J = 4,8Hz, 1H), 1,58 (d, J = 6,7Hz). RMN de *3C (50 MHz, CDCl3) 6§131.6,
128.3,128.2,122.5,90.9, 84.0, 58.8, 24.3. CAS: 73922-81-3

OH
T

O 19a 1,3-difeilprop-2-in-1-0/(19a): Férmula molecular: CisH1,0, MM: 208,26
g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente.
Rendimento: 96%; liquido amarelo. RMN de 'H (500MHz, CDCl3) §7,63-7,61(m, 2H), 7,48-7,46
(m, 2H), 7,42-7,39 (m, 2H), 7,36-7,30 (m, 2H), 5,69 (d, J = 5,4Hz, 1H), 2,33 (d, J = 5,4Hz, 1H).
RMN de 3C (125 MHz, CDCls) 6 140,7, 131,8, 128,7, 128,6, 128,4, 128,3, 126,7, 122,4, 88,7,
86,7, 65,1. CAS: 1817-49-8

OH
Z

Z
20a

(E)-1-feniloct-4-en-1-in-3-0(20a)/: Férmula molecular: C14H160, MM: 200,28
g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 hexano/AcOEt como eluente.
Rendimento: 100%; liquido amarelo. RMN de H (500MHz, CDCls) §7,46-7,44(m, 2H), 7,32-7,29
(m, 3H), 5,95 (dtd, J = 15Hz, J = 7Hz, J =1Hz, 1H), 5,69 (ddt, J = 15Hz, J = 6,5Hz, J =1Hz, 1H), 5,06
(d, J = 6Hz, 1H), 2,07 (q, J = 7Hz, 2H), 1,45 (sext, J = 7,5Hz, 2H), 0,93 (t, / = 7,5Hz, 3H). RMN de
13C (125 MHz, CDCls3) 6 134,0, 131,7, 129,1, 128,4, 128,3, 122,6, 88,6, 85,9, 63,5, 34,0, 22,0,

13,7.
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5.2 Metodologia de oxidagao visando a obtengdo de inonas
5.2.1 Métodos enzimdticos de oxidagdo Lacase/TEMPO

Em um baldo foi adicionado o solvente (4mL), a enzima Lacase (16mg; 1U/mg) e TEMPO
(10mol%), foram mantidos sob agitacdo magnética por 30min e atmosfera (borbulhamento) de
02. Em seguida foi adicionado o alcool secundario (20mmol). A mistura reacional foi
permanecida até consumo total do material de partida, acompanhando por aliquotas, sob
atmosfera de O; e temperatura ambiente. Ao término a reacdo foi extraida com AcOEt (3x
5mL). A fase organica foi seca com MgS04. A conversdo do produto reacional foi analisada por
cromatografia.
5.2.2 Métodos quimicos de oxidagcdo
5.2.2.1 Oxidagéio envolvendo TCCA como agente oxidante

Uma solucdo de 15% de NaHCOs3 (3mL) foi adicionada em uma solucdo do alcool
(1,0mmol) em acetona (20mL) sob agitacdo e mantidos a 0°C. Adicionou-se em seguida Tempo
(2mol%), e o TCCA (2mmol) lentamente. Deixou-se chegar a temperatura ambiente. A mistura
foi filtrada em celite sob vacuo e tratada com 5mL de solugdo saturada de Na,COs. A fase
aquosa extraida com AcOEt e seco com NazSOa.
5.2.2.2 Oxidagéio envolvendo MnO2 como agente oxidante

Em um baldo de 10mL foi acrescentado o alcool (Immol) em AcOEt (5 mL), sob agitacdo
magnética. Em seguida foi adicionado o MnO3 (5 eq) e mantido por 2-5hr. Ao término, a solucdo
foi filtrada com celite. O produto final foi purificado por coluna com hexano/AcOEt (6:1).

Para verificar o melhor solvente e nimeros de equivalente do oxidante, foi realizado
um screening com o alcool 1-feniletanol. Os solventes utilizados foram THF, acetona e AcOEt,

e os equivalentes foram de 1, 5 e 10eq. As reacdes foram acompanhadas por CG-FID.

X

e

1o 1-fenil-2-propin-1-ona (1b): Férmula molecular : CsHsO, MM: 130,14 g/mol;
Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 hexano/AcOEt como eluente. Rendimento:
97%; solido amarelo. RMN de 'H (300 MHz, CDCls ppm) & 8.17 (d, J = 7.2Hz, 2H), 7.64 (t, J =
7.2Hz, 1H), 7.50 (t, J = 7.5, 2H), 3.44 (s, 1H). RMN de 3C (75 MHz, CDCls ppm) 6 177.4, 136.1,
134.5,129.7,128.7, 80.7, 80.3. CAS-3623-15-2
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o>

2b 1-(o-tolil)prop-2-in-1-ona(2b): Férmula molecular : CioHsO, MM: 144,17 g/mol;
Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente. Rendimento:
85%; solido amarelo. RMN de *H (200 MHz, CDCl3) § 8,20 (dd, j = 7,6Hz, J = 1,2Hz, 1H), 7,50 (td,
7,4Hz, ) = 1,4Hz, 1H), 7,37 (t, J = 7,4Hz, 1H), 7,33 (m, 1H), 3,14 (s, 1H), 2,66 (s, 3H). RMN de 13C
(50 MHz, CDCls) 6 178,8, 140,8, 134,6, 133,7, 133,3, 132,1, 125,9, 81,5, 79,5, 21,9. CAS: 59838-
69-6

A
1-(m-tolil)prop-2-in-1-ona(3b): Formula molecular : CioHsO, MM: 144,17 g/mol;
Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente. Rendimento:
%; solido amarelo. RMN de *H (200 MHz, CDCl3) §7,98-7,96 (m,1H), 7,44 (d, J= 3Hz, 1H), 7,38
(t, J = 3,2Hz, 1H), 3,41 (s,1H), 2,43 (s, 3H). RMN de 13C (50 MHz, CDCls) §177,5, 138,6, 136,2,
135,3, 130,0, 128,6, 127,1 80,5, 80,4, 21,2. CAS:

o

4

4b 71_(4-metilfenil)prop-2-in-1-ona(4b): Férmula molecular : CioHsO, MM: 144,17
g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente.
Rendimento: 70%; liquido amarelo. RMN de *H (300 MHz, CDCls ppm) & 8.04 (d, J = 8.4Hz, 2H),
7.27 (d,J=8.4Hz, 2H), 3.42 (s, 1H), 2.41 (s, 3H). RMN de 13C (75 MHz, CDCl3 ppm) §177.1, 145.8,
133.8,129.8, 129.4, 80.5, 80.3, 21.8. CAS-1776-13-2

]
jon
0] O

o | 1-(2,4-dimetoxifenil)prop-2-in-1-ona(5b): Férmula molecular : Ci11H1003, MM:
190,06 g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente.
Rendimento: 93%; sélido amarelo. RMN de *H (300 MHz, CDCl3 ppm) 6 8.10 (d, J = 8.7Hz, 1H),
6.54 (dd, J=8.7 Hz, J = 2.4 Hz, 1H), 6.47 (d, J = 2.4Hz, 1H), 3.91 (s, 3H), 3.89(s, 3H), 3.31(s, 1H).
RMN de 13C: (75MHz, CDCls, ppm) & 174.32, 165.87, 162.33, 136.07, 119.46, 105.13, 98.69,
82.22,78.57,55.82, 55.67. CAS:78725-31-2
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6o | 1-(2-metoxifenil)prop-2-in-1-ona(6b): Formula molecular : CioHsO2, MM: 160,17
g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente.
Rendimento: 70%; liquido amarelo. RMN de *H (300 MHz, CDCls ppm) & 8.06 (d, J = 7.5Hz, 1H),
7.55 (t,J = 7.5Hz, 1H), 7.03 (m, 2H), 3.94 (s, 3H), 3.37 (s, 1H). RMN de 3C (75 MHz, CDCls ppm)
5 160.03, 148.72,135.47, 133.22,125.76, 120.28, 112.17, 79.29, 77.21, 55.82. CAS:1776-13-2

(0]

4

7b
~ 1-(3-metoxifenil)prop-2-in-1-ona(7b): Férmula molecular : Ci0HsO2, MM: 160,17

o
g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente.
Rendimento:75%; liquido amarelo. RMN de *H (200 MHz, CDCls ppm) 67,82 (dt, J = 7,6Hz, J =
1,4Hz, 1H), 7,66 (dd, J =2,4Hz, J = 1,4Hz, 1H), 7,44 (t, J = 8,0Hz, 1H), 7,21 (ddd, J = 8,0Hz, J =
2,4Hz, J = 1Hz, 1H) 3,89 (s, 3H), 3,45 (s, 1H). RMN de 3C (50 MHz, CDCls ppm) 6177,1, 159,8,

137,4,129,7,123,0,121,4, 112,7, 80,6, 55,4. CAS: 252893-52-0

(o]
Q)\
\o 8

b I1-(4-metoxifenil)prop-2-in-1-ona(8b): Formula molecular : CioHsO2, MM: 160,0

4

g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente.
Rendimento: 64%; sélido amarelo. RMN de *H (300 MHz, CDCl3 ppm) § 8.14 (d, J = 8.7Hz, 2H),
6.97 (d, J = 8.7Hz, 2H), 3.90 (s, 3H), 3.38 (s,1H).RMN de 3C (75 MHz, CDCls ppm) & 164.78,
139.11, 132.15, 129.60, 113.95, 79.99, 77.22, 55.62.. CAS-16469-68-4

[o]

4

9b
NO, 1-(3-nitrofenil)prop-2-in-1-ona(9b): Férmula molecular : CsHsNOsz, MM: 175,0 g/mol;

Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente. Rendimento:
66%; solido marrom. RMN de 'H (300MHz, CDCls, ppm) 6 8.97 (t, J = 2.1Hz, 1H), 8.48-46 (m,
2H), 7.73 (t, J = 8.1Hz, 1H), 3.61 (s,1H). RMN de 3C: (75 MHz, CDCls, ppm) & 174.91, 148.51,
137.29, 134.64, 130.02, 128.56, 124.57, 82.70, 79.41.CAS-302920-00-9
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!iﬂ)b

g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente.

74

1-(naftalen-2-il)prop-2-in-1-ona(10b): Féormula molecular : Ci13HsO, MM: 180,0

Rendimento: 82%; solido amarelo. RMN de *H (300 MHz, CDCls, ppm) 6 9.21 (d, J = 8.7 Hz, 1H),
8.62 (d,J=7.2 Hz, 1H), 8.10 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.79— 7.64 (m, 1H), 7.58
(t,/=7.5Hz, 2H), 63.45 (s, 1H). RMN de *3C (75 MHz, CDCls ppm) 6 178.8, 135.7, 135.5, 133.8,
131.9,130.7,129.2, 128.6, 126.9, 125.88, 124.44, 81.68, 79.44. CAS — 8977156

/i/

Cl
11b 1-(2-clorofenil)prop-2-in-1-ona(11b): Formula molecular : CsHsCIO, MM: 164,59

g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt as eluente.
Rendimento: 78%; sdlido amarelo. RMN de *H (500 MHz, CDCls, ppm) 68,03 (ddd, J = 7,7Hz, J =
1,5Hz, J = 0,5Hz, 1H), 7,42-40 (m, 2H), 7,34-7,31 (m, 1H), 3,40 (s,1H). RMN de 23C (101 MHz,
CDCls ppm) 6 174,8, 135,2, 133,6, 132,8, 132,2, 130,7, 125,8, 81,2, 80,2. CAS: 3463-33-0

(0]
jon
Cl 12

b 1-(4-chlorophenyl)prop-2-yn-1-ona: Férmula molecular : CoHsCIO, MM: 164,59

4

g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt as eluente.
Rendimento: 86%; solido amarelo. RMNdeH (300 MHz, CDCls,ppm) 6 8,08 (d, J = 8,7Hz, 2H), 7,46
(d, ) =8,7Hz, 2H), 3,45 (s,1H). 3C RMN (75 MHz, CDCls ppm) 6176,0, 141,2, 134,5,131,0, 129,1,
81,2, 79,9. CAS: 22959-34-8

o)
Q|
13b 1_(furan-2-yl)prop-2-yn-1-ona(13b): Férmula molecular : C7;H40,, MM: 120,11

W

g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt as eluente.
Rendimento: 92%; sélido marrom. RMN de 'H (400 MHz, CDCls ppm) & 7.67 (s, 1H), 7.34(d, J =
3.6Hz, 1H), 6.54-6.52 (m, 1H), 3.27 (s, 1H). RMN de *3C (100 MHz, CDCl3 ppm) & 151.99, 140.99,
136.77, 110.25, 101.05, 67.89, 67.68. CAS-15578-13-9
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14 1_(tiofen-2-il)prop-2-in-1-ona(14b): Férmula molecular : C7H40S, MM: 137,17
g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente.
Rendimento: 70%; solido marrom. RMN de *H RMN de 1H (300 MHz, CDCI3) & = 3.45 (s, 1H,
CH), 7.09 (t, J=4.5Hz, 1H, arom.), 7.68 (d, ] = 4.9 Hz, 1H, arom.), 7.88 (d, ] = 3.8 Hz, 1H, arom.);
RMN de 13C (75 MHz, CDCI3) 8 = 79.9, 80.0, 128.7, 136.2, 136.4, 144.1, 169.2 CAS: 15787-96-9

Solido amarelo

{

X
15b dec-1-in-3-ona(15b): Férmula molecular: CioH160, MM: 124,18 g/mol;

Purificado por cromatografia com silica gel, e hexane como eluente Rendimento: 78%; dleo
incolor. RMN de *H (200 MHz, CDClzppm) &6 3.21 (s, 1H), 2.59 (t, J = 10.8Hz, 2H), 1.72-1.64 (m,
2H), 1.30-1.28 (m, 8H), 0.91-0.85(m, 3H). RMN de 3C (50 MHz, CDCl; ppm) & 187.55, 81.38,
78.19,45.37,31.51, 28.85, 28.76, 23.68, 22.48, 13.95. CAS: 51953-86-7

o

2
X
©/\1ﬁ\(E)—l—feni/pent—l—en—4—in—3—ona(16b): Formula molecular: C11H100, MM: 158,20

g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente.

4

Rendimento: 17%; Solido marrom. RMN de 'H (300 MHz, CDClz ppm) 67,86 (d, J= 16Hz, 1H),
7,58-7,54 (m, 2H), 7,44-7,40 (m, 3H), 6,78 (d, J = 16Hz, 1H), 3,30 (s, 1H). RMN de %3C (75 MHz,
CDCls ppm) & 177,57, 149,64, 133,81, 131,38, 129,09, 128,72, 127,95, 79,89, 79,26. CAS:
37401-88-0

0
A

X
17b OH (E)-6-hidroxi-1-fenilhex-1-en-4-in-3-ona: Férmula molecular : C12H1202, MM:
186,22 g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente.
Rendimento: 25%; sélido marrom. RMN de 'H (300 MHz, CDCls3 ppm) 67,86 (d, J = 15,9Hz, 1H),
7,60-7,59 (m, 2H), 7,45 (m, 3H), 6,80 (d, J = 15,9Hz, 1H), 4,58 (s, 1H), 2,49 (s,1H). RMN de 13C
(75 MHz, CDCls ppm) 6178,1, 149,4, 133,9, 131,4, 129,1, 128,8, 127,9, 90,6, 82,9, 51,0. CAS:

56559-05-8
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=z
18b 4-fenilbut-3-in-2-ona: Formula molecular: CioHsO, MM: 144,06 g/mol; Purificado
por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente. Rendimento: 94%; liquido
amarelo. RMN de *H (200 MHz, CDCls ppm) & 7.60-7.55(m, 2H), 7.47-7.38(m, 3H), 2.46 (s,3H).
RMN de 3C (50 MHz, CDCls ppm) & 184.6, 133.0, 130.7, 128.6, 119.8, 90.3, 88.2, 32.7. CAS-
73922-81-3

o]

As
O 19 1,3-difenilprop-2-in-1-ona: Férmula molecular: CisH100, MM: 206,24 g/mol;
Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluentee. Rendimento:
72%; 6leo amarelo. RMN de *H (300 MHz, CDCls ppm) & 8.24 (d, J = 7.2Hz, 2H), 7.71-7.62 (m,
3), 7.55-7.41(m, 5H). RMN de 13C (75 MHz, CDCls ppm) & 179.68, 136.89, 134.12, 133.07,

130.80, 129.58, 128.69, 128.63, 120.13, 93.11, 86.89. Rendimento:72%. CAS-7338-94-5

o]

=
=
20b

(E)-1-fenilnon-4-en-1-in-3-ona: Formula molecular: CisH1s0, MM: 212,124
g/mol; Purificado por cromatografia com silica gel, e 4:1 Hexano/AcOEt como eluente.
Rendimento: 100%; liquido amarelo. RMN de *H (300 MHz, CDCl3) & 7.60 (d, J = 6.9Hz, 2H),
7.46-7.26 (m, 4H), 6.25 (d, J = 15.6Hz, 1H), 2.36-2.29 (m, 2H), 1.58-1.54 (m, 4H), 0.99 (t, J =
7.2Hz, 3H). RMN de *3C (75 MHz, CDCl3) 6 178.6, 154.1, 132.8,132.5, 130.5, 128.6, 120.2, 91.1,
86.3, 34.6, 21.2, 13.7. MS (EI) m/z (relative intensity) 198(14), 170(42), 155(57),141(71),
129(83) [M+], 115(97), 102(110), 91(121), 75(137), 63(149), 51(159), 39(173).

5.3 Metodologias biocataliticas para obtencao de alcoois propargilicos quirais

5.3.1 Técnicas em Biologia molecular

Nessa etapa, além de descrever o isolamento do gene da bactéria, escolha e construcao
dos vetores plasmidiais, clonagem, e expressdao, serdo descritos 0s ensaios de conversdo

biocatalitica além das etapas de padronizacdo dos ensaios.
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A sequéncia genética da enzima oxidoreductase Gox2036 encontra-se no GenBank, um
banco de dados onde contém as sequencias genéticas publicas ja elucidadas e caracterizadas.
A estrutura cristalografica e sequencia peptidica encontra-se no banco de dados PDB com o
nome de 3WTC, que permite encontrar a sequéncia de aminoacidos correspondente da

proteina.
5.3.1.1 Crescimento bacteriano da gluconobacter oxydans

Para extracdo do DNA gendmico da bactéria foi necessario inicialmente obter material
celular de crescimento bacteriano. Para isso o meio de cultivo utilizado era composto por 10g
de triptona, 5g de NaCl, 5g de extrato de levedura, 1g de glicose diluidos em 1L de agua
destilada. O meio era separado em erlenmeyers de 250mL e autoclavados. Apds resfiramento,
uma aliquota da bactéria é inoculada e permanecida em incubadora shaker a 150 rpm e 32°,

por cerca de 6h.
5.3.1.2 Extracdo do genoma da bactéria Gluconobacter Oxydans

A metodologia segue o protocolo da promega, empresa fornecedora dos kits de
purificacdo (Anexo 3). O ensaio de purificacdo foi realizado em 4 mL do meio com crescimento
bacteriano. Inicialmente o meio foi centrifugado por 2min a 13000rpm, e o sobrenadante
descartado. Para extracdo do DNA é necessario inicialmente realizar a lise celular. Assim ao
pelet formado, apds centrifugacdo, foi adicionado 600ul da solugdo “Nuclei Lysis” contida no
kit e homogeneizada levemente com auxilio da pipETa. Em seguida foi incubado por 5min a
80°C, para entdo resfriar a temperatura ambiente e adi¢cdo de 3ul da solu¢do mix de RNAse. O

sistema foi incubado a 37°C por 30min, seguido de resfriamento a temperatura ambiente.

Apos a lise, foi necessario precipitar e remover o material proteico contido na solugado.
Paraisso foi necessario adicionar 200ul de solugdo “protein precipitation” e vortexado, seguido
de incubacdo por 5min no gelo, e centrifugado novamente a 13000rpm por 3min. O
sobrenadante foi transferido para um outro eppendorff contendo 600uL de isopropanol,
misturado e centrifugado novamente. Ao pelet resultante, na temperatura ambiente, foi
adicionado aproximadamente 250uL de etanol 80% e misturado. Em seguida centrifugado
novamente por 2min a 13000rpm, duas vezes. O etanol era entdo totalmente removido do

pelet (seco por atmosfera livre) e o DNA foi reidratado com 100ul de “redydration solution”
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por 1hr a 65°C. Esse material foi utilizado para amplificacdo da sequéncia do gene de interesse
usando a técnica de reagdo em cadeia da polimerase - RCP (ou do inglés polymerase chain

reaction PCR)
5.3.1.3 Amplificagdo do gene por PCR

O gene que codifica a enzima Gox2036 estd presente no genoma da bactéria
Gluconobacter oxydans. Para realizar o isolamento desse gene é necessario oligonucleotideos
(primers) que permitam a hibridizacdo e consequentemente o isolamento e amplificagdo do
gene de interesse. Nesse caso os primers foram comercializados, cuja sequéncia foi

determinada pelas sequéncias nucleotidicas que codificam a enzima Gox2036 (Tabela 14).

Tabela 14 - Primers para amplificacao do gene da gox2036 para a clonagem no gene

Primer Sequéncia
Forward 5-CGGAATTCATGTCCCTTTCTGGAAAAATC-3’
Reverse 5’-CGAAGCTTTCAGCGGAAAACGAGACC-3

As sequencias de iniciacdo e terminacdo de transcricdo do gene de interesse estdo em negrito. Os sitios
de restricdo estdo sublinhados e correspondem as enzimas EcoR | e Hindlll respectivamente. Fonte: LIU et al,,

2014

A PCR consiste de: Tris-HCl 10 mM (pH 9.0), KCI 50 mM, MgCl, 1,5 mM, Triton X- 100
0,1%, 20 mM de cada dNTP, 10 pmoles de cada iniciador especifico e 1 pg de DNA. A esta
solucdo foi adicionada 1 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen), gerando volume final de 20 pL,
e uma gota de 6leo mineral para evitar evaporacdo. A amplificacdo utilizando este par de
iniciadores consistiu de um ciclo de desnaturacdo inicial de 95°C por 3 minutos, seguido de 37
ciclos de 94°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, com um ciclo

final de 72°C por 7 minutos

5.3.1.4 Clonagem de Gox2036 no vetor de clonagem pUC18

5.3.1.4.1 Digestéo do vetor de clonagem pUC18 e do produto de PCR

A digestdo do plasmideo pUC18 e o vetor do DNA com enzimas de restricdo foi

necessaria tanto para avaliar o perfil do gene obtido na PCR quanto para a construcdo do vetor
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de clonagem. Esse procedimento é necessario pois o DNA obtido do genoma da bactéria esta
na forma enovelada, o que impediria de ser analisado por eletroforese, uma vez que é
necessario separar fragmentos de DNA e outras macromoléculas por tamanho e carga. Assim
para observar o perfil do DNA por eletroforese é necessario ele estar linearizado. As enzimas
de restricdo EcoRl e Hindlll foram escolhidas baseadas nas sequencias de reconhecimento

palindromicas que sdo (5")G|GATCC(3’) e (5')A|AGCTT(3’) respectivamente (Tabela 15).

Tabela 15 - Condicdes e enzimas de restringdo para digestao do plasmideo de clonagem pUC18

Produto de PCR puUC18
Tampao EcoRl 10uL 10uL
EcoRl 5ulL 5ulL
Hindlll 5ul 5ul
DNA 20uL -
Plasmideo PUC18 - 10uL
H,O 70ulL 60ulL

Fonte: Autora (2020)

Para o produto de PCR no procedimento de digestdo o material foi incubado por
15mina 37°C, em seguida foi adicionado 2ulL de CIP e novamente encubado por 45min. Ja para
o plasmideo pUC18 foi apenas incubado por 1hr a 37°C. A adicdo do CIP (Fosfatase alcalina,
vitelo intestinal) catalisa ndo especificamente a desfosforilacdo de 5 'e 3'ends de DNA e RNA,

impedindo assim as ligacdes entre as pontas coesivas da digestao.

A eletroforese é uma técnica que permite analisar e separar fragmentos de DNA
obtido através do tamanho do fragmento, e utiliza-se um gel de agarose que permita essa
migracdo. Assim inicialmente foi necessario preparar o meio. Utilizou-se a concentracdo de
10g/L de agarose em tampdo 1XTBE. O gel foi aquecido no micro-ondas por 30s em micro-
ondas ou até solubilizar toda a agarose, tomando o cuidado de ndo evaporar muita dgua do

meio (processo realizado parcionado). O meio foi entdo vertido na cubeta horizontal que
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continha o pente para formacdo dos orificios de aplicacdo. Apds completa solidificacdo o gel

foi colocado na cubeta.

Para que ocorra a passagem de corrente, e consequentemente a migragdo dos
fragmentos no gel, é necessario um meio salino. Dessa maneira, no suporte do gel, foi
adicionado tampdo 1XTBE até cobertura completa do gel de agarose. O tampdo XTBE contém
Tris/Borato/EDTA que ndo permite mudar a acidez do meio, e consequentemente nao
prejudica o DNA. Com o auxilio de uma pipeta P50, o material da digestdo foi inserido nos
orificios do gel cuidadosamente. Na cubeta foi aplicado uma diferenca de potencial, através de
uma fonte de voltagem (200V) por aproximadamente 40min. A corrente passa do polo para o

positivo. Ao termino o gel foi analisado numa camara UV.
5.3.1.4.2 Reacgdo de ligacéo do vetor de clonagem ao produto de PCR da GoX2036

As reacoes de ligacdo do plasmideo com o produto de PCR foram realizadas na presenca
da enzima ligase. Esta ligacdo foi adaptada de modo a maximizar a possibilidade de eficiéncia
no experimento, acompanhando assim por intensidade da banda na eletroforese. As reacées
de ligacdo foram realizadas na presenca da enzima T4 ligase. Em um eppendorf foram
adicionados o vetor, o DNA produto de PCR, a enzima T4, tampao ligase e dgua (Tabela 16). O

meio é permanecido a temperatura ambiente por 1hr.

Tabela 16 - Reagdo de ligagdo do vetor recombinante pUC18-Gox2036

Ligacdo Controle
pUC18 lul lul
Produto de PCR lul -

T4 DNA ligase 0,5ulL 0,5ulL
Tampao T4 10x lul 1lul
H,0 7,5uL 6,5ul
Volume total 10uL 10uL

Fonte: Autora (2020)



113

5.3.1.5 Preparacdo das bactérias Escherichia coli DH5a competentes para transformagéo do

clone Gox2036-pUC18

Para realizar a transformacdo de vetores em células de E coli é necessario que elas
estejam competentes, pois assim permitird que haja a inclusdo do vetor na bactéria.
Inicialmente foi necessario realizar um pré-indculo. Amostras da bactéria modificada DH5a
preservadas em glicerol a -80°C foram usadas para inocular em 10mL de meio LB e incubadas
a 37°C overnight a 200rpm. Em seguida, o meio crescido no pré-inoculo foi transferido pra um
erlemneyer contendo 1L de meio LB e novamente incubados a 37°C sob agitagao de 200rpm
até uma densidade 6tica a 600nm (DOeoo) entre 0,5 a1,0. Ao chegar na densidade ideal o meio
foi particionado em tubos falcon estéreis de 50mL e mantidos em banho de gelo por 15min.
Em seguida, os tubos foram centrifugados a 4000 g por 15min a 4°C e o sobrenadante
descartado. O pelet foi gentilmente ressuspendido em 1L de agua gelada, seguido de outra
centrifugacdo a 4000 g por 15min a 4°C. Novamente foi descartado o sobrenadante, lavagem
agora com 500mL de dgua, e centrifugacdo nas mesmas condicdes repetida. O sobrenadante
novamente é descartado e o pelet ressuspendido em glicerol 10% gelado. Mais uma vez o meio
foi centrifugado, sobrenadante descartado e ressupendido em 3mL de glicerol 10% gelado.
Aliquotas de 40ul desse material resultante foram separadas (em gelo seco) e armazenadas a

-80C.

5.3.1.6 Transformag¢do da bactéria Escherichia coli DH5a com o plasmideo recombinante

Gox2036-pUC18

A transformacdo das células competentes de Escherichia coli D5Ha foi realizada por
choque térmico. As células armazenas no freezers -80°C foram deixadas repousar em gelo por
15min para descongelamento. Dessa foram retirados 200ul e transferidas para eppendorffs
estéreis. Em seguida, foram adicionados 10uL do plasmideo recombinante pUC18-Gox2036 e
deixados no gelo por 10min. Apds esse intervalo, foi realizado o choque térmico por 2min a
42°C em banho maria, seguido da permanéncia no gelo por 30s. Por fim foi adicionado 1mL de
meio LB, 15ug/mL do antibidtico ampicilina, agitado e mantido no banho seco por 40min a

37°C.
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5.3.1.7 Mini preparativa para recuperacéo do DNA plasmidial pUC18-Gox2036

O procedimento preparativo é necessario quando se necessita de uma maior
quantidade do plasmideo para manuseio ou purificacdo. Inicialmente foi necessario preparar 4
solucBes: Solucdo | (50mM glicose, 25mM Tris-HCl ph 8,0, 10mM de EDTA), Lysis Buffer
(5mg/mL de lisozima e 0,002mg/mL de RNase, com o solvente sendo a Solugdo 1), e Solucdo Il
(0,2M NaOH e 1% SDS), Solucdo Il (7,5M NH40Ac, 8g de acetato de amdnia e 2mL de acido
acético glacial), Solugdo IV (Isopropanol com 0,2% TritonX-100). Da solucao “Lysis Buffer” foram
retirados 100ul e transferidos para um eppendorff. Com o auxilio de uma ponteira 100P, uma
porcdo das células transformadas (raspagem) é transferida para essa solucdo e incubada por
1min no gelo. Em seguida, foram adicionados 200ulL da solugdo Il e misturado com a ponteira.
Novamente a solucdo foi colocada no gelo, adicionados 150ul da solucdo Ill, misturado por
inversdo 3x e centrifugado por 5min a 4000g. O sobrenadante foi transferido para outro tubo
de eppendorff e foi adicionado 300uL da Solucdo IV. Novamente foi misturado por inversdo e
centrifugado por 5min. O sobrenadante foi descartado e o pelet resultante foi lavado com
etanol 80% 2x. O excesso do etanol foi removido em speedvac por 10min. Por fim o pelet é

ressuspendido em 5ul de agua Milig.

5.3.1.8 Mini preparativa por protocolo PureRendimento™ para sequenciamento do DNA

plasmidial pUC18-Gox2036

Para realizar o sequenciamento foi necessario realizar um miniprep porém utilizando
um kit da promega® “PureRendimento™ Palsmid Miniprem System” encontrado em anexo 3.
Esse protocolo permite obter um material mais puro possivel, para que ndo haja contaminantes

interferindo no sequenciamento.
5.3.1.9 Extragéio do DNA plasmidial pUC18-Gox2036 em média escala TRITON prep.

Quando necessita-se de uma grande escala do vetor recombinante, geralmente para
sequenciamento e manuseio, é necessario fazer uma TRITON prep. Para isso inicialmente foi
necessario crescer células transformadas contendo o vetor recombinante apds a mini prep.
Inicialmente células crescidas em meio LB/agar foram raspadas e transferidas para um tubo
falcon 15mL contendo 2mL contendo tampao de lise (ImL 25mM Tris, pH8,0, 0,125M EDTA,

1mL 0,25M sacarose, 5mg de lisozima, 10mg/mL RNase os dois Ultimos adicionados na hora).
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O sistema foi incubado no gelo por 30min. Em seguida foi adicionado 1mL de 3X(TET) Mix de
Lise (3mL 10% Triton X-100, 37mL de 0,5M de EDTA, 15mL de 1M Tris, pH8,0, e 45mL de agua),
seguido de ultra centrifugacdo 70000g, 4°C por 10min (para esse procedimento a solucdo foi
transferida para tubos “U” proprios para alta centrifugacdo). O sobrenadante foi coletado e
transferido para tubo falcon de 15mL, e adicionado 1V de fenol. Novamente centrifugado por
4000g, 5min. A fase aquosa foi coletada (fase superior), transferido para outro tubo e
adicionados 1V de sol¢do 24:1 cloroférmio:alcool isoamilico, e centrifugados. Novamente a
fase aquosa foi coletada, adicionados 1/20V NaCl 5M e 2,5V de etanol 100%, e centrifugados
por 10min a 4000g. O precipitado formado foi suspendido em 1,5mL de 2M NH4OAc e 4,5ml
de etanol 100%, misturado e centrifugado a 4500g, 10min a 4°C. Novamente o precipitado foi
ressuspendido em 300ulL de 2M de NH4OAc, transferido para um eppendorff, adicionado 1ml
de etanol 100%, misturado e centrifugado por 5min a temperatura ambiente. O precipitado
resultante foi lavado 2x com etanol 80%, e seco em speedvac. Por fim ressupendido em 100ulL

de H,0.
5.3.1.10 Sequenciamento do vetor recombinante pUC18-Gox2036

O sequenciamento foi realizado a partir do material obtido apds Mini prerp do item vi.
da secdo X. Foram retirados 5uL da amostra e 2,5uL do primer YEp351F. Estes foram
encaminhados para o Centro de Estudos do Genoma Humano — Setor de Sequenciamento de

DNA da USP.

5.3.1.11 Construgdo dos plasmideos recombinantes de expressdo Gox2036-pET28a(+) e
Gox2036-pET29a(+)

Na escolha do plasmideo de expressdo, a escolha dos sitios de restricdo foi baseada na
auséncia dos mesmos no gene de interesse e na utilizacdo de sitios de restricdo comuns nos
vetores de expressdo pET28a(+) e pET29b(+).

Para realizar os estudos de expressdo da proteina foi necessario a construcdao de
plasmideos recombinantes de expressdo. Entre eles os do sistema pET (Novagen) sdo os mais
amplamente usados e optamos por escolher dois disponiveis no laboratério, como o pET28a(+)

e o pET29a(+), inicialmente com o intuito comparativo de expressdo. Os vetores da série pET
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sdo plasmideos desenvolvidos para garantir reproducdo e expressdo de grandes quantidades
da proteina de interesse. Estruturalmente ambos plasmideos contém elementos importantes

para realizar o processo de clonagem e expressao.

5.3.1.12 Preparagdo das bactérias Escherichia coli BL21(DE3) competentes para transformagdo

dos clones Gox2036-pET28a(+) e Gox2036-pET29a(+)

O procedimento foi igual a se¢do 5.3.1.5, apenas com a diferenca da cepa bacteriana,

gue nesse caso é a BL21(DE3), E coli modificada para facilitar a expressao de proteinas.

5.3.1.13 Digestdo dos vetores recombinantes de expressdo dos plasmideos Gox2036-pET29a(+)

e Gox2036-pET28a(+)

Para que fosse possivel realizar a construcdo dos plasmideos de expressdo, foi
necessario inicialmente obter o gene através do vetor de clonagem recombinante previamente
construido pUC18-Gox2036. Para isso, antes de realizar a digestdo foi necessario quantificar a
concentracdo de DNA contido no vetor recombinante, e nos vetores pET28a(+) e pET29a(+),

utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000.

Os plasmideos foram digeridos com enzimas de restricdo de acordo com a Tabela 17.
As bandas correspondentes dos pares de base dos vetores e Gox2036 apds a digestdo e

eletroforese, foram cortados e separados para isolamento do gene.

Tabela 17 - Reagdes de digestdo com EcoRl e Hindlll

pUC18-Gox2036 pET28a(+) pET29a(+)
Vetor 26,3ulL 22,6ulL 10uL
Tampao EcoRl 10uL 10uL 10uL
EcoRl 0,8uL 0,8uL Sul
Hindlll 0,5uL 0,5uL Sul
H.0 62,9 66,6 70uL

Fonte: Autora (2020)
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5.3.1.14 Purificagdo do DNA do gel de agarose

Para purificacdo do gel foi seguido o protocolo /llustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band
purification Kit. No kit continha tubo de eppendorf adaptados para a purificagcdo (contendo
filtros) e 4 diferentes solugdes. Inicialmente foi necessario pesar os eppendorfs da purificacdo,
a banda do gel contendo o DNA foi cortada com auxilio da luz UV e adicionada ao tubo.
Novamente o tubo foi pesado para calcular a quantidade necessaria de solugdo a adicionar:
para cada 10mg de gel foi adicionado 10ul da solucdo tipo 3 - solugdo amarela. O sistema foi
homogeneizagdo por inversao, e para dissolver totalmente o gel o sistema foi incubado a 60°C.
Dessa solucdo foi removido 600ul e transferido para tubos contendo coluna GFX MicroSpin™.
O tubo contendo a solugdo foi incubado por 1min seguido de centrifugacdo por 30s a 16000g.
A solucdo que passou pela coluna foi descartada. Esse procedimento foi repetido até toda
solucdo ter passado. Em seguida 500ul do tampao de lavagem tipo 1 foi adicionado e o tubo
centrifugado 30s a 16000g. A solucdo foi descartada e a coluna transferida para outro tubo
limpo. Por fim 50ul da solucdo tipo 4 foi adicionado, o sistema incubado por 1min e novamente
centrifugado por 30s a 16000g. A solucdo que passou pela coluna foi coletada e armazenada a

-20°C.

5.3.1.15 Reacgdo de ligacdo dos vetores recombinantes de expressGo pET28a(+) e pET29b(+)
produto de PCR da Gox2036

A reacdo de ligacdo foi similar ao se¢do 5.3.1.13. A ligacdo do gene da Gox2036 com os
vetores de expressdo pET28a(+) e pET29b(+) foi realizada com o produto apds purificagdo do
gel de agarose. A quantidade de vetor e as condi¢Bes utilizadas estdo apresentadas na Tabela

18.
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Tabela 18 - Reacdo de ligagdo dos vetores de expressdo recombinante pET28a(+) e pET29b(+)

pET28a(+) PET29b(+) Controle
Vetor 7ulL 2ulL luL
DNA Gox2036 10uL 2ul -
T4 DNA ligase 0,5uL 0,5uL 0,5ulL
Tampdo T4 10x 2ul lul Tul
H,O 0,5uL 4,5uL 7,5
Volume total 10uL 10uL 10uL

Fonte: Autora (2020)

5.3.1.16 Transformagdo da bactéria Escherichia coli DH5a com o plasmideo recombinante

Gox2036-pET28a(+) e Gox2036-pET29a(+)

As etapas de transformacdo dos plasmideos recombinantes de expressdo foram feitas
por eletroporacdo. A eletroporacdo é uma técnica onde se aplica um campo elétrico nas células
aumentando assim a permeabilidade da membrana, permitindo assim a introducdo do material
genético na bactéria. A eletroporacao foi realizada utilizando cubetas de 1,0mL e o
equipamento Bio-Rad Gene Pulser com os seguintes ajuste: 2,5V com choques de 1 pulso, X

ohms de resisténcia, e X uF de capacitancia.

Para realizar a eletroporacao foi retirado 1ul da solucdo final apds ligacao e diluido 10X
em agua Milig. Essa solucdo é adicionado em 50ul de células competentes. Em seguida, essa
solucdo foi adicionado a cubeta, propria para eletroporacdo, seguido de um pulso. Apds foi
adicionado 1mL de meio LB e homogeneizado delicadamente. A solucdo foi mantida em shaker
por 1hr a 37°C 180rpm.Por fim da solucdo resultante foram retirados 200ul e semeadas em
meios seletivos, contendo o antibidtico de resisténcia do vetor recombinante (kanamicina,

15ug/mL), para que fosse possivel a identificagcdo dos clones transformantes e o controle.

5.3.1.17 Amplificagdo dos vetores recombinantes Gox2036-pET28a(+) e Gox2036-pET29a(+)

por PCR de colénia

Para obter quantidade maior dos vetores recombinantes foi necessario realizar PCR de

colénia. Sendo assim, apds crescimento das células transformadas foram escolhidas 12
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diferentes colonias isoladas e replicadas em placa. As colonias crescidas foram raspadas com
auxilio de ponteiras P100 e mergulhadas em solucbes da Tabela 19. As condi¢des de

amplificacdo foram similares a se¢do 5.3.1.3.

A amplificacdo utilizando este par de iniciadores consistiu de um ciclo de desnaturacdo
inicial de 95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 30
segundos e 72°C por 3min, com um ciclo final de 72°C por 10 minutos. Essa sequéncia de ciclos
foi repetida 35 vezes. O material resultante foi submetido a miniprep seguido de quantificagdo

com Nanodrop.

Tabela 19 - Condicbea de amplificagéo por PCR do vetor recombinante pET28a/Gox2036

Quantidade

Tampao 10x 2,5ul
MgCl2 0,8ulL
dNTP 0,4ul
Primer YEP351F 0,8ul
Primer YEP351R2 0,8ulL
Taq caseiro 0,5ulL

H20 19,2uL

Colbnia bacteriana -
Fonte: Autora (2020)
5.4.1 ExpressGo com IPTG para os vetores recombinantes pET28a(+) e pET29b(+) em E. coli

BL21(DE3)

Os ensaios de expressdao foram realizados usando cepas modificadas de E.coli
BL21(DE3). As condicdes de expressdao foram baseadas em trabalhos realizados anteriores(LIU
et al., 2014), de forma a maximizar o rendimento e a solubilidade da proteina.

Os ensaios iniciais de expressao foram realizados utilizado como cepa hospedeira E.coli
BL21(DE3), previamente transformadas com os vetores. Das placas contendo células crescidas
transformadas foi realizado um pré-inéculo em 10mL meio LB, contendo uma concentragdo de
15ug/mL de antibidtico kanamicina. O pré-inoculo foi permanecido overnight. Para realizar o
inéculo, foi medida a OD do pré-inéculo a fim de calcular o volume necessario para o indculo
(200mL de meio LB contendo 15ug/mL de kanamicina). A OD do inéculo foi analisada e ao
chegar em ODggo de 0,6 foi adicionado IPTG 0,25mM. O meio foi induzido em shaker por 6h a

30°C e 180rpm. O procedimento foi realizado também em células transformadas de BL21(DE3)
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contendo os plasmideos sem o gene, e sem o plasmideo para nivel de controle. Ao término as
células foram centrifugadas a 4000g, 4°C por 5min, lavadas com agua, centrifugadas
novamente e o sobrenadante foi descartado. As células Umidas foram pesadas e
ressuspendidas em tampao fosfato 100mM, pH 6,0, com concentracdo 1g/mL de célula. A nivel
de estocagem as células foram conservadas com glicerol 10% e armazenadas a -20°C. Ja para o
isolamento da proteina foi seguido pelo protocolo de purificacdo, apds analise em gel de SDS-

PAGE.

5.4.1.1 Analise do material proteico apds indugdo dos vetores recombinantes pET28a(+) e

PET29b(+) por gel de SDS-PAGE

5.4.1.1.1 Preparo da amostra

Para realizar o gel de SDS-PAGE é necessario inicialmente preparar a amostra para que
ela corra no gel. Dessa maneira, a aliquota retirada do material bioldgico induzido é
centrifugada (2min, 13000rpm, 30°C) e o sobrenadante é descartado. Ao pelete é adicionado
DTT (1ul) e solucdo azul (50ulL), seguido de aguecimento por 5min a 95°C. Por fim, a solugdo
resultante é centrifugada (5min, 13000rpm, 30°), e o sobrenadante reservado para aplicagdo

no gel.

5.4.1.1.2 Preparo do gel SDS-PAGE

No sistema eletroforético foi utilizado gel de empilhamento de concentracdo igual a 5
% contendo bis-acrilamida:acrilamida: na proporgdo 0,8:30 (m/v) em Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 e
SDS 0,1 % e gel de separacgdo a 15% contendo bis-acrilamida:acrilamida na proporg¢ao 0,8:30
(m/v) em Tris-HCI 2,0 M, pH 8,8 e SDS 0,1 %. Os géis foram polimerizados em placas de vidro
adaptdveis a sistemas verticais, as quais foram acopladas a seus respectivos reservatérios
contendo tampao Tris-HCl a 25 mM contendo SDS a 0,1 % (m/v) utilizado como tampao de
corrida.

Um volume de 10 uL de tampao Tris-HCl a 0,0625 M, pH 6,8 contendo glicerol 10 %, B-
mercaptoetanol 5 % (v/v), SDS 2% e azul de bromofenol a 0,001 % (tampdo de amostra) foi
adicionado a 20 plL de todas as amostras submetidas a eletroforese. As solu¢des foram

aquecidas a 100 oC por 5 min e aplicadas nos pog¢os, num volume final de 20 pL.
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5.4.2 Purificagdo de proteina

Apods a inducdo com IPTG 6h/30°C o meio bacteriano crescido é centrifugado 5000rpm
por 10min a 4°C. Em seguida o pelete formado é ressuspendido em dgua e novamente
centrifugado nas mesmas condi¢cdes. O sobrenadante é descartado e o pelete ressuspendido
em agua (20mL) e lisozima (100ul). O tubo falcon contendo o material é colocado em um
agitador circular por 10-20min, sob resfriamento (4°C). Ao término, o material é sonicado por
5min (15 ciclos de 20s sonicando e 60s repousando).

Apds o sonicamento, é adicionado Estreptomicina 10% (2mL) e deixado sob agitacdo

magnética, no gelo, por 20min. Ao término, centrifugar a 15000rpm por 40min a 4°C.

5.4.3 Biocatdlise empregando bactérias com plasmideo pET28a/Gox2036

Em um eppendorf contendo uma suspensao de 100mg/mL de células Umidas de E.coli
recombinante (pET28a/Gox2036), 1mL de tampdo fosfato 100mM pH6,0, foram adicionados
20mM do substrato dissolvidos em 30uL mL de DMSO. Incubou-se a 30°C e 700 rpm, com 50ulL
de isopropanol, 5mg de glicose. Para regenerar o co-substrato foram adicionados 0,5mM de
NAD* e 1,0mM de NADH. Aliquotas periddicas foram retiradas, extraidas com AcOEt, secas sob

sulfato de sodio e analisadas por cromatégrafo gasoso equipado com uma coluna quiral.

5.4.3.1 Andlises cromatogrdficas

As biotransformacgées foram analisadas por GC-FID. As analises GC-FID foram realizadas em um
sistema Shimadzu GC-2010 equipado com um autoinjetor AOC-20i usando H2 como gas de
transporte. A identificacdo dos compostos foi feita por detecgdo via detector de ionizacdo de
chama (FID) e comparacdo dos tempos de retengdo aos compostos sintetizados. Para
quantificacdo das transformacdes, foram elaboradas curvas de calibracdo com os padrdes

auténticos. As condicdes e programas do GC sdo fornecidos na tabela 20 e 21.
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Tabela 20 - Métodos cromatograficos de analise das reacdes de biotransformacao

Método de Injetor temp. Pressao Detector temp.
Coluna
andilise [°C] kPa [°C]
CP-Chiral DEX-
200 100 220
ee values B
(GC-FID)
DB-5 270 122.6 300

Column DB-5 (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany), length: 30m x 0.25mm, 0.25um, 5% Diphenyl/95%

Dimethylpolysiloxan

Comlumn Beta DexTM 12 O(Supelco Analytical, Germany), length: 30 m x 0.25 mm x 0.25 um, 20% (6-DEX 120) 8-

cyclodextrin

Tabela 21 - CondicGes de rampa dos compostos biotransformados

Tempo total Tempo de
Entrada Comp. CondigBes de rampa Coluna analise retengao
[min] [min]
1 la  100°C,5°C/minto190°C, ., . (9,4-9,6)
50 °C/min to 200 °C, hold 3 DEX-CB 27,5
2 1b min 7,6
3 23 100 °C, 5 °C/min to 190 °C, CP-Chiral (15,2-15,8)
50 °C/min to 200 °C, hold 3 27,5
4 2b min DEX-CB 10,2
5 33 100 °C, 5 °C/min to 190 °C, cp-Chiral (14,5-15)
50 °C/min to 200 °C, hold 3 DEX-CB 27,5
7 43 100 °C, 5 °C/min to 190 °C, CP-Chiral 10,8-11,2
50 °C/min to 200 °C, hold 3 DEX-CB 27,5
8 4b min 9/5
° 58 80°C 3 min, 30 °C/min to DB 127 8,0
10 5b 280 °C 3min ’ 8 4
11 6a 100 °C, 5 °C/min to 190 °C, cp-Chiral (21-21,5)
50 °C/min to 200 °C, hold 3 DEX-CB 27,5
13 7a 100 °C, 5 °C/min to 190 °C, cp-Chiral 17,8-18,2
50 °C/min to 200 °C, hold 3 27,5

min
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15 93 100 °C, 5 °C/min to 190 °C, Cp-Chiral 23,5-23,8
50 °C/min to 200 °C, hold 3 27,5
16 9b min DEX-CB 22,8
17 10a  gp°C 3 min, 30 °C/min to 8,5
ol DB-5 12,7
18 10b 280 C 3m|n 8,4
19 11a 100 °C, 5 °C/min to 190 °C, CP-Chiral (11,2-11,4)
50 °C/min to 200 °C, hold 3 27,5
20 11b min DEX-CB 9,5
271 133 100 °C, 5 °C/min to 190 °C, Py
50 °C/min to 200 °C, hold 3 <" -Chiral 275
22 13b min DEX-CB
23 143 100 °C, 5 °C/min to 190 °C, p_Chiral
50 °C/min to 200 °C, hold 3 /" 275
24 14b min DEX-CB
25 18  70°C1 min, 20 °C/minto 16.50 6,8
e DB-5
26 18b 280 °C 5min 6,6
27 19a 100 °C 1 min, 20 °C/min to 9,8
200 °C 5min, 10°C/min to DB-5 14,67
28 19b 250, 20°C/min to 300 3min 10,2
29 20a 70 °C 1 min, 20 °C/min to 9,8
S DB-5 16,5
30 20b 280 °C 5min 10’1

5.4.4 Biocatdlise de resolugGo com lipases

5.4.4.1 Padrdo dos acetatos propargilicos

Os acetatos propargilicos foram sintetizados a partir dos respectivos dalcoois

propargilicos racémicos. Num baldo de 10mL foram adicionados 1 mmol do alcool de interesse

seguida da adicdo de 1,5eq de anidrido acético, 1,2eq EtsN e catalitica quantidade de DMAP

(10mol%) em CH,Cl, (10mL). A mistura reacional é permanecida por 2hr. Ao término adiciona

HCI 0,1M, NaHCOs3 saturado e finalmente solugdo salina. A mistura é extraida com AcOEt. Seca

com NaSOg4 e rotaevaporada. O produto reacional é submetido a coluna cromatografica com

Hex/AcOEt 6:1.
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5.4.4.2 Resolugdo Cinética Enzimdtica

Em um eppendorf com capacidade para 2mL adicionou-se o &lcool propargilico
(0,25mmol), seguido do solvente 1 mL (n-henaxo) e 1eq de acetato de vinila (20uL). A CAL-B foi
pesada (5 mg) e em adicionada rapidamente a solugdo. Em seuguida, foi permanecida do
Shaker por até 2h, sob agitacdo de 150rpm e temperatura de 20-40°C. O acompanhamento da
resolucdo foi via CG quiral, utilizando-se os acetatos e dalcoois como padrdes. Depois de
realizada uma analise de conversdo, via CG, a CAL-B foi removida por filtracdo e a solucdo
resultante foi concentrada a vacuo. O residuo organico foi submetido a coluna cromatografica
de silica para se obter os respectivos enantibmeros separadamente, utilizando-se como

eluentee o sistema 4:1 Hexano/AcOEt.
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APENDICE A — PROPOSTA SINTETICA VISANDO A OBTENGCAO DE DERIVADOS B-
HIDROXILAMINICOS

Antidepressivos derivados de B-hidroxiaminas

Dentre as classes de medicamentos com alto impacto social, e que possuem a
caracteristica quiral em sua estrutura, os antidepressivos apresentam destaque. Como
exemplo, pode-se citar alguns antidepressivos derivados de B-hidroxiaminas, como a
Duloxetina 24, Tomoxetina 25, Fluoxetina 26, seu enantiomero Norfloxetina 27, e Nisoxetina
28. Essas substancias sdo importantes farmacos utilizados no tratamento de desordens

psiquiatricas e problemas metabdlicos(ALlI; SUDALAI, 2002) (Figura 32).
Figura 32 - Antidepressivos comercialmente encontrados, derivados de aminodélcoois
<j/k/\H ©/\/\ ©/\/\
)-Duloxetina )-Tomoxetina )-Fluoxetina
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Fonte: ALI; SUDALAI, (2002)

Dos exemplos de bioisdsteros apresentados acima, a Fluoxetina desempenha papel de
extrema relevancia no tratamento de ansiedade, alcoolismo, dores crbnicas, desordem
compulsiva, entre outros(BRACHER; LITZ, 1996). Estes compostos (24-28), atualmente chegam
a movimentar aproximadamente 3 bilhGes de délares por ano em vendas (KAMAL; KHANNA;

RAMU, 2002). Em relacdo a Duloxetina, além de ser um importante antidepressivo, desenvolve
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também, funcdo de inibicdo ao neurotransmissor Noradrenalina, e possui eficiéncia no
tratamento de incontinéncia urinaria(ZHIMIN et al., 2012).

A atividade farmacoldgica desempenhada pelos enantiomeros de um mesmo farmaco
podem ser diferentes. No caso da Tomoxetina, por exemplo, o isdbmero (R) é duas vezes mais
potente que o racemato, e se comparado com o isdbmero (S), o mesmo é 9 vezes mais
potente(KAMAL; KHANNA; RAMU, 2002).

Por isso, vem aumentando cada vez mais o desenvolvimento de metodologias
alternativas, que visem a preparacdo destes farmacos. Desde que a primeira sintese da
Fluoxetina foi apresentada em 1970(OWENS, 2005), diversos esforcos tem sido realizados de
modo a desenvolver novas rotas sintéticas de obtencdo deste compostos e seus analogos.

Um exemplo é rota quimioenzimatica desenvolvida em 1996, por Bracher et al., que
tratou da resolucdo do alcool alilico 6, empregando uma lipase comercial. Essa rota teria ainda
mais 4 etapas sintéticas, levando a formacdo da Fluoxetina e Tomoxetina, em suas formas

enantioméricamente enriquecidas, em um rendimento global menor que 50% (Esquema 22)

. Esquema 22 - Sintese da Fluoxetina e Tomoxetina com quiralidade promovida por resolugdo com lipase

IO OH OH /@
©) + ANl N —LiPasg ©/’\/\—> o

N/

" > ©)\/\H

30- 78%
R - 0-Me; (R) - Tomoxetina 25
R - p-CF3; (R) - Fluoxetina 26

Fonte: OWENS(2005)

Tempos depois, em 2009(KAMAL et al., 2009), a resolucao com lipases foi novamente
empregada para obtengdo de blocos quirais 33 e 34, onde a resolucao foi realizada na azida 34,
o que levou a formacdo dos compostos quirais para a sintese enantiosseletiva da Fluoxetina e
Duloxetina com 7 etapas sintéticas, e rendimentos globais de aproximadamente 30% (Esquema

23).
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Esquema 23 - Sintese dos dois enantidmeros da Fluoxetina e Duloxetina usando resolugdo para obtengdo da quiralidade
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Fonte: KAMAL et al.,( 2009)

Outra forma de realizar transformacdes quimioenzimaticas, € o emprego de células
integras. Sendo assim, em 2012, foi proposta uma sintese da (S)-Duloxetina onde foi
empregado na etapa enantiomérica da sintese o fungo Candida pseudotropicalis imobilizado
em alginato de sédio(ZHIMIN et al., 2012). Essa reacdo prevé, apds a obtencdo do enantibmero

puro, mais 3 etapas sintéticas até a obtencdo do farmaco (Esquema 24).

Esquema 24 - Sintese da (S)-Duloxetina usando resolucéo com lipase para obtengdo do dlcool enantiomericamente enriquecido

0 on §

Candida pseudotropicalis — O
\\ cl Imobilizada \\ ci — (o]
S S

35 36 ES N~
\_§ H

(S)-Duloxetina

Fonte: ZHIMIN et al., (2012)

Recentemente (2015), um estudo envolvendo a reducdo enantiosseletiva, agora
promovida pela hidrogenacdo mediante um complexo de rodio(HU et al., 2015), foi descrito. A

rota descrita, utiliza um composto cetoaminico 37, obtido por Reagao de Mannich com 50% de
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rendimento. O rendimento global até a 2 etapa era de 44%, e a sintese era alcancada em 3

etapas. (Esquema 25).

Esquema 25 - Sintese da (S)-Duloxetina; usando Hidrogenagdo com rédio como catalisador assimétrico

o
(HCOH), -
> p-TsOH (cat) S N [Rh] 0,5eq S -
\ d + EtoH, 110° >\ s H MeOH ta,, 480 > \ 3 H > o
HCI
CH3NH,.HCI HCI ~
37-50% 38 -87% \_3

(S)-Duloxetina

7

Iz

3 etapas / rendimento global > 44%
Fonte: HU et al., 2015

Dentre os principais métodos de obtencdo de aminas descritos, a hidroaminacdo de
sistemas conjugados ativados representa uma alternativa interesante(BARTOLI et al., 2005). No
entanto, reacdes de hidroaminacdo entre alquenos e alquinos ndo ativados sdo dificeis de
ocorrer sem adicdo de catalisadores. Isso se deve, principalmente, a repulsdo eletrénica entre
o par isolado de elétrons do dtomo de nitrogénio da amina e o sistema 1 rico em elétrons dos
compostos insaturados, resultando assim numa alta energia de ativagdo (DOYE, 2004).

A reacdo de hidroaminacdo teve seus primeiros estudos em meados do século
XX(HOWK et al.,, 1954), onde condi¢des muito energéticas utilizando oxidos metdlicos eram
empregadas (Esquema 26).

Esquema 26 - Primeiras sinteses envolvendo hidroaminagdo

NH4)gMo7,054 - 4 H,O
(NH4)sM07024 0 o /\NHZ

= + NH, 450°, 20bar

Fonte: HOWK et al., 1954

Metodologias de obtencdo de b-aminocetonas

Décadas depois, alternativas sintéticas empregando condi¢cdes mais brandas, e controle
regiosseletivo, visando a preparacdo de produtos Markovinikov, comecaram a ser
procuradas(WALSH; BARANGER; BERGMAN, 1992). O produto obtido da hidraminacdo de
alquinos é uma enamina que tautomeriza para seu isbmero de imine, onde podem ser obtidos

dois produtos (Esquema 27).
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Esquema 27 - Hidroaminagdo Markovnikov e anti-Markovnikov

Lor — I r
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Fonte: WALSH; BARANGER; BERGMAN, (1992)

Desde o trabalho pioneiro baseado em catalisadores metdlicos do grupo IV até agora,
diversos estudos foram reportados, empregando catdlise metdlica em reaclBes de
hidroaminacdo de alquinos(LUIZ F. T. NOVAES, 2017)(NEGISHI, 2011). Entre esses estudos, a
hidroaminacdo de alquinos catalisada por ouro, por exemplo, apresentou atividade
interessante quando empregado uma série de compostos nitrogenados, tais como a hidrazina,
as aminas aromaticas e as aminas alifaticas(BAHRI, 2015).

A hidroaminacao, catalisada por rédio (Rh), entre alquinos terminais e aminas primarias
e secundarias, ambas gerando produtos anti-Markovnikov, foi primeiramente relatada em
2007(FUKUMOTO et al., 2007). Ja utilizando catalisadores de paladio (Pd), no entanto, gerou
uma mistura de compostos oriundos de produtos Markovinikov, quando reacdes de
fenilacetileno e aminas alifaticas secundarias era empregadas (M??LLER et al., 2008). Assim
essas hidroaminagdes podem ocorrer de forma intermolecular ou intramolecular(BRUNET;
NEIBECKER, 2001) (Figura 33).

Uma forma de contornar a possivel formacdo de subprodutos nessas reacées, tem sido
a realizacdo de reacdes de hidroaminagdao entre alquinos e hidrazinas, na presenca de
catalisadores contendo sais de zinco, tais como ZnCl, e Zn(OTf), (ALEX et al., 2008). Estas
reacdes sdao conduzidas pela presenca dos acidos de Lewis, gerando produtos de reagdo com

auto grau de seletividade
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Figura 33 - Reacges de hidroaminagdo interoleculra (A-D) e intramolecular (E-G)
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Fonte: Autora (2020)

Outros catalisadores empregados neste tipo de reagdo (objetivando anti-Markovnikov
produtos), sdo os baseados em complexos metalicos de Titanio (DOYE, 2004). Na maioria dos
ultimos trabalhos, os apontam em rea¢ées de hidroaminagdes de alquinos elevada seletividade
e rendimentos(DOYE, 2004) (LI et al., 2003). O mecanismo dessas reacdes estd representado
no Esquema 7 abaixo.(DOYE, 2004) O mecanismo proposto é similar ao reportado para
catalisadores baseados em Zr, mesma familia que o Ti, que passa pelo intermediario 39

(Esquema 28).-
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Esquema 28 - Mecanismo de ciclo adi¢do a alquinos por complexo de imido-Ti

:N"R\/ [L,M=NR] \ o
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\/ 39 ' g

RNH,
Como continuidade dos experimentos envolvendo biocatélise, essa etapa teve por

objetivo aplicar os métodos quimioenzimaticos desenvolvidos no capitulo anterior, na
preparacdo de intermediarios chave para a sintese de derivados de B-hidroxilaminas. Com isso,
apos otimizacdo das condicGes experimentais, e obtencdo dos compostos propargilicos em
grande escala, estudou-se criar um método geral de preparacdo de intermediarios sintéticos

aplicaveis na sintese dos antidepressivos Fluoxetina, Duloxetina e Tomoxetina.

As rotas sintéticas empregadas tinham como intuito preparar B-hidroxilaminas em um
menor numero de etapas e de forma mais sustentavel, quando comparadas com a literatura.
Neste contexto, seria possivel fornecer dados alternativos aqueles onde a utilizacdo de
catalisadores metdlicos, condi¢Ges reacionais drasticas e uso de auxiliares quirais em

quantidades estequiométricas sdo necessarios para obter essa classe de compostos.

Primeiramene seria empregado catalisadores de zinco, ferro e cobre nos alcoois na
presenca de aminas primarias e secunddrias. Em seguida, outras metodologias como

oxifuncionalizacdo de olefinas e reacdes de Manich seriam utilizadas com o mesmo intuito.

Resultados

Hidroaminacdo é uma reacao de adicdo de amina a ligacdes multiplas C-C, como por
exemplo alquenos, alquinos, dienos ou alenos(BRUNET; NEIBECKER, 2001). A hidroaminacao
de Inonas (alquinos conjugados com uma carbonila) sdo realizadas pela adi¢cdo conjugada,1,4-

de um grupo amino a ligacdo C-C, levando a formacdo de enaminonas.
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Inicialmente, as reacdes de hidroaminacdo foram conduzidas reagindo uma inona
terminal na presenca de uma amina primaria na presenca de um catalisador metalico. Sendo
assim, foi possivel comparar, entre os substratos testados, a eficiéncia da hidroaminacdo,
juntamente com a formacao de subprodutos.

Com isso, apds submeter a cetona 1b e anilina 40 a reacdo de adicdo 1,4-, na presenca
de catalisador de FeCls, baseado em uma metodologia previamente descrita(YANG et al., 2010),
algumas observagbes foram possiveis de serem feitas. O isbmero 41 foi obtido com 82% de
rendimento, como Unico isbmero. Isso pode ser explicado devido a ligagcdo intramolecular do

oxigénio da carbonila da enaminona com o hidrogénio da enamina (Esquema 29).

Esquema 29 - Sintese da enaminona 41 a partir da hidroaminagdo da alquinona 1b e anilina 40

w J
FeC|3 8°C (0] N - (o) |N
tolueno | —

- (82%) N&o observado

A caracterizac3o foi realizada por espectros de RMN de *H e '3C, onde foi confirmado o
isdmero cis devido ao acoplamento dos hidrogénios da enaminona 41 ser J3 = 8,4Hz, relativo a
acoplamento cis e ndo trans (entre 11-18Hz) caracteristico de acoplamento £ (ROBERT M.

SILVERSTEIN, FRANCIS X. WEBSTER, 2006) (Figura 43).

Figura 34 - Espectro de RMN de 1H da enaminona 41
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Fonte: Auotora (2020)
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Apds estudos iniciais de sintese de enaminonas, foi conduzida a obtencdo do
intermediario de interesse dos antidepressivos. Nesse momento era necessaria uma fonte da
amina primaria metil amina. Devido a vantagem de os farmacos serem comercializados na
forma de sal de hidrocloreto, somada a estabilidade, utilizamos a metil amina hidroclorada
como material de partida para a obtencdo da regido nitrogenada das enaminonas. O
procedimento com a metil amina hidroclorada foi baseado em metodologia descrita para
sintese de indoles(ALEX et al., 2008), com catalisadores de Zn (Esquema 30).

Na metodologia baseada(ALEX et al., 2008) o autor empregou uma série de
catalisadores de metais de transicdo, entretanto optamos por aqueles que apresentaram
maiores rendimentos e conversao. Entre eles estdo os sais de ZnCl,, Zn(OTf), e Zn(OAc)2. Apds
o tempo reacional estabelecido foi verificado que as rea¢Bes com Zn(OTf), geraram muitos
subprodutos assim como as com ZnCl, quando metil amina era usada, e a enaminona 42 foi

obtida preferencialmente quando Zn(OAc); era usado.

Esquema 30 - Sintese das enaminonas com catalisadores de Zn

g
0 O H,N
Zn(OAc), 10mol%
S+ NH,CHyHCI 2 > %
N N, THF

1b 42

As andlises de RMN de *H e 3C confirmam a enaminona. No espectro de 'H é possivel
observar o dubleto em 63,08 com integral de 3H referente a metila da metilamina acoplando
com o H da amina (J*= 4,5Hz), o dubleto em 65,70 com acoplamento J® = 7,0 referente ao
hidrogénio B do isémero Z. Por fim o duplo dubleto em 66,92 referente ao hidrogénio a

acoplando cis com o Hq (J* = 7,0Hz) e com o hidrogénio da amina (J® = 12,9Hz) (Figura 35).
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Figura 35 - Espectro de RMN 1H do composto 42
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Observando agora o espectro de *C hd a metila C; da metil amina em & 35,3. Em § 90,2
e 6 155,4 os carbonos da dupla ligacao, o segundo mais desblindado devido a regido eletronica
da amina ligeiramente ligada ao carbono. E por fim os carbonos da regido aromatica de 6 127,0

a 6 139,8, e a carbonilaem & 189,9 (Figura 36).

Figura 36 - Espectro de RMN de 13C do composto 42
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Fonte: Auotora (2020)

Como tinhamos a intencdo de testar os alcoois propargilicos em reacbes de

hidraminacdo, alguns fatores precisaram ser levados em conta.
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Reacles de adicdo a sistemas conjugados sdo corriqueiramente encontrados como
opcdo para formacao de novas ligacdes C-R. No entanto, o emprego de alcoois propargilicos e
seus derivados sdo pouco elucidados na literatura. Por isso, primeiramente o comportamento
desses alcoois propargilicos frente as metodologias propostas foi examinado.

Dessa maneira, o alcool 4a e seu respectivo acetato 4c foram submetidos a reacdo de

acoplamento com anilina na presencga de FeClz como catalisador (Esquema 31).

Esquema 31 - Hidroaminagdo com compostos propargilicos e anilina para obtencdo de 49

NH,
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A reacdo inicialmente foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD),
e apos 72hr foi analisada por CG-MS. Analisando o cromatograma pode ser observado um pico
em 6,67 referente a anilina, um em 11,59 relativo ao alcool 4a, e um terceiro pico com tempo
de retencdo em 13,17 min referente ao acetato 4c, ambos materiais de partida da reacdo. Algo
que apareceu em comum nos trés cromatogramas, foi o pico com tempo de retengdo em 19,23
min. Apds analise da fragmentacdo do pico correspondente, € indicativo a formacdo do produto
de acoplamento (Figura 37).

Ao analisar o perfil de fragmentacdo do sinal de 19,23min, observou-se os principais
picos da amostra, chegando a seguinte sequéncia de fragmentacdo (Figura 38). Nela foi
observado o pico [M-18] em m/z 221 (Figura 38, espécie 43b) caracterizando a saida de agua
da amostra, e o picoem m/z 129 (Figura 38, espécie 43c) caracteristico da saida do grupamento
aromatico. O ion molecular (Figura 38, espécie 43), por se tratar de um alcool allilico/benzilico,

ndo aparece, pois, trata-se de uma espécie pouco estavel e facilmente fragmentada.
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Figura 37 - Cromatogramas da reagdo de hidroaminacgdo entre alquinos terminais e anilina na presencga de catalisador de Fe.
a) dlcool 4a; b) acetato 4c; c) produto de resolucdo cinética enzimatica
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Figura 38 - Fragmentagdo do composto com tempo de retengdo de 19,23 do composto 50
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Sendo assim, pdde-se aferir que estava sendo formado o produto de hidromaninacao

da anilina com as triplas terminais. Com o resultado obtido percebe-se que reacdes de

hidroaminagcdo empregando os alcoois propargilios poderiam ser usados na sintese de

hidroxiaminas porém havia a necessidade de aprimorar a reatividade frente a esses compostos.

Dessa maneira, outras metodologias foram buscadas e testadas de forma a aumentar a cinética

da reagdo, diminuir o tempo e aumentar a conversdo para o produto de hidroaminagao.

Assim foi utlizado os catalisadores utilizados anteriormente para a sintese de

enaminonas. Entretanto ao reagir o alcool 6a e anilina 40 sob aguecimento em tolueno, na

presenca dos catalisadores ndo foi observado produto de hidroaminagdo apds 48hr (Esquema

32).

Esquema 32 - Reagdo de hidroaminagdo com anilina 40 e alcool 6a

OH NH, OH /@ .
S nCl;
X ¢ %» N [cat] Zn(OTf),
toMisno H TIP
cl) (o)
40 I 4

6a
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Por outro lado, com a metil amina hidroclorada, apds 24hr de reacdo foi possivel
verificar que o ZnCl, forneceu total conversdo do alcool (Esquema 33). Entretanto o produto

formado ndo foi o produto de hidroaminagdo 45.

Esquema 33 - Hidroaminagdo com o dlcool propargilico 1a

OH OH cat
[ca .. 1 -Zn(OTf),
\\ + NH,CH3.HCI %» H 2 - Zn(Acac),
3-2ZnCl,
1a 45

Ap0ds os resultados com catalisadores de Zn nossos esforcos forsam conduzidos para
reacoes com catalisadores de cobre. Catalisadores de cobre sdo comumente usados por
desempenhar uma série de reacdes, entre elas hidroaminacdo!?. Os estudos foram
direcionados no primeiro momento com alcoois propargilicos comeriais 46 e 47, na presenca
de amina primaria 40 e secundaria 48. Os catalisadores de cobre utilizados foram CuBr; e CuCls.

Na literatura os sais de cobre halogenados foram empregados nos acoplamentos e
formacdo de ligacdo C-N, C-C e C-P, levando a formacdo de B-cetoamidas(CHUN; NING, 2010).
Assim os experimentos foram baseados na mesma metodologia mudando, entretanto, alguns

reagentes (Esquema 34).

Esquema 34 - Reacgdo de hidroaminagdo com catalisadores de Cu2+

OH
OH H
+ N 10mol% [Cu], TEMPO R™ ™ N
R Ry R - [
1 \\ 2 3 0,, Tolueno, 60° A R
R, -H
Ry-H 46 2 40 Ry-H 49 OH
Ry - CH; 47 R3-© Ry - CH3 50
H
N
RS "R,
()

A reacdo levou a formacdo de apenas um produto. Ao observar os espectros de H de
RMN do composto 47 e o cromatograma de GC-MS do composto 50, evidenciamos o

acoplamento C-C dos alquinos terminais preferencialmente ao acoplamento C-N (Esquema 13).
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No espectro de RMN de *H hd um dupleto em 61,29 com integral 3 referente a metila

Ha acoplando com o Hp carbindlico. Um quinteto em 64,44 referente ao acoplamento do Hyp

carbindlico com o Hc da hidroxila e Ha metila, e por fim um dupleto em 65,53 do Hc da hidroxila

com o Hy carbindlico (Figura 39).
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Figura 39 - Espectro de RMN de 1H do composto 50
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No espectro de RMN de '3C hd 4 sinais, o primeiro refere-se ao C, da metila em §24,1,

em seguida estd o Cp carbindlico em 658,6, e os carbonos acetilénicos Cce Cq em 668,6 e 683,1

(Figura 40).
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Partindo do alcool propargilico 46 também foi possivel obter o acoplamento entre

alquinos terminais, evidenciado pela fragmentacdo via CG-MS (Figura 41)

Relative Abundance

Figura 41 - Perfil de fragmentagdo via CG-MS do composto 49
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Fonte: Auotora (2020)

Além dos catalisadores acima mencionados, o catalisador o CeCls da familia dos

lantanideos, foi empregado baseado na metodologia de Marcantoni e colaboradores(BARTOLI

et al.,, 2005), onde o acido de lewis é suportado em alumina na presenca de Nal, para

desempenhar adicdo 1,4 de Michael. Assim empregamos esse sistema catalitico nas reacdes

de hidroaminacdo do alcool propargilico 1a e alquinona 1b (Esquema 35).

Esquema 35 - Hidroaminagdo com catalisador de CeCl3 suportado em alumina

R N CeCl;/ Al 0,/ Nal R
S NH,CH,.HCI P
A N N
3 H
R-OH 1a
(0]
RJL 1

Devido a versatilidade dos lantanideos em desempenhar diferentes mecanismos, ainda

nao foi possivel caracterizar o produto destas reagdes.
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Ja as cetonitrlas e B-hidroxinitrilas sdo blocos de construcdo de uma série de compostos
e permitem a preparacdo de B-hidroxiamidas, B-hidroxiacidos, amino dlcoois entre outros.
Dessa forma o interesse em obté-las na sua forma enantiomérica é desejavel e tem sido
difundido. Com o intuito de obter padrdes de hidroxinitrilas e cetonitrilas para as reacdes
bioataliticas metodologias descritas na literatura foram utilizadas(KAMAL; KHANNA; RAMU,
2002)/(JOUBRAN et al., 2003).

Na reacdo, o reagente de partida 2-Bromo Acetofenona 51 pdde ser convertido em
Cetonitrila pela substituicdo nucleofilica do bromo pelo cianeto presente no sal (NaCN) levando

ao composto 52 (Esquema 36).

Esquema 36 - Reagdo de obtengdo da cetonitrila 52

(0] (0] N
NaCN =
Br z
H,0,3h
51 52 - 85%

A sintese por essa metodologia apresenta como vantagem altos rendimentos e a
auséncia de processos de purificacdo. Trata-se de uma reacdo Sn2 pois temos um carbono
primario diretamente ligado a um bom grupo de saida (Br’), e o cianeto como nucledfilo livre

em solucdo (Esquema 37).

Esquema 37 - Mecanismo do estado de transicdo SN2 para obtencdo da cetonitrila 52
H

O, H - H o
NED) o0 — @@f%)a@ — RGO

3 R H
R

A caracterizagdo do produto 52 por técnica de RMN estd apresentada na figura abaixo
No espectro de H hd o singleto com integral para 2H em §4,08 e a regido aromatica (67,50-
7,94) (Figura 42, a)). Ja no espectro de *3C aparece os picos em §113,7 referente ao carbono
da nitrila, 629,3 ao carbono a CHy, a regido aromatica, e por fim a carbonila em 6187,0 (Figura

42, b)).
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Figura 42 - Espectro de RMN do composto 52; a) Espectro de 1H; b) Espectro de 13C
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Fonte: Auotora (2020)

Para obtencdo da B-hidroxintrila, ao invés do dlcool de ser obtido a partir da reducdo da
cetona 52, optou-se por realizar a abertura de epdxido na presenga de cianeto de sédio em
solucdo alcodlica de etanol. A escolha foi baseada devido a economia em uma etapa sintética
para obtengdo dos precursores racémicos.

Epdxidos sdo éteres ciclicos, com anéis de trés membros, mais reativos que os demais

éteres devido a instabilidade ocasionada pela tensdo do anel. SGo comumente utilizados em
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sintese por apresentaram reagdes Sn2 regioseletivas. Dessa maneira, utilizou-se éxido de

estireno 53 na presenca de cianeto de sddio como base, em meio alcéolico (Esquema 38).

Esquema 38 - Reagdo de abertura de epdxido para formagdo de B-hidroxinitrilas

OH OH
NaCN,EtOH/H,0= ©)\/CN + ©)\/OH

53 54- 65% 55 -35%

Nessa reacao foi obtido como subproduto o diol 55 como reagdo competitiva, uma vez

que no meio ha a presenca de ions hidroxilas oriundas da dgua (Esquema 39).

Esquema 39 - Mecanismo da abertura de epdxido e formacgdo da B-hidroxinitrila 55

(..
H’O\H

@AK_’Q)V ©)V&

03 ™5

o o

A caracterizagdo foi feita por RMN e GC-MS. No espectro de RMN de 'H é possivel
observar um sinal dupleto em 62,77 referente aos hidrogénios a vizinhos a nitrila e um tripleto
em 65,05 referente ao hidrogénio do carbono carbindlico (Figura 43, a)). J& o espectro de RMN
de 13C observa o sinal em 627,9 referente ao carbono secundario, em §70,1 o carbindlico e em
5117,2 o carbono da nitrila, caracteristico da regido entre §110-130 ppm e de baixa intensidade

(Figura 43, b)).
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Figura 43 - Espectros de RMN da B-hidroxinitrila 59; a) Espectro de 1H; b) Espectro de 13C

OH
a)  d,ef b a d ¢ on
O M ~ I~ e b
SS83 NI a
1w NN N
—~J— ~— f
54
N8 S
o -~
8.5 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)
b)
OH d efg a C b
I—%
=] AN M
[=)] @M~ TN ] (=]
S Wi s~ S &
< NN N o ~
— | v - - ™~ o~
| e | |

J

[

T T T T T T T T

230 220 210 200 190 180 170 160

T T
150

140

130

T T T T
120 110 100 90
fi (ppm)

Fonte: Auotora (2020)

Apds a obtencdo dos padrdes 52 e 54, foi realizada a reagdo de biocatdlise com a enzima

via DNA recombinante, previamente descrita no capitulo 1, para a benzoacetonitrila 52. Os

resultados mostraram conversdo para o enantiomero (S)-54, em 24h de reacdo, ilustrando

dessa maneira, uma metodologia biocatalitica promissora para obtencdo do alcool quiral (S)-3-

hidroxi-3-fenilpropanaminonitrila

Este pode ser usado como bloco de construcdo para a sintese do antidepressivo

fluoxetina (Esquema 40), com mais 3 etapas na rota sintética, primeiro por reducdo da nitrila

para amina, seguida de alquilacdo, e por fim esterificacdo do alcool.
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Esquema 40 - Reac¢do de oxidoreducdo da benzonitrila 52 com a enzima carbonil redutase recombinante pet28a/Gox2036

(o) N OH N
= E.coli pET28a-Gox2036‘ =
30°, 150rpm, pH6,0
52 (S)-54

Como rota sintética alternativa a producdo de cetoaminas, a oxifuncionalizacdo de
olefinas apresentou-se como uma alternativa A oxifuncionalizacdo trata-se de uma oxidagdo
direta de ligacdes multiplas C-C, catalisada principalmente por palddio (Pd) na presenca de O3
gasoso(MITSUDOME et al.,, 2006; WANG et al.,, 2014). Para produzir o intermediario
cetoaminico, inicialmente foi necessario obter amina conjugada a olefina.

A sintese baseou-se na obtencdo da amina insaturada 58 partindo do cinamaldeido 57,

levando a rendimentos de 70% (Esquema 41).

Esquema 41 - Sintese de obtenc¢do da amina conjugada 58

1) NHzCHz HC, Cul,

- MgS0y, EtOH, 2h
0 9504 FIOH 2 N Hei
2) NaBH, 0

57 58 (70%)

Nessa reacdo a metilamina atua como nucledfilo a carbonila do aldeido levando a
formacdo da imina. Por sua vez, essa imina é pouco estavel, necessitando in situ ser reduzida
com NaBHas. Dessa maneira foi possivel obter a olefina 58 com 60% de rendimento. Esta foi
entdo caracterizada, via caracterizacdo de RMN, sendo possivel observar no espectro de *H o
singleto em 62,34 referente a metila Ha, um duplo dubleto em 83,25 referente ao acoplamento
com o H¢ da olefina com J3= 6,4Hz e J*= 1Hz com o outro Hqg da dupla ligagdo. Em 66,33 hd um
duplo tripleto referente ao Hc acoplando J3=16Hz trans com o Hg, € J3=6,4Hz com o Hp. Por fim,

a regido aromatica e o hidrogénio da amina na regido de §7,25-7,45 com integral 6 (Figura 44).
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Figura 44 - Espectro de RMIN de 1H da olefina 58
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Fonte: Auotora (2020)

J& no espectro de RMN de 3C observa-se o sinal em 642,2 C, referente a metila
terminal, 59,8 do carbono a 4@ amina Cp, 0s carbonos da olefina Cce Cq em §127,2 e 6127,4,e

por fim os carbonos da regido aromatica Cefgh em 6126,3, 6128,5, 6132,7, §137,0 (Figura 45).

Figura 45 - Espectro de RMN de 13C da olefina 58
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Fonte: Auotora (2020

Em seguida o composto 58 foi submetido a reagao catalisadas por Pd na presenca de
oxigénio. Entretanto, ndo foi possivel observar produtos de oxifuncionalizagdo, necessitando

assim de etapas de otimizacdo dessas condices (Esquema 21).
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Esquema 42 - Sintese de oxifuncionalizacdo de olefinas

o °® Hcl

X P g
N Pd MA N

58 -70% 59

Alternativamente as metodologias acima apresentadas, buscou-se outra sintese
promissora para obtencdo desses intermediarios sintéticos. A Reacdo de Mannich apresenta-
se um método robusto, onde ocorre a introdugdo de um grupamento amino na posicdo a a
carbonila, sendo também reacdes multicomponentes que permitem o acoplamento de dois ou
mais compostos in situ(PAL; SARKAR; KHASNOBIS, 2012; SREEVALLI et al., 2014) (LEHMANN;
PILOTTI; LUTHMAN, 2003).

Nas reacdes de Mannich ocorre o acoplamento entre um aldeido, uma cetona e uma
amina, onde ha inicialmente a formacdo do ion iminio pela reacdo nucleofilica da amina com a

carbonila do aldeido. (Esquema 43).

Esquema 43 - Formacdo do ion imino através da reacdo entre aldeidos e aminas

SO LN

Em seguida, a cetona contendo hidrogénio alfa, em equilibrio com sua forma endlica,

age como nucleifilo ao carbono do ion iminio, levando ao produto de adicdo 1,2 (Esquema 44).
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Esquema 44 - Adicdo nucleofico da forma endlica a imina previamente formada

H H‘ﬁAR
+ .o
I e e .
R R3 ‘L_N I R3 —_— A R3 H H
2 Ry™ R;

H H H

No intuito de obter o intermedidrio sintético das classes de antidepressivos para realizar
reacOes de biocatalise, empregando a enzima carbonil redutase recombinante, previamente
preparada, os estudos da reagdo de mannich foram iniciados.

Inicialmente realizou-se adaptacGes da metodologia, variando algumas condicGes
experimentais. Inicialmente foi empregada a metodologia abordada por Zhang e
colaboradores(HU et al., 2015), onde sdo reagidos a metilamina, acetofenona e o
paraformaldeido na presenca de catalitica quantidade de p-toluenosulfoxido (p-TsOH). Porém
variamos o p-TSOH para amberlist-15 (Esquema 45), baseado na metodologia recentemente

desenvolvida(RAMANA et al., 2015).

Esquema 45 - Reagdo de Mannich com amberlist

8] 0O

: + NH,CHyHCI amberlistA15, EoHy - L~
AN Ay 100°, tubo, 12h R N Hel

]
R- * 2 @ 5
E 5 o 61

R ) 60 ()
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Apds andlise dos espetros de RMN de 1H e 13C era esperado como produto o composto
59/61. O produto 59 obtido na reacdo foi submetido a andlises de RMN de 'H e 3C, e os
espectros sdo ilustrados nas Figuras 46 e 47, porém foi observado uma inconsisténcia quando

os espectros eram analisados, ao comparda-los ao produto esperado.

Figura 46 - Espectro de RMN de 13C do composto 59

M J UML,KM_L

—
1.80 5.05 2.93 1.851.00 4.44 2.98 1.12 1.02
— [S— [ — | — (= —

B0 7’5 70 &'s &0 3] 50 2’5 270 3!
Chemical Shift (ppm)

Figura 47 - Espectro de RMN de 1H do composto 59
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Fonte: Auotora (2020)

Ao descobrir o produto gerado, foi possivel chegar ao seguinte mecanismo (Esquema
46). Primeiramente ha a formacdo do composto de adicdo do enolato a imina, levando ao
cetoamina 59 (Esquema 46, 1)). Entretanto nessas condi¢des o enolato da acetofenona age
como eletréfilo na carbonila do aldeido, levando a enona 62 (Esquema 46, 2)). Por sua vez, no
decorrer do tempo reacional, abmos reagentes formados reagem entre si através da adicao 1,4

da amina ao alqueno da enona, levando ao produto 64 (Esquema 46, 3)).
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Para obtencdo do precursor dos antidepressivos fluoxetina, duloxetina e tomoxetina,
propusemos inicialmente reacdes de hidroaminacdo utilizando catalisadores metalicos. Os
catalisadores metdlicos nessas reacdes sao necessarios pois eles contornam a alta barreira de
ativacdo da reacdo causada pela repulsdo eletrénica entre os dois parceiros (tripla ligacdo dos
acetilénicos e nitrogénio das aminas).

Uma caracteristica comum dos metais acidos de Lewis, é a ativacdo eletronica em

relacdo ao ataque nucleofilico pela coordenacdo it da ligagdo tripla carbono-carbono ao metal.

Da mesma forma, catalisadores basicos dos grupos da familia 1-5, fornecem a
reatividade desencadeada primeiramente pela desprotonacdo da amina por um catalisador
fortemente basico, levando a formacdo de um complexo reativo metal-amido(LEPORI;
HANNEDOUCHE, 2017). Dessa maneira, as metodologias empregadas com Zn Fe e Cu,
interagem diferentemente com sistemas conjugados, o que desencadeia uma somatoria de

mecanismos e possibilidades de obtencdo de compostos acoplados.

Ainda que promissoras as hidroaminacdes, por permitirem através de uma reagdo one
pot obter o bloco de construcdo principal, elas demostraram ser ainda limitadas, quando se
utiliza alcoois propargilicos como intermediarios. Com as cetonas a-B conjugadas esse
problema é suprido pois a conjugacdo torna o sistema menos energético e consequentemente
mais favoravel. As metodologias alternativas utilizando Zn e Fe, para obtencdo dos percussores
antidepressivos, testados até o presente momento, nos levaram a catalisadores com Zn serem
0s mais indicados para hidroxiaminagdao de ligagBes triplas, levando a produtos de
hidroaminacdo anti-Markovnikov.

Uma metodologia alternativa buscada para obtencdo das hidroxiaminas foi através de
nitrilas. Por serem metodologia vastamente encontradas, e com bons rendimentos, a proposta
sintética quando somada a bioreducdo por enzimas carbonil redutases recombinantes,

demonstrou ser promissora para obtencdo desse bloco de construcdo.
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Esquema 46 - Mecanismo dos produtos formados na reagdo de Mannich; 1) Formagdo da cetoamina 65,2) Formagdo da enona
62, 3) Formagdo do produto de adi¢do 1,4 ao enolato 62
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Outra metodologia que foi utilizada para o desenvolveminto e obtencdo de cetoaminas
foi através da oxifuncionalizacdo de olefinas, conhecida como oxidacdo de Tsuji-Wacker. Ela é
uma das reacdes mais importantes que tem extensas aplicacles sintéticas em laboratorios e
indUstrias e é catalisada por palddio. Os principais contratempos encontradaos
nessasmetologias sdo decomposicdo de paladdio, isomerizacdo de olefina subprodutos clorados,
entre outros.

Dessa maneira, ainda que a primeira etapa, de obtencdo da enamina apresentasse alto
rendimento e fosse de facil reproducdo, a etapa de oxifuncionalizacdo ndo foi satisfatoria,
necessitando dados experimentais e mudancas nos parametros reacionais para que fosse

promissora a metodologia.
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Por fim, como metodologia para obtencdo de cetoaminas, temos as metodologias de
Mannich. Ainda que sejam altamente difundidas para acoplamento A3, quando empregado sais
de aminas primadrias, tornam a metodologia menos eficaz, o que torna uma etapa da reacado
menos energética e mais reativa, entretando a segunda mais lenta. Dessa maneira subprodutos
de reacdo apresentam maiores rendimentos do que o produto cetoaminico.

Dessa maneira, pode-se aferir que as metodologias propostas ainda se tornam limitadas
para serem aplicadas como métodos de obtencdo dos intermediaros hidroaminicos e
cetoaminicos propostos, necessitando de outras condicdes reacionais.

As reacOes de hidroaminacdo mostraram-se regiosseletivas, levando a formacdo do
produto anti-markovinikov, de forma majoritaria. No entanto, os alcoois ainda necessitam de
um estudo mais detalhado, além de um aprimoramento das condi¢cdes reacionais.

Ainda que os produtos de hidroaminacdo, empregando catalisador baseado em zinco,
ndo tenham sido obtidos, indicios por GC-MS mostram que os catalisadores promoveram o

acoplamento entre alcoois propargilicos.

O composto carbonilico contendo uma nitrila mostrou-se ser o mais apropriado para
obtencdo do alcool quiral (S). Um precursor direto para sintese total dos antidrepessivos

derivados de hidroxiaminas.

Por fim, oxifuncionalizacdo de olefinas, ainda que uma metodologia bastante difundida,
nao indicou produto de oxidagcdo em enaminas, necessitando de alinhamento das condi¢cGes

reacionais.

Procedimento experimental

Os procedimentos utilizados estdo abaixo relacionados as tentativas de obtencdo dos
intermediarios antidepressivos

Para a hidroaminagdo com sais de Zn?* Inicialmente os sais de Zn (0,75 mmol) foram
solubilizados em THF sob atmosfera de N,. A amina (1,95mmol) e o alquino (1,5mmol) sdo
adicionados nesta solucdo. A solucdo foi mantida sob aquecimento (90°C) por ate 24h. Ao
término, remover o solvente e colunar com AcOEt/DCM (20:1).

Oxido de aluminio (Al,O3) foi adicionado a uma mistura de CeCls.7H,O (0,68g,

1,82mmol) e Nal (0,23, 1,55mmol) em acetonitrila (10mL). A mistura foi mantida sob agitacdo
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overnight. Apds a acetonitrila foi removida a vacuo. Ao solido resultante foi adicionado os
reagente de hidroaminacdo (1,35mmol). A solugdo resultante é permanecido por até 24hr a
35°C. o produto é removido por filtracdo em alumina usando éter como solvente. A solucdo é

rotaevaporada e colunada com AcOEt/hexano 4:1

0 HNT

S
©)\) Formula molecular: CoHsOs3, MM: g/mol. Purificado por cromatografia com silica
gel, e 10:1 Metanol/DCM como eluente. Rendimento: 80%; sdlido branco amarelado RMN de
'H: (300 MHz, CDCls, ppm) & 3,08 (d, J® = 4,5Hz, 3H), 65,7 (J* = 7,0Hz, 1H), 66,92 (dd, J* =7,0, J?
=12,9), 67,40-7,47 (m, 3H), 67,84-7,88 (m,2H), 610,21 (s, 1H). RMN de 3C: (300 MHz, CDCls,
ppm) 635,4, 690,3, 6127,0, 6128,2, 6130,8, 6139,8, 6155,4, 6189,9.

Na hidroaminacdo com sais de cobre (Cu?*), inicialmente mistura-se o catalisador de
Cobre (0,025mmol), TEMPO (4mg, 0,025mmol), o alquino (1,25mmol), piridina (Immol) em
tolueno sob atmosfera de O, (1atm). A mistura reacional é agitada sob temperatura de 60°C
por até 18hr. Apds resfriamento a temperatura ambiente, a mistura foi concentrada e

purificada por cromatografia com Hexano/AcOEt4:1.

OH
x
A
o Férmula molecular: CsH1002, MM: g/mol. Purificado por cromatografia com silica
gel, e 4:1 hexano/acetato como eluente. Rendimento: 95%; éleo branco amarelado. RMN de
'H: (300 MHz, CDCls, ppm) 61,29 (d, J3 = 7,2Hz, 3H), 64,48 (q, J3 = 7,2Hz, 1H), 65,54 (d, J3=5,7,

1H).RMN de 3C: (300 MHz, CDCls, ppm): 624,1, 656,6, 66,5, 683,0.

Nas hidroaminacdes om sais de Fe3* em tolueno foi adicionado a cetona (0,5mmol),
seguida da adi¢do de anilina (Immol), FeCls seco (10mol%). A reacdo permaneceu sob
aquecimento 80°C por 1h. Ao término, a solucdo é filtrada em silica, o solvente é removido por

rotaevaporador. O composto é purificado com AcOEt/hex 6:1.
K
0 N

=
@X) Férmula molecular — CsHgOs. MM: de H: (400 MHz, CDCls, ppm) [J ppm 6.04
(d,J=7.83 Hz, 1 H), 7.07 - 7.10 (m, 2 H), 7.11 - 7.15 (m, 2 H), 7.33 - 7.39 (m, 1 H), 7.44 - 7.46 (m,
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2 H), 7.46 - 7.49 (m, 2 H), 7.50 (t, /=1.57 Hz, 1 H), 7.51 - 7.54 (m, 1 H), 7.56 (d, J=7.83 Hz, 1 H),
7.93-7.97 (m, 2 H). RMN de 13C: (400 MHz, CDCls, ppm)

Para a sintese dos compostos nitrilicos foram necessarios a sintese da hidroxiamina e
da cetonitrila. Essas metodologias ja estdo descritas na literatura. Em uma solucdo contendo o
oxido de estireno (1g, 50mmol) em etanol (50ml) é adiocionado dgua (150mL). Apds agitacdo
por 5 min é adicionado o cianeto de sddio (3,5g, 75mmol), seguido de agitacdo overnight sob
temperatura ambiente. Ao término, solucao é concentrada a 25% do volume. A solucao
resultant é extraida 3x com acetate de etila. (3x30mL), lavado com solugao salina, e seco com
NaSQ4 anidro. O solvente é rotaevaporado e o produto purificado com hexane/acetate de etila

4:1. Rendimento 35%
OH

CN
(j)V FM — CoHoNO. CAS — RMN de *H: (300 MHz, CDCls, ppm) 62,77 (d, 13 =7,2Hz, 2H),
65,05 (t, J3= 7,2Hz, 1H), §7,41-7,37 (m, 5H). RMN de 13C: (300 MHz, CDCls, ppm) §27,9, §70,1,
6117,2 6125,5, 5128,8, §128,9, 5141,0.

Para preparar a cetonitrila uma solucdo contendo NaCN (0,74g, 15,07mmol) em aguas
(10mL) é adicionada lentamente a uma solugdo de 2-Bromo acetofeona (1,00g, 5,02mmol) em
Metanol, sob agitacdo e atmosfera inerte de N2. A mistura e deixada a temperatura ambiente
por 3h. Ao término é concentrada com rotaevaporador até 1/3 do volume. Adicionar 10mL de
agua seguida da adicdo de acido acético até pH 3, ou até gerar precipitado ao fundo. Este

precipitado é filtrado, obtendo-se um sdlido amarelo. Rendimento 80%.

(o}

CN
©)k/ FM — CsH7NO. CAS — RMN de *H: (300 MHz, CDCls, ppm) 54,08 (s, 2H), §7,50- 7,55
(m, 2H), 87,69- 7,64 (m, 1H), 67,94~ 7,90 (m, 2H) RMN de 3C: (300 MHz, CDCls, ppm) §29,3,
5113,7, 6128,4, 6129,1 6134,2, 6134,7 6187,0.

Por fim as metotodologias de oxifuncionalizacao e manich s3o descritas como: Em um
tubo selado sdo adicionados o aldeido (1Immol) e a amina (1,5mmol) em 4mL de etanol,
contendo MgSOs (Immol) e Cul 10mol%. A reacdo é permanecida até 10hr. Em seguida

adiciona-se NaBH4 0,4mmol, permanecendo por mais 2h. Ao término adicionar NaCl aquoso.
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Extrair com AcOEt, secar com NaSQ4 e rotaevaporar. O produto é purificado com AcOEt/dicloro

10:1.

A N~
©/\/\H FM — CgHsO3. CAS — RMN de H: (200 MHz, CDCls, ppm) & 2,34(s, 1H), 63,25 (dd,
13 =6,4Hz, J* = 1Hz, 2H), 66,34 (dt, J? = 16Hz, J* = 6,4Hz, 1H), 56,58 (d, J*> = 16Hz, 1H), §7,,25-
7,45 (m, 5H). RMN de 3C: (200 MHz, CDCls, ppm): 642,1, 659,8, 6126,3, §127,2, §127,4,
§128,5, 6132,8, 6140,0

Uma mistura de acetofenona (1mmol), metilamina hidroclorada (1,21mmol), polimero
de paraformaldeido (1,4mmol) e p-TsOH (0,01lmmol), em etanol (5mL) é aquecida em tubo de
shlenk a 110° por 20h. Apds resfriar a temperatura ambiente e o solvente evaporado a vacuo,

o produto é purificado com DCM/Metanol (20:1).
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APENDICE B— ESPECTROS DE RMN DE *H E 3C

Fig. 1Espectro de 1H do alcool 1-fenilprop-2-in-1-ol 1a
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Fig. 3. Espectro de 1H do alcool 1- (o-tolil) prop-2-in-1-ol 2a
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® 0 0WY M
N1 S 6 S O “ ~ e R
MmMMmMmOANANAN [sal < o 0
oA A 2] ~ o —
SN SN I I I I
2a
|
|
T T T T T T T T T T T T T T T T
150 140 130 120 110 100 90 60 50 40 30 20 10 0

80 70
f1 (ppm)



163

OH

Fig. 5. Espectro de 1H do alcool 1- (m-tolil) prop-2-in-1-ol 3a
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Fig. 7. Espectro de 1H do alcool 1- (p-tolil) prop-2-in-1-ol 4a OH
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Fig. 9. Espectro de 1H do alcool 1- (2,4-dimetoxifenil) prop-2-in-1-ol 52
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Fig. 11. Espectro de 1H do &lcool 1- (2-metoxifenil) prop-2-in-1-ol 6a
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Fig. 13. Espectro de 1H do &lcool 1- (4-metoxifenil) prop-2-in-1-ol 8a
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Fig. 15. Espectro de 1H do alcool 1- (3-nitrofenil) prop-2-in-1-ol 9a
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Fig. 17. Espectro de 1H do élcool 1- (naftalen-2-il) prop-2-in-1-ol 10a
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Fig. 19. Espectro de 1H do &lcool 1- (furan-2-il) prop-2-in-1-ol 13a
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Fig. 21. Espectro de 1H do &lcool 1-- (tiofen-2-il) prop-2-in-1-ol 14a
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Fig. 25. Espectro de 1H do élcool (E) -1-fenilpent-1-en-4-in-3-ol 16a
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Fig. 27. Espectro de 1H do &lcool (E) -6-fenil-hex-5-en-2-ina-1,4-diol 17a
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Fig. 29. Espectro de 1H do élcool 4-phenylbut-3-yn-2-ol 18a
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Fig. 31. Espectro de 1H do &lcool 1,3-difenilprop-2-in-1-ol 19a
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Fig. 33. Espectro de 1H do &lcool (E) -1-feniloct-4-en-1-in-3-ol 20a
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Fig. 34. Espectro de 13C do alcool (E) -1-feniloct-4-en-1-in-3-ol 20a
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Fig. 35.

m

spectro de 1H da cetona 1-fenilprop-2-in-1-ona 1b
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Fig. 36. Espectro de 13C da cetona 1-fenilprop-2-in-1-ona 1b
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Fig. 37.Espectro de 1H da cetona 1- (o-tolil) prop-2-in-1-ona 2b

oseL/
89 L~ -
SOp'L — -

09%°L
Bﬁw -
L6 L ~—
v0s' L/

vmm.mw =

s’

s/7'8
2878 =
PIE8~
oze'8/

7.50 7.45 7.40 7.35
f1 (ppm) f1 (ppm)

7.55

835 8.30 8.25
f1 (ppm)

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

4.5
f1 (ppm)

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0

9.0
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Fig. 39. Espectro de 1H da cetona 1- (m-tolil) prop-2-in-1-ona 3b
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Fig. 41. Espectro de 1H da cetona 1- (p-tolil) prop-2-in-1-ona 4b
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Fig. 42. Espectro de 13C da cetona 1- (p-tolil) prop-2-in-1-ona 4b
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Fig. 43. Espectro de 1H da cetona 1- (2,4-dimetoxifenil) prop-2-in-1-ona 5b
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Fig. 44. Espectro de 13C da cetona 1- (2,4-dimetoxifenil) prop-2-in-1-ona 5b
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Fig. 45. Espectro de 1H da cetona 1- (2-metoxifenil) prop-2-in-1-ona 6b
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Fig. 46. Espectro de 13C da cetona 1- (2-metoxifenil) prop-2-in-1-ona 6b
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Fig. 47. Espectro de 1H da cetona 1- (3-metoxifenil) prop-2-in-1-ona 7b
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Fig. 48.Espectro de 13C da cetona 1- (3-metoxifenil) prop-2-in-1-ona 7b
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Fig. 49. Espectro de 1H da cetona 1- (4-metoxifenil) prop-2-in-1-ona 8b
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Fig. 51. Espectro de 1H da cetona 1- (3-nitrofenil) prop-2-in-1-ona 9b
WOMNWO 00WWVoMm— Ranl
O 0 O 00 O~ IN N [s2]
— =
X
258 2RR N
© © NKNN
S N 9b
I
NO,
)
Wom o
I
L L L
SN i
S = N =
~— o ~— i
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 5.0 4 0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.0 0.5 0.0
1 (ppm)
Fig. 52. Espectro de 13C da cetona 1- (3-nitrofenil) prop-2-in-1-ona 9b
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Fig. 53. Espectro de 1H da cetona 1- (naftalen-2-il) prop-2-in-1-ona 10b
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Fig. 54. Espectro de 13C da cetona 1- (naftalen-2-il) prop-2-in-1-ona 10b
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Fig. 55. Espectro de 1H da cetona 1- (2-clorofenil) prop-2-in-1-ona 11b
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Fig. 56. Espectro de 13C da cetona 1- (2-clorofenil) prop-2-in-1-ona 11b
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Fig. 57. Espectro de 1H da cetona 1- (4-clorofenil) prop-2-in-1-ona 12b
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Fig. 58. Espectro de 13C da cetona 1- (4-clorofenil) prop-2-in-1-ona 12b
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Fig. 59. Espectro de 1H da cetona 1- (furan-2-il) prop-2-in-1-ona 13b
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Fig. 61. Espectro de 1H da cetona dec-1-in-3-ona 15b
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Fig. 62. Espectro de 13C da cetona dec-1-in-3-ona 15b
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Fig. 63. Espectro de 1H da cetona (E) -1-fenilpent-1-en-4-in-3-ona 16b
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Fig. 64.Espectro de 13C da cetona (E) -1-fenilpent-1-en-4-in-3-ona 16b
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Fig. 65.Espectro de 1H da cetona (E) -6-hidroxi-1-fenil-hex-1-en-4-in-3-ona 17b
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Fig. 66. Espectro de 13C da cetona (E) -6-hidroxi-1-fenil-hex-1-en-4-in-3-ona 17b
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Fig. 67.Espectro de 1H da cetona 4-fenilbut-3-in-2-ona 18b
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Fig. 68. Espectro de 13C da cetona 4-fenilbut-3-in-2-ona 18b
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Fig. 69. Espectro de 1H da cetona 1,3-difenilprop-2-in-1-ona 19b
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Fig. 70.Espectro de 13C da cetona 1,3-difenilprop-2-in-1-ona 19b
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Fig. 71.Espectro de 1H da cetona (E)-1-feniloct-4-en-1-in-3-ona 20b
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Fig. 72. Espectro de 13C da cetona (E)-1-feniloct-4-en-1-in-3-ona 20b
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Fig. 73. Espectro de 1H da enaminona (Z) -1-fenil-3- (fenilamino) prop-2-en-1-ona 41
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Fig. 74. Espectro de 13C da enaminona (Z) -1-fenil-3- (fenilamino) prop-2-en-1-ona 41

180

160

14491
~139.17

140

f129 72
—123.68-127.28
—116.33

_~131.54

93.70

120 100
Chemical Shift (ppm)

80

60

40

20 0



0.65

0.60

0.55

0.50

0.45

Normalized Intensity

Normalized Intensity

198

Fig. 75. Espectro de 1H da enaminona (Z) -3- (metilamino) -1-fenilprop-2-en-1-ona 42
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Fig. 76. Espectro de 13C da enaminona (Z) -3- (metilamino) -1-fenilprop-2-en-1-ona 42
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Fig. 77. Espectro de 1H do diol octa-3,5-diine-2,7-diol 50
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Fig. 78.Espectro de 13C do diol octa-3,5-diine-2,7-diol 50
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Fig. 79. Espectro de 1H da nitrila 3-oxo-3-fenilpropanenitrilo 52
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Fig. 81. Espectro de 1H da hidroxinitrila 3-hidroxi-3-fenilpropanenitrilo 54
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APENDICE C — SEQUENCIAMENTO DO GENE DA GOX2036 — COLONIA 4
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ANEXO A - PROTOCOLO DE PURIFICAGAO DE DNA GENOMICO E PLASMIDEOS;

Protocolo de purificagdo de DNA gendmico

Wizard® Genomic DNA Purification Kit

INSTRUCTIONS FOR USE OF PRODUCTS A1120, A1123, A1125 AND A1620.

i,

Isolation of Genomic DNA from Gram Positive and Gram Negative Bacteria

Pellet Cells

Centrifuge 1ml of overnight culture for 2 minutes at 13,000-16,000 x g*
Discard the supernatant.

A. For Gram Positive Bacteria
. Suspend cells in 480p1 50mM EDTA.
Add lytic enzyme(s) (120p1) [lysozyme and/or lysostaphin].

1 Gram -
2
3 Incubate at 37°C for 30-60 minutes.
4
5

Pellet cells.

N

. Centrifuge for 2 minutes at 13,000-16,000 x g*and remove supernatant.
. Goto Step 1, Lyse Gells (below).

B. For Gram Negative Bacteria
Go to Step 1, Lyse Cells (below).

Lyse Cells
1. Add 600p! Nuclei Lysis Solution. Pipet gently to mix.
2. Incubate for 5 minutes at 80°C, then cool to room temperature.

3. Add 3pl of RNase Solution. Mix, incubate at 37°C for 15-60 minutes, then
cool to room temperature.

Protein Precipitation
4. Add 200p! of Protein Precipitation Solution. Vortex.
5. Incubate on ice for 5 minutes.
6. Centrifuge at 13,000-16,000 x g*for 3 minutes.

DNA Precipitation and Rehydration

7. Transfer the supernatant to a clean tube containing 600yl of room temperature
isopropanol. Mix.

8. Centrifuge as in “Pellet Cells” above, and decant the supernatant.
9. Add 600! of room temperature 70% ethanol. Mix.

10. Centrifuge for 2 minutes at 13,000-16,000 x g*

11. Aspirate the ethanol and air-dry the pellet for 1015 minutes.

12. Rehydrate the DNA pellet in 100ul of Rehydration Solution for 1 hour at 65°C
or overnight at 4°C.

B TR e e s

*Maximum speed on a microcentrifuge.

Additional protacol information is available in Technical Manual #TMO50,
available online at: www.promega.com

ORDERING/TECHNICAL INFORMATION:
www.promega.com ® Phone 608-274-4330 or 800-356-9526 * Fax 608-277-2601

Gram +
Pellet cells.

|

Suspend in EDTA.
Add Iytic enzymes.

Add Nuclei Lysis
Solution. Incubate at
80°C for 5 minutes,
then add RNase
solution and incubate.

Add Protein
Precipitation
Solution.

Centrifuge.

Transfer supernatant to
new tube containing
isopropanol.

Centrifuge.

Discard supernatant.
Add ethanol.

Centrifuge.

Aspirate ethanol.
Air-dry pellet.
Rehydrate DNA.

2825MA11_9A

o
Promega

©1999-2010 Promega Corporation. Al Rights Reserved

Printed in USA. Revised 10/10
Part #9FB022
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Plasmideos

Cloning Vector pUC18

Product Information Sheet
# V33002

Vector Map

MCS &
LacR binding site

Plac
puUC18
2686 bps

Amp

pMB1 ori

Multiple Cloning Sites of pUC18:
Hincll
M13

. Sall
Hindll_ pge) éng_L_e"'xm[ Xbal

Hindlll
Sphl
Sbfl

Xmal
Acc65|
Kpnl
Banl|
Eco53k!
Sacl
Apol
EcoRI

- 5' lacZ fragment
- Ampicillin resistance
- Plac (/ac promoter)

[ pmB1 ori (ColE1
incompatibility group)

Lac repressor binding site
MCs

chrol Eci361
EcoBBI pccg51) Eco241  EcoR

BamH| ﬂkpnl Sacl Xapl

5’ G TAA AAC GAC GGC CAG TGC CAA GCT TGC ATG CCT GCA GGT CGA CTC TAG AGG ATC CCC GGG TAC CGA GCT CGA ATT C
3'C ATTTTG CTG CCG GTCACG GTT CGA ACG TAC GGA CGT CCA GCT GAG ATC TCC TAG GGG CCC ATG GCT CGA GCTTAA G
LacZ <= Vval Val Ala Leu Al leu Ser Ala His Arg Cys Thr Ser Glu Leu Pro Asp Gly Pro Val Ser Ser Ser Asn

GT AAT CAT GGT CAT AGC TGT TTC CTG 3’
CA TTA GTA CCA GTA TCG ACA AAG GAC 5’
Thrlle Met Thr Met

M13
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pET-29a-c(+) Vectors TBO76 12/98

Cat. No. The pET-29a-c(+) vectors carry an N-terminal SeTag™/thrombin conOguration plus an optional
pET-29a DNA 69871-3 C-terminal His=Tag® sequence. Unique sites are shown on the circle map. Note that the sequence is
pET-29b DNA 69872-3 numbered by the pBR322 convention, so the T7 expression region is reversed on the circular map.
pET-29c DNA 69873-3 The cloning/expression region of the coding strand transcribed by T7 RNA polymerase is shown

below. The f1 origin is oriented so that infection with helper phage will produce virions containing
single-stranded DNA that corresponds to the coding strand. Therefore, single-stranded sequencing
should be performed using the T7 terminator primer (Cat. No. 69337-3).

Xho I(158)
Not I(166)
Eag I(166)
Hind Ili(173)
!

pET-29a(+) sequence landmarks Sal I(179)

T7 promoter 368-384

T7 transcription start 367

SeTag coding sequence 249-293
Multiple cloning sites

Bpu1102 1(80)

(Neol- Xhol) 158-217 Dra lli(5129)
HiseTag coding sequence  140-157 Xba 1(333)
T7 terminator 26-72 \ SgrA l(444)
/acIcoding sequence 775-1854 X Sph 1(600)
pBR322 origin 3288
Kan coding sequence 3997-4809
f1 origin 4905-5360 Sgf l(4428)

Pvu 1(4428)
The maps for pET-29b(+) and pET-29¢(+) Sma 1(4302)

Miu (1125)

are the same as pET-29a(+) (shown) with Bel I(1139)

the following exceptions: pET-29b(+) is a

5370bp plasmid; subtract 1bp from each site Nru l4085)
beyond BamH I at 198. pET-29c(+) is a

5372bp plasmid; add 1bp to each site

beyond BamH I at 198.

pPET-29a(+)

(5371bp)

BstE 11(1306)
Apa 1(1336)

(bgg-g.1) 0%

BssH 1(1536)
Eco57 1(3774)

Hpa I(1631)
AlwN |(3642)

BssS 1(3399) PshA I(1970)
BspLU11 I(3226) —
Sap 1(3110)

Bst1107 1(2997)

Tth111 1(2971)

Bfa l(2189)
Fsp 1(2207)
Psp5 11(2232)

T7 promoter primer #69348-3
PET upstream primer #69214-3

T7 promoter lag operator Xba | tha
AGATCGATCTCGATCCCGCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGGAAT TGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Nde | S-Tag NspV_ Bglll  Kpnl

TATACATATGAAAGAAACCGCTGCTGCTAAAT TCGAACGCCAGCACATGGACAGECCAGATCTGGGTACCCTGGTGCCACGCGGTTCE
MetLysGluThrAloAlaAlolysPheG|uArgGinHisMetAspSerProAspleuG|yThrLeuValPr oAr%G\ySEr

Eagl thrombin

Ncol EcoRY BamH|EcoR| Sacl _Sall Hindll __Notl  Xhol His-Ta
ATGGCTGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCT TGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCT
MetAloAspl|eGlySerG|uPheG |uleuArgArgGinAlaCysGlyArgThrArgAlaProProProProProleudrgSerGlyCysEnd

pET-290+)

GCGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGECTGCTAACAAAGLCC pET-29b(+)
AlalleSerAspProAsnSerSerSerVaolAsplysleuAloAlcAlaoleuGluHisHisHisHIsHIsHIsEnd

. GGATATCTGTGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGECCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCE  pET-29c(+)
GlyTyrleuTrplleArglledrghlaProSer ThrSerleuArgProtisSerSerThrThrThrThrThrThrGlulleArgleuleuThrlysPro

Bpul1021 T
GAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

o, R
T7 terminator primer #69337-3

pET-29a-c(+) cloning/expression region

agen * ORDERING 80 319 + TECHNICAL suPPORT 800-
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pET-28a-c(+) Vectors TEOT4 12198
Cat. No. The pET-28a-c(+) vectors carry an N-terminal His*Tag*/thrombin/T7+Tag" configuration plus
pET-28a DNA 69864-3

an optional C-terminal His *Tag sequence. Unique sites are shown on the circle map. Note that the
pET-28b DNA 69865-3 sequence is numbered by the pBR322 convention, so the T7 expression region is reversed on the
pET-28c DNA 69866-3 circular map. The cloning/expression region of the coding strand transcribed by T7 RNA poly-
merase is shown below. The f1 origin is oriented so that infection with helper phage will produce
virions containing single-stranded DNA that corresponds to the coding strand. Therefore, single-
stranded sequencing should be performed using the T7 terminator primer (Cat. No. 69337-3).

Xho 1{158)
Not I(166)

- Eag 1(166)
PET-28a() seq Hind I(173)
T7 promoter 370-386 Sal 1(179)

Y Sac 1(190)
T'.i transcnpt.mn start 369 EcoR I(192)
His*Tag coding sequence  270-287 BamH 1(198)

0 i - Nhe I(231
T7 T.ag codm.g sequence 207-239 Nhe I{zsag
Multiple cloning sites Dra I1I(5127) Nco 1(296)
(BamH 1 - XhoT) 158-203 Xba 1(335)

o . i Bgl l1{401)
His Tag coding sequence  140-157 ' SqrA 1(442)
T7 terminator 26-72 Sph 1{598)
lacI coding sequence 773-1852
pBR322 origin 3286
Kan coding sequence 3995-4807 Pvu 1(4426)
£1 origin 19035358 Saf I(#426)

Sma {4300)

The maps for pET-28b(+) and pET-28¢(<) Ml 1(1123)

=
are the same as pET-28a(+) (shown) with Cla li117) %_ Bel Ift137)
the following exceptions: pET-28b(+) is a Nru 1(4083) ’3 BstE 11{1304;
5368bp plasmid; subtract 1bp from each site @
- + !
beyond BamH L at 198 pET-28¢(+) is a P'Eg%%ﬁg( ) B ||| A
5367bp plasmid; subtract 2bp from each site L e 1534
beyond BamH Lat 198. EcoS7 1(3772) EcoR V(1573)
Hpa 1(1629)
AlwN 1(3640)
BssS 1(3397) PshA 1(1968)

BspLU11 I{3224) Bgl 1(2187)
Sap I(3108) Fsp 1(2205)
Bst1107 1(2995) Psp5 11{2230)

Tth111 1{2969)

T7 promoter primer #69348-3

pET upsuearnlpnmer #69214-3 T7 promoter

TCATCATCACAGCAGCG

[y8erHisHath oSarhat T—ral, GI
thrombin
His-Tag

"::A::!‘.C:A'TSLS.\.T::SS'T’”T"“l!-‘ni"a::: pET-28a(+)

CGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCC pET-28b(+)

laleuGluHisHisHisHisHisHisEnd

TC:ST SA”AAS TTG

CACTGAGATCCGGCTGCTAACA AR

hrGlul ledrgleuleuT
T7 terminator

AACCCCTTGGGGCCTCTARACGGGTCTTGAGEGGTTTTTTG

pET-28c (4]

-—
TV terminator primer #69337-3
pET-28a-c(+) cloning/expression region

Novagen - oroerinG 800-526-7319 - TecunicaL supporT 800-207-0144
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