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RESUMO

Este trabalho descreve: 1) sintese quimioenzimatica de édteobsranfenicol
(1) e tianfenicol 2), utilizando lipases como fonte biocatalitica; 2) avaliacdo do
potencial atitumoral de fungos marinhos isolados da asEidiéstoma vannameNa
primeira parte, realizou-se a sintese enzimatica de dois desivaonoacilado o
cloranfenicol {), através de reacOes de hidrolise de derivados diacilados, e oito
derivados monoacilados do tianfenic@),(pela acilacdo e hidrolise enzimética do
tianfenicol e derivados diacilados, respectivamente. Os seguint@sgieos foram
variados: enzima, solvente, temperatura, pH e propor¢cdo entre solveagent
hidrolitico e, na hidrélise enzimatica dos derivados de cloranfeniecilatios os
melhores resultados foram com a mistura de;@MHtampé&o fosfato (pH 7) na
proporcgéao de 20:80, CAL-B como biocatalisador, temperatura de 20 °Gaagia 250
rpm e tempo reacional de 24 h. A reacdo de acilacdo enzimatitanfnicol @),
utilizando CAL-B como biocatalisador e ésteres vinilicos como doadigegrupos
acila, se mostrou bastante eficiente, com altos indices de cdmerseletividade. Os
processos forneceram unicamente os produtos de acilagdo da hicexda impedida
(3'-OH). A eficiéncia da enzima CAL-B reciclada na read& acilagdo do tianfenicol
(2) foi investigada, sendo possivel concluir que esta se mantém atardedas cinco
processos reacionais testados. A hidrolise enzimatica dos deridasdos do
tianfenicol forneceu, majoritariamente, os produtos de hidrélise na&poS8ic Na
segunda parte do trabalho, foram isoladas 11 cepas fungicas (EV1 a EV4didadda
vannamei as quais foram cultivadas em meio liquido BD (batata-dextrose)
objetivo de realizar um estudo bioguiado através da avaliacawidadé citotoxica de
seus extratos e fracbes. Foram ensaiados 0s extratos ificetaet meio liquido e
metanodlico do micélio, previamente separados. Os extratos meis dtiram o0s
oriundos de EV10 e EV11, os quais foram identificados césyergillussp. por
analise molecular. O fungo EV10 foi cultivado em grande escalafi@@ianamento
bioguiado e isolamento dos metabdlitos secundarios bioativos. Foi possivel isolar quatro
micotoxinas: meleina;is-4-hidroximeleinatrans-4-hidroximeleina e acido penicilico,
dentre as quais, somente o acido penicilico foi identificado comonssgel pela
atividade do extrato.

Palavras-chave: cloranfenicol, tianfenidéydistoma vannameiungo marinho,

Aspergillussp., acido penicilico, atividade antitumoral.



ABSTRACT

This work describes: 1) chemoenzymatic synthesis of chloramphem)jcahd
thiamphenicol 2) esters, using lipases as biocatalyst source; 2) investigatitime
antitumor potential of fungi isolated from the marine ascidiadistoma vannamein
the first part, it was carried out the enzymatic synthestevofmonoacyl derivatives of
chloramphenicol k), through the hydrolysis of the diacyl derivatives, and eight
monoacyl derivatives of thiamphenicd)( by the enzymatic acylation and hydrolysis
of thiamphenicol and diacyl derivatives, respectively. The followiatameters were
varied: enzyme, solvent, temperature, pH and proportion between solveageamid
hydrolytic, and in enzymatic hydrolysis of the diacyl derivatieéshloramphenicol,
the best results were reached when using a mixture g€RHohosphate buffer (pH 7)
in the proportion 20:80, CAL-B as biocatalyst, temperature of 20 ° C, 250angim
reaction time of 24 h. The enzymatic acylation of thiamphenigplusing CAL-B as
biocatalyst and vinyl esters as acyl donor groups, was veryieefficwith high
conversion and selectivity. The processes provided only products ofytagaacof the
less hindered hydroxyl group (3'-OH). The efficiency of the clsdy CAL-B in the
acylation of thiamphenicol2j was investigated, being possible to conclude that its
activity was maintained during the five tested reactions. Ea#ignmhydrolysis of
diacylated derivatives of thiamphenicol, provided mostly the hydsolgsoducts in
position 3. In the second part of this work, we isolated 11 fungal stEgWfistp EV11)
associated to the ascidid vannameiwhich were cultivated in liquid BD (potato
dextrose) in order to conduct a bioguided study by evaluatingytbogic activity of
their extracts and fractions. The ethylacetate extracts of the liquidimend methanol
extracts from the mycelium, previously separate, were assaygdhe most active
extracts were those from EV10 and EV11, which were identifsefispergillussp. by
molecular analysis. EV10 was grown on a larger scale allowsg kioguided
fractionation and isolation of bioactive secondary metabolites.dtpsasible to isolate
four mycotoxins: melleingis-4-hydroxymellein trans-4-hydroxymellein and penicillic
acid, among which only the later compound was identified as resporisiblde
activity of the extract.
Keywords: chloramphenicol, thiamphenicdtudistoma vannameimarine fungus,

Aspergillussp., penicillic acid, antitumor activity.
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Capitulo 1

Sintese Quimioenzimatica de Derivados do
Cloranfenicol e Tianfenicol



1 CAPITULO 1
1.1 INTRODUCAO

O termo biocatélise pode ser bem definido como uma reagdo deroposto
quimico em um sistema vivo, ndo necessariamente fazendo parte dolisratable um
organismo. Por outro lado, o termo biocatalise € mais amplamentegachprem
reacdes quimicas mediadas por meios biologicos, tais como: enzwmadas, células
inteiras ou extrato de células livres (HUDLICKY & REEZD09.

A partir da redescoberta de que enzimas podem manter sua atiédade
solventes organicos, o uso de enzimas em processos biocatalitigenteado bastante
atencdo, ndao somente pelo fato de trabalharem em solventes @sganidros, mas
também por adquirirem notavel estabilidade, especificidade en@nitane capacidade
de catalisarem rea¢cfes incomuns, impossiveis em meio aquoso (VGAMMB & HE,
2011).Empregando-se processos biocataliticos em substituicdo aos psosiessticos
tradicionais obtém-se um ganho consideravel na quimio, regioreasteletividades,
sob condi¢des ecologicamente corretas e em um menor nimero ae relagonais
(KIM, POLLARD & WOODLEY, 2007).

Dentre as enzimas de interesse em biocatalise, desta@srijsases (GOTOR-
FERNANDEZ, BRIEVA & GOTOR, 2006; VILLENEUVE, 2007), que s&o camade
promover reacdes de acilacédo e hidrolise (GHASEMI, 2010. As lipases vém sendo
amplamente empregadas na resolucdo cinética de alcoois, acidoss éstmidas
racémicos para formar compostos enantiomericamente puros, bem como
dessimetrizacdo de compostos pro-quirais. Estas enzimas apresentartagem de
poderem ser ativas em solventes organicos e ndo necessitardipadada co-fatores.
Lipases microbianas tém sido amplamente aplicadas em variass,raails como:
alimentos, cosmeéticos, produtos farmacéuticos, agroquimicos, matgréa-péxtil,
biodiesel, processamento de Oleos industriais. (GOTOR-FERNANDRIE\BA &
GOTOR, 2006; GHASEMét al, 2010).

Assim, o0 objetivo da primeira parte deste trabalho foi investigaasr
biocataliticas eficientes para a producdo de derivados defeloici (1) e tianfenicol

(2) (Figura 1) utilizando lipases.
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Figura 1 Estruturas do clorafenicol(R = NQ) e tianfenicol 2, R = SQMe)
1.2 FUNDAMENTACAO TEORICA
1.2.1 Uso de lipases em reacfes de acilacao de alcoois e hidrolise de ésteres

Lipases mostram maior enantiosseletividade para alcodis seasndarique
para primarios e terciarios. Assim, de acordo com a regkazlauskas, em um alcool
secundério, se o grupo de maior volume (L) tem prioridade em redacoupo de
volume médio (M), o &lcoolR) reagira preferencialmente para formar o éster. A
mesma estereosseletividade € observada para a hidroliseeids éstcundarios, onde
observa-se sempre a a formacédo do aldeplde acordo com a Figura 2 (GOTOR-
FERNANDEZ, BRIEVA & GOTOR, 2006).

OH ! OH
_Acila l
(0] R : S OH
Z: _L|pase + 3 . Lipase - 2§
| doador
H;0 ] ! ~ dsacila
rac _Acila I _Acila rac
o | 0
S : R

Figura 2— Enantiopreferénia prevista por Klazlaukas paegdes de acilacdo de alcodis e hidrolise de
ésteres racémicos (GOTOR-FERNANDEZ, BRIEVA & GOTQR06).

Fernandez-Solares e colaboradores investigaram a resolucaoatereimho
cianidol @), um importante intermediario na sintese do antidepress8yg+)-
citolopram opticamente puro, usando varias lipases e diferentes doddosesda em
condicOes variadas. Os melhores resultados foram obtidos quandoamiliZaL-B e
acetato de vinila em acetonitrila (Esquema 1). Nesse estudo, évidenciado que
CAL-B catalisa a acilacdo do alcool primario com alta easseletividade

(FERNANDEZ-SOLARESet al, 2004).
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OH OAc

NC acetado de vinila NC
OH | CAL-B
N

~ CH3CN

O 30°C
rac

3 (R)-()-3

Esquema 1 — Acetilagéo regio e estereosseletivaatitdol @) utilizando CAL-B e acetato de vinila em
acetonitrila (FERNANDEZ-SOLARES®t al, 2004).

Utilizando Lipases PSL-C imobilizadas &erkholderia cepaciaChen, Tan e
Huang realizaram a acetilacao regiosseletiva da andrografd)idam produto natural
que apresenta atividade anticancer, antiinflamatoria, antibiotindialémgica e
antidiabética, bastante utilizado na medicina tradicional nos pddsssdeste asiatico.
A reacdo, quando realizada a 50 °C em acetona (Esquema 2), mosxtnersamente
eficiente (99,0% de conversao) e seletiva para 14-acetato dgafdlida &) formado
como unico produto (CHEN, TAN & HUANG, 2010).

(@] (@]
aa
HO O doador de acila AcO o
| PSL-C |

acetona

50 °C
HO™ ™ HO™ ™
HO—" HO—

19

8

4 5

Esquema 2 -Acetilagcdo regiosseletiva da andrografolida (tilizando PSL-C e acetato de vinila em
acetona (CHEN, TAN & HUANG, 2010).

Um procedimento semelhante foi utilizado por Teng e colaboradores vidando
obtencéo de novos agentes quimoterapeuticos. Em seus estudos, os aliraresirea
sintese de ésteres ddad3-angeloilingenol §) através de reacdes de acilacao utilizando
CAL-B e acetato de vinila, decanoato de vinila e cinamato de emit® doadores de
acila, em 2-metilbutan-2-ol (Esquema 3). Para cada doadorldeami Unico produto
monoacilado em C-20 foi obtido. Decorridos 6h de reacao, 90&da@econvertido ao
seu derivado acetilada A conversao total d6 em8 e 9 se deu apds 24h. Os novos

compostos foram avaliados quanto a sua atividade antitumoral peracégtulas de
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melanoma MM96L e apresentaram atividades semelhantes ao cordpogi@Ertida
(TENGet al, 2009).

doador de vinila
CAL-B

2-metilbutan-2-ol

37°C 0
(0]
\
7 R = acetila
6 8 R = decanoila
9 R = cinamoila

Esquema 3 - Acilacao regiosseletiva d®-3angeloilingenol §) utilizando CAL-B e doadores de acila
distintos (TENGet al, 2009).

Mais recentemente, Sebrdo, Sa e Nascimento utilizarampasedi comerciais e
duas lipases imobilizadas do micélio de fungos da Amaz6nia comatdlieadores da
reacdo de acilacdo da lactomaribose (0) com uma variedade de doadores de
grupamento acila em solventes ndo aquosos (Esquema 4). Parametnobpesss,
doador de acila, solvente, influéncia da agua e reutilizacado da efuranmaavaliados.
Quando CAL-B e acetato de vinila em acetonitrila seca foralimadidos, a reacéo
mostrou-se altamente regiosseletiva e o0 mono &4tiei observado com Unico produto
(99% de conversao). No entanto, lipasesBdekholderia cepacigPSL-C e PSL-D),
Pseudomonas fluorescen@®K) e Thermomyces langinosugLipozyme TL-IM)
formaram uma mistura de compostos di e triacetilados, em bal@mes de conversao
(SEBRAO, SA & NASCIMENTO, 2010).

o doador de acila i% Si Z : Ei Z Kc RR33::A|(_:|
HO/\L/V/O lipase O _o 13R; = H, Ry =Ac, R3 = Ac
solvente RloAg 14R; =Ac, R, =H, Rz =H
Sn S 15 R; = Ac, R, = H, R3 = Ac
HO  OH 35°C R,O  OR; 16 R; = Ac, R, = Ac, Rg = H
17 Ry = Ac, R, = Ac, R3 = Ac

10

Esquema 4 Acetilacdo regiosseletiva dribose (0) utilizando Lipases, doadores de acila e solventes
distintos (SEBRAO, SA & NASCIMENTO, 2010).

Por outro lado, o uso de lipases em reacgfes de hidrolise regioaseéetisteres
se mostra uma ferramenta de grande utilidade em sintesecargéioi ano de 2002,
Garcia e colaboradores publicaram sintese dos 3- e ®-levulinil-2'-

deoxinucleosideos 190 e 20, respectivamente, Esquema 5) a partir da hidrélise
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enzimatica regiosseletiva do derivado 3'-5'@Henulinila (18), evitando varios passos
de protecao/desprotecdo (GARCHL al 2002). Nesse trabalhdandida antartica
lipase B (CAL-B) mostrou alta seletividade para o ésté&-fivilinato formando 3'O-
levulinil-2-deoxinucleosidio 19) em > 80% de rendimento isolado (Esquema 5). Por
outro lado,Pseudomonas cepacigpase (PSL-C) imobilizada €andida antarctica
lipase A (CAL-A) mostraram seletividades em dire¢éo oposidrelisaram o éster 3'-
O-luvilinato formando 5'©-levulinil-2-deoxinucleosideo20) em rendimento > 80%
(GARCIA et al, 2002).

HO B

(@]
CAL-B 19

0,15 M KPi OLev

LevO o B oH 7
1,4-dioxano LevO B
OLev ‘ CAL-A ;O: 20
PSL-C

O O
Lev= A NI

Esquema 5 Hidrélise regiosseletiva da 3'-5-dd-lenulinila (18) utilizando Lipases distintas (GARCIA
et al, 2002).

Filice e colaboradores realizaram wureeningde lipases para a hidrélise
regiosseletiva dg-monosacarideos acetilados. Nesse estudou, foram avaliadas, quanto
ao seu potencial regiosseletivo, as lipaseBsiidomonas fluoresce(¥FL), Candida
rugosa(CRL), Thermomyce$anuginosa(TLL), Rhizomucor miehgiRML), Candida
antarctica B (CAL-B), Candida antarcticaA (CAL-A), Aspergillus niger(ANL) e
Aspergillus oryzad AOL). As reacdes foram realizadas em uma mistura dedam
fosfato pH 5:acetonitrila (90:10) e observou-se que a lipase imobildedapergillus
niger (ANL) foi o biocatalizador que apresentou melhores resultados r@isedde21
e 22. Os produtos monohidroxilado®la ©5% de converscédo) 82b (75% de
conversao) foram obtidos apds uma hora de reacdo (Esquema 6). AsseREima
AOL, CRL e RML também apresentaram bastante regiossddiwipara producéo de
2lae 21b, tornando possivel a obtencdo2dd em 30% de rendimento. A lipase PFL
foi capaz de hidrolisa22 formando22a em 25% de rendimento total (FILIGE al,
2007).
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RaoAc RsOAc RaOH
tampdao/solvente

H o (90:10) H o H o
Ry lipase 2% + Ry
HO OAc ——————~ HO OH AcO OAc
H  Rr, 25°C H R, H R,
H H H
21 Ry = OAc, Ry = H, R3 = OAc 21a Ry = OAc, R, = H, Ry = OAc 21b Ry = OAc, R, = H, Ry = OAc
22 Ry =NHAc, Ry = OAc, R3=H 22aR; = NHAc, R, = OAc, R3 = H 22b R; = NHAc, R, = OAc, Rz =H

Esquema 6 - Screening de lipases para a rdég@dise regiosseletiva dgsmonosacarideos acetilados
(21 e 22 (FILIPE et al, 2007).

Um procedimento semelhante foi empregado por Nazir e colaboradores no
estudo da hidrdlise enzimatica do crotepox2ig),(um produto natural isolado &éper
cubebCassDC, que apresenta significante atividade antitumoral contra carcidema
pulm&o e carcinossarcoma de Walker. Foram testadas quanto aislaaetnidrolitica
as lipasesPseudomonas fluorescergpase (PFL), Mucor mieheilipase (MML),
Pseudomonas cepacigase (PSL)Lipase M Amano(LM), Aspergillus nigeripase
(APL), Candida cylindraceakpase(CCL) ePorcine pancreasipase (PPL) (NIGHAT
etal, 2007). Nao foi observada conversao nas reacdes catalisadas por BFLLKP
mas MML, PSL e PPL foram ativas e apresentaram regitisggdeles distintas para a
hidrolise de23. CCL foi ativa, mas sem seletividade (Esquema 7) (NA&IR, 2009).

—OH OBz OBz
O < ~

O E O
D,OH ccL E‘;rOAC PPL D,OAc
“'OH oA "'OH
¢ 0
24

O O
26 23

PSL | MML

° —OH
_OAC
25
"“'OH

O

Esquema 7 - Screening de lipases para a rédegé&dise regiosseletiva do crotepoxidz8y.
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1.2.1 Os antibioticos cloranfenicdl)(e tianfenicol 2)

Cloranfenicol {, Figura 1, Pag 20), também conhecido como cloromicetina e
paraxina, € um antibiético natural produzido Btreptomyces venezuelasolado pela
primeira vez em 1947, e que possui uma ampla gama de atividadeanitiaria. Este
farmaco € amplamente usado na medicina veterinaria corgcgdiels no trato urinario
e outras doencas bacteriologicas. Por outro lado, o tratamentela@nfenicol em
humanos se restringe a tiredide, disenteria e infeccbes bagimasliooculares,
apresentando efeitos adversos tais como leucemia infantil ersimdio bebé cinzento
(GEORGE, NARINA & SUDALAI, 2006). Como apenas o enantiomdrp3R é ativo,
provavelmente este é o primeiro antibiético obtido comercialmente omaaf

opticamente ativa por sintese quimica (HARIAI 2006).

Tianfenicol @, Figura 1, Pag 20) é um analogo sintético do cloranfenigpl (
gue apresenta ampla atividade contra bactérias gram-positivamenggativas, tendo
sua primeira sintese realizada em 19&®ido a sua atividade biologica potente.

Atualmente, varias sinteses sao encontradas na literatura (LU, CHEN| 008.

No ano de 1967 surgiu o primeiro relato de preparo de derivados de
cloranfenicol 1) por via enzimatica (SHAW, 1967). Em seu trabalho, Shaw mostrou
gue 0 mecanismo de inativacdo da atividade antibiotidapdeE. coli se da atraves de
uma acetilacdo enzimatica. Em seus experimentos, o autor proveloargenicol na
presenca de extrato de célulasHlecoli e acetil-coenzima A gerava os produtos de

mono (La) e diacetilacaollb), Esquema 8.

OH OH OAc

/@A(\OH E. coli /O/H/\OAC + /©/'\‘/\OAC
HN  Cl hcerie HN  Cl HN  Cl
O,N \ , Acetil-CoA O,N O,N

o] cl o Cl o] cl
1 la 1b

Esquema 8Reacdo de acetilacdo enzimaticalgmr extrato de células de coli (SHAW, 1967).
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Mais tarde, El-Kersh e Plourde (EL-KERSH & PLOURDE, 1976) desram
a biotransformacao do cloranfenidd) por esporos e células inteiras $eeptomyces
griseus.Nesse trabalho foi avaliada a perda da atividade antibioticaadeavés de
fermentacéo utilizando varias fontes de carbono distintas, sendo passgmento
de 6 compostos (Figura 3): lI-acetato de cloranfenibg)l ;( 3-acetato de cloranfenicol
(1b); 3-propionato de cloranfenicolld); 3-isobutirato de cloranfenicoll); 3-
isovalerato de cloranfenicolf); 3-butirato de cloranfenicoll§). Todos os compostos
foram testados quanto a sua atividade antibiética, porém nenhum delgsntqre

resultados positivos.

OAC OH
WOH WOAC
HN Cl HN Cl
O,N 5 < O,N ) <
1c o c o cl

1b

Q/H”J\/ @*ﬁ @*ﬁM
J e \ S

OH OH )(L)\
leegadiory
HN Cl HN Cl
O,N O,N
Cl
le 1f

Figura 3 - Produtos de biotransformagdo de cloranfenichl gor esporos e células inteiras de
Streptomyces griseEL-KERSH & PLOURDE, 1976).

O primeiro trabalho de sintese de derivados de cloranferiigolitilizando
enzimas isoladas foi descrito por Ottolina e colaboradores. Afiedieiregiosseletiva
de cloranfenicol X) foi realizada utilizando como biocatalisadores lipases emoracet
distintos doadores de grupos acila (Esquema 9). Esteres alifétisosmaticos de
diferentes tipos foram introduzidos seletivamente na hidroxila pemaela
modificacdo de varios parametros, tais como: temperatura, solvdotde de lipase
(OTTOLINA, CARREA & RIVA, 1989).
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Lipases )L 1a, R = CH,CH,CHj
1b,R = (CH2)14CH3
HN 1¢, R = CH=CHCgHs
R o r ON 1d, R = CH,CH,COOH
R'= OMe ou CF3

Esquema 9 - Producéo enziméatica de ésteres dafdareol (OTTOLINA, CARREA & RIVA, 1989).

No mesmo ano Daugs desenvolve um processo para o preparo do antibiético
palmitato de 3-cloranfenicol sem usar cloreto metileno melhorang@ducédo bem
como o proporcionando um aumento dos rendimentos e qualidade dos produtos
(Esquema 10). A adicdo de DMF como um co-solvente permitiu o usdud®d ou

xileno para a reacao e o isolamento (DAUGS, 2000).

OH OR
13 % DMF ,
OH plrldlna OR' la:R = H, R :CO(CH2)14I(:H2
HN o t|—> HN 0 1b: R = C'O(CH2)14CH2, R'=H
O,N G olueno o, e 1c: R = R = CO(CH)14CH,
1 CHCl  xileno CHCl,

Esquema 10Preparo de derivados deem diferentes solventes (DAUGS, 2000).

A distribuicdo do produto observada pela concorréncia na esterifichgéo
grupos hidroxila primarios e secundérios de cloranfenicol foi basdantauida e um
estudo cinético estimou uma diferenca de 1000 vezes nas constaveéscitlade para
os dois locais. Um pequeno aumento nos niveis de impureza durante os desaios
producao foi observado para a reacao durante o processo no qual foi proreogamlo t
necessario na escala de 1000 kg.

Tianfenicol @, Figura 1, Pag 18) € um analogo sintético de cloranfenigpl (
atualmente produzido em grandes quantidades, com cerca de 100 toneladas por
usado como antibidtico humano e veterinario. Uma vez que apenas o enantiomer
(1R2R) é ativo, algumas sinteses foram desenvolvidas, nas quais 0 composto

enantiomericamente puro foi obtido através de resolucdes.
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No ano de 1989 é relatado na literatura o primeiro trabalho de sitgese
derivados de tianfenicol2) utilizando-se enzimas isoladas, seguindo o mesmo
procedimento descrito anteriormente para cloranfenigdlJTTOLINA, CARREA &
RIVA, 1989). Posteriormente, Shi e colaboradores publicaram a pmdieérés
ésteres vinilicos do tianfenicol, Esquema 11, utilizando diferadeslores acila de
cadeia carbonica com comprimentos variados (C4, C6 e C10). Ossékimm
sintetizados regiosseletivamente em 73%, 81%, 63% de rendimentativespente,
empregando-se Lipozymemobilizada como catalisador, em acetona a 50 © C por 12
horas (SHEt al, 2005).

OH OH

lipozyme '
OH OR' 2a:R'=CO(CH,),CH,
/©/:‘\]/\O acetona m\o 2b: R' = CO(CH ,),CH,
MeO,S hd Taoador . MeO,S Y 26: R'= CO(CH 2)sCHy
CHCI, de CHCI,
2 vinila

Esquema 11sintese de derivados daitilizando diferentes doadores de acila (8tal 2005).

De fato, acetilacdo do cloranfenicdl) (e tianfenicol 2) utilizando lipases e
doadores de acila vinilicos leva a compostos acilados em 3'. Ddanteportancia
biolégica dol e 2, faz-se necessério a obtencdo dos compostos acilados em 1’ através
da hidrolise dos derivados dee 2 diacilados, bem a como producdo de novos ésteres

de2 através de acilacdo enzimatica utilizando distintos doadores de acila.
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1.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
1.3.1 Estudo quimio-enzimatico e sintese de ésteres de cloranfeniddl (

Os resultados discutidos a seguir tratam do estudo de condi¢cdesnetpasa
racionais visando a obtencdo de derivados do cloranfenitpl cobm alta
regiosseletividade. Para isso, 0os produtos foram inicialmente izadtet por via
quimica e utilizados como padrbes. Apds 0 ajuste de alguns paranestcamais,

realizou-se a sintese por via enzimatica dos derivadbs de

3.1.1 Acetilagdo do cloranfenicol por via quimids (

Desenvolveu-se a sintese, por via quimica, dos ésteres do cloranfienioke
diacilado (Esquema 12), os quais serviram como padrbes para as medsddegi
analise em cromatografia em camada delgada e CLAE. Os gsdduam purificados
por cromatografia (Iltem 1.4.4.1, P4g. 65) e caracterizados por'RIMNC.

x
o)
OH
DMAP RO )OL R)ko OH o
OH chec, 0" R O)LR
ON HN Cl Ag. acilante ON HN cl + OH . T 4
2 — 2 H HN  Cl
Jd ta, 1h O,N H O2N H
1 o Cl 4 o d cl
1a: CH3 (52%
1b: CHSZC(ZHQ, ((])55%) 2a: CH3 (22%) 3a: CHj (3%)
1c: (CH)gCH3 (49%) 2b: CH,CHs (6%) 3b: CH,CH3 (2%)
1d: (CH3)10CH3 (58%) 2c: (CH3)gCHg3 (10%) 3c: (CH,)gCHs (8%)
1e: (CH3)14CH3 (47%) 2d: (CH)10CH3 (12%) 3d: (CH)1oCH3 (10%)
1f: Ph (100%) 2e: (CH3)14CH3 (8%) 3e: (CH,)14CH3 (7%)

Esquema 12 - Acetilacao d cloranfenichl gor métodos quimicos.

Nesta etapa, para cada reacao foram obtidos trés prddates), 2(a — g e 3(a
— 6, que quando analisados por RMN exibiram as seguintes caracteristicas:

O espectro de RMNH de 1a (Figura 4B) apresentou, além dos varios sinais
observados para cloranfenicd) (Figura 4A, Pag. 30), dois sinais intensos &) 06
(s, 3H) es 2,17 (s, 3H) respectivamente, referentes a duas metilas dos gogpites O
espectro de RMN®C dela (Figura 4C) apresentou, além de varios outros sinais, dois
emd 20,77 ed 20,98 referentes as duas metilas dos grupos acetila, além domasis s
em 169,77 e d 170,66 referentes a duas carbonilas de éster. Comparando-se os dados
de RMN 'H e *°C de 1 e 1a chegou-se a conclusdo de dleetrata-se do produto
diacetilado, denominado 1’,3’-diacetato de cloranfenicol.
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Figura 4 — A) Espectro de RMM de 1, MeOD, 300 MHz; B) Espectro de RMM de 14,
CDCl;, 300 MHz; C) Espectro de RMNC dela, CDCL, 75 MHz.
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O espectro de RMNH de 2a (Figura 5A) apresentou além dos Vvarios sinais
observados para cloranfenicd) (Figura 4A, Pag. 30), um sinal intenso &rg,17 (s,
3H), referente a uma metila de grupo acetila. A presenca do gugida nesse
derivado foi também confirmada através dos sinai$ &h,50 e5 170,43 observados
no espectro de RNMC de2a (Figura 5B). Comparando-se os dados de RN *C
de 1 e 2a chegou-se a conclusdo de 2ee tratava-se do derivado monoacetilado.
Comparando-se os dados obtidos pascom dados da literatura (OTTOLINA,
CARREA & RIVA, 1989), chegou-se a conclusdo de Qadrata-se de 1'-acetato de
cloranfenicol.

Figura 5 - A) Espectro de RMM de2a, CDCk, 300 MHz; B) Espectro de RMNC de
2a, CDCk, 75 MHz.
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O espectro de RMNH de 1b (Figura 6A) apresentou além dos varios sinais
observados para cloranfenicd) (Figura 4A, Pag. 30), um sinal intenso &rh,15 (m,
6H), referente a dois grupos -gkl um sinal end 2,39 (m, 4H) referente a dois grupos
-CH,. O espectro de RNMC delb (Figura 6B) apresentou dois sinais &r@,10 ed
9,17 referentes a duas metilas, dois sinai$ @n51 & 27,67 referentes a dois grupos
-CH, (confirmados por RNM-*C-DEPT, ver Anexos), bem como dois sinais &m
173,29 ed 174,15 referente a duas carbonilas de éster. Comparando-se os dados de
RMN *H e**C del e 1b chegou-se a concluséo de diketrata-se do produto diacilado
chamado 1’,3’-dipropionato de cloranfenicol.

Figura 6 -A) Espectro de RMNH de 1b, CDCk, 300 MHz; B) Espectro de RMNC de
1b, CDCk, 75 MHz.
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O espectro de RMNH de 2b (Figura 7A) apresentou além dos varios sinais
observados para cloranfenic@) (Figura 4A, Pag. 30), um sinal intenso &rh,16 (t,J
= 7,7 Hz, 3H) referente a um grupo -€&lum sinal end 2,45 (q,J = 7,7 Hz, 2H)
referente a um grupo -GHO espectro de RNMC de2b (Figura 7B) apresentou, além
de varios outros sinais, um &9,13 referentes a uma metila e um sinaléegv,77
referente a um grupo -GHconfirmado por RNM=C-DEPT, ver Anexos), bem como
um sinal end 173,85 referente a uma carbonila de éster. Comparando-se os dados de
RMN *H e *C del e 2b chegou-se a conclusdo de @letrata-se de um produto
monoacilado. Comparando-se os dados obtidos phAra&aom dados da literatura
(OTTOLINA, CARREA & RIVA, 1989), chegou-se a conclusdo de ghdrata-se de
1’-propionato de cloranfenicol.

Figura 7 -A) Espectro de RMNH de2b, CDCk, 300 MHz; B) Espectro de RMNC de
2b, CDCk, 75 MHz.
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O espectro de RMNH de 1c (Figura 8A) apresentou, além dos varios sinais
observados para cloranfenicd) (Figura 4A, Pag. 30), um sinal intenso &1,83 (m,
6H), referente a dois grupos -€B um sinal intenso e 1,21 (s, 24H), caracteristico
de cadeia lateral formada por varios grupos-@ihdos entre si. Foi ainda observado
um sinal enmd 1,57 (m, 4H), referente a dois grupos «Ceéldois sinais e 2,27 (tJ =
7,7 Hz, 2H) & 2,38 (t,J = 7,2 Hz, 2H) referentes a hidrogéniosarbonila. O espectro
de RMN*®C delc (Figura 8B) apresentou, além de varios outros sinais, um sin&l em
14,06 referente a dois grupos -£Hinco sinais entré 22,62 es 34,02 referentes a
dezesseis grupos -Gkconfirmados por RNM*C-DEPT, ver Anexos), bem como dois
sinais emd 172,38 & 173,26 referentes a duas carbonilas de éster. Comparando-se 0s
dados de RMNH e ™*C de1l e 1c chegou-se a conclusdo de duerata-se do produto
diacilado chamado 1’,3’-didecanoato de cloranfenicol.

Figura 8 -A) Espectro de RMNH de 1c, CDCk, 300 MHz; B) Espectro de RMNC de
1c, CDCk, 75 MHz. 34



O espectro de RMNH de 2c (Figura 9A) apresentou além dos varios sinais
observados para cloranfenicd) (Figura 4A, Pag. 30), dois sinais intensos, sendo um
em 0,876 (t,J = 7,0 Hz, 3H), referente a um grupo -£éloutro emd 1,25 (s, 16H)
caracteristico de cadeia lateral formada por varios gripids ligados entre si. Além
destes, foram ainda observados um sinabely63 (m, 2H) referente a dois grupos -
CH; e um sinal end 2,42 (t,J = 7,9 Hz, 2H) referente a hidrogéniascarbonila. O
espectro de RNNFC de2c (Figura 9B) apresentou, além de varios outros sinais, um em
0 14,29 referente a um grupo -gHinco sinais entré 22,85 & 34,40 referentes a oito
grupos -CH (confirmados por RNM?C-DEPT, ver Anexos), bem como um sinal &m
173,34 referente a uma carbonila de éster. Os dados apresentadansugee 2¢
trata-se de um produto monoacilado. Comparando-se os dados obtidé& para
dados da literatura (OTTOLINA, CARREA & RIVA, 1989), chegou-seactusao de
gueZ2ctrata-se de 1’-decanoato de cloranfenicol.

Figura 9 -A) Espectro de RMNH de 2c, CDCL, 300 MHz; B) Espectro de RMNC de 35
2¢, CDCk, 75 MHz.



Os espectros de RMRH e *3C de 1c, 1d e le s&o bastante parecidos (ver
Anexos), sendo eles diferenciados unicamente pelo tamanho da assfala © mesmo
ocorre para os derivad@z, 2d e 2e os quais foram identificados comparando-se os
seus dados espectrométricos com dados descritos na literatur@l(INF, CARREA

& RIVA, 1989) para esses mesmos compostos.

O espectro de RMNH 1f (Figura 10) apresentou além dos Varios sinais
observados para cloranfenica) (Figura 4A, Pag. 30), sinais eénv,42 - 7,68 (m, 8H),
6 7.97 — 8,0 (m, 2H)$ 8.05 — 8,08 (m, 2H) & 8,25 (d,J = 8,8 Hz, 2H), sugerindo a
presenca de trés anéis aromaticos. Comparando-se os dados délRNS del e 1f
chegou-se a conclusédo de dii¢rata-se do produto diacilado chamado 1’,3’-dibenzoato
de cloranfenicol.

Figura 10 - Espectro de RMM de1f, CDCk, 300 MHz.

Dados da literatura mostram que a acetilagdo enzimatica dega@mado
cloranfenicol {), produz apenas o produto de acetilagdo da hidroxila prinaria
(GOTORet al, 2008). Deste modo, resolveu-se estudar reacdes de hidrolise ermimatic
do 1’,3'-diacetato de cloranfenicald), afim de se obter como produto majoritario 1'-
acetato de cloranfenica24).
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1.3.1.2 Estudo de hidrélise enzimatica de 1',3’-acetato de cloranfeb#ol (

Para realizacdo da reacdo de hidrolise enzimétichadas condi¢cdes foram
otimizadas pela variacdo de parametros tais como: enzima, &uorpersolvente
organico, pH do tampéo e propor¢cao solvente/tampéo, com o intuito de s2eohder

maior propor¢ao possivel.

1.3.1.2.1 Selecao da enzima

Inicialmente, as enzimas CAL-B, LIPASE PS Amano SD e LIBAS Amano
IM, foram testadas na reacdo de hidroliseldgltem 4.4.2, pag. 105). Uma reacéo
controle foi realizada na auséncia de enzimas. Analise por CG&A extratos
reacionais revelaram a formacdo de produtos de hidrolise somarsteapreacdo

catalisada por CAL-B, sendo esta enzima a empregada nas demais reacoes.

1.3.1.2.2 Estudo da influéncia do solvente nas reacdes de hidrolise enziméatica de

A influéncia do solvente na reacdo de hidrolise enzimatidade investigada,
uma vez que a literatura descreve esse parametro reacional sEmdo muito
importante na formacédo dos produtos (FRANSSE&iNal, 1998). A metodologia
empregada nesse processo esta descrito, no Iltem 1.4.4.3.1, Pag 66. Os solventes testados
foram CHCN, 1,4-dioxano e THF, os quais se mostraram capazes de solubilizar o
substrato. Os produtos obtidos foram analisados por CLAE e os resdtadodram-

se na Tabela 1.

Tabela 1 - Reagdes de hidréliseldautilizando diferentes solventes orgéanicos (cord@fs).

X o
) JK /@J\pm
Reacdo Solvente om m O z: N HZHZ
1a(%) 2a(%)° 38(%)° 1(%)*
1 CH3CN 17,5 74,5 0 8,0
2 1,4-Dioxano 73,0 9,0 0 18,0
3 THF 54,0 30,5 0 15,5

& Quantificado por CLAE, CondicGes reacionais: Ermi@AL-B, Solvente/tamp&o 80:20, pH=7,30°C e
250 rpm por 24 h Condi¢des de analise: fluxo denfl,8nin, Hexano:isopropanol (80:20), 40 °C, 18 bar,
10 pL de injecdo, coluna quiral AS
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Os cromatogramas apresentados na Figura 11(A-C), Pag. 38, dmem as
dados apresentados na Tabela 4, mostram, claramente, que ha umaletaiatasie

quando o solvente utilizado nas reacdes de hidrolida tie CH;CN (Reacgéo 1).

Nesse caso, 82,5% do substrato de partida foram hidrolisados apds 24 horas de
reacao, tendo como produto majorité2e(74,5%) e apenas 8,0% de cloranfeniddl (
Na reacgdo realizada em THF (Reac&o 3), apenas 30,524 del5,5% del foram
formados no mesmo periodo de tempo. Apenas 27%aderam hidrolisados quando
1,4-dioxano foi empregado como solvente (Reacado 2), send@ag{®80) foi obtido
como produto minoritario da reacdo e o cloranfenidplf¢i formado em 18% de

conversao. Vale ressaltar que em nenhum caso foi observada a formagao de

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (EM\BMO00016.D)
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Figura 11 — Cromatogramas das reacdes de hididdig¢a utilizando como solvente organico: A)
CHsCN; B) 1,4-dioxano; C) THF, a 30 °C de temperatura.
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1.3.1.2.3 Estudos da influéncia da temperatura nas reacdes

Em um segundo estudo, investigou-se a influéncia da temperatura de aeac
fim de se comparar com os dados obtidos anteriormente. A metodotogragada
nesse processo esta descrita no Iltem 1.4.4.3.2, Pag 66. Os produtos obtidos fora
analisados por CLAE, como mostrado na Figura 12(A-C), Pag 40, e otadesul
encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 — Reac¢édo de hidroliseldea 20 e 30 °C (conversdo %)

(o}

)ko o )ko OH o §
ok OJ\ HN OC'-I|
Reacdo Solvente T(°C) W o m D on W o ozN%
o OHCI o OHCI 2 OHCI 1 o/oa i
1a(%)? 2a(%)? 3a(%)* (%)
CHCN 30 175 74,5 0 8,0
2 CHiCN 20 7.5 78,0 0 145
3 14 4 73,0 9.0 0 18,0
Dioxano
4 L4 50 63,0 14,0 0 23.0
Dioxano
5 THE 30 54,0 30,5 0 155
6 THE 20 20,5 67,5 0 12.0

# Quantificado por CLAE

Condicdes reacionais: Enzima CAL-B, ¢EN/tampéo 80:20, pH = 7 e 250 rpm por 24 h

CondicOes de andlise: fluxo de 0,8 mL/min, Hexammiopanol (80:20), 40 °C, 18 bar, 10 pL de injecéo
coluna quiral AS

A Tabela 2 confirma que em ambas as temperaturas aoreagaais seletiva
quando se utilizou C¥N como solvente da reacdo. Observou-se ainda que, em todos
0S casos, 0S processos realizados a 20 °C foram 0s que apresentaoa@s m
conversdoes e seletividades. Na reacdo realizada erCNfHa diminuicdo da
temperatura promoveu um pequeno aumento na proporcda eaima inversao nas
proporgdes déda e 1. Quando o processo foi realizado utilizando-se 1,4-dioxano como
solvente, observou-se um aumento de mais 10% na conversae ae proporcao dos
produtos2a e 1. No caso especifico do emprego de THF como solvente, observou-se
um aumento de 33% na conversaoldee um aumento de mais 37% na seletividade.
Embora esta tenha sido a condicdo que apresentou melhores resultadas com

diminuicado da temperatura, os resultados obtidos copCNHinda foram os melhores.
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Desta forma, optou-se por continuar trabalhando comC@Hcomo

solvente organico, realizando-se as reacoes a 20 °C.
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1.3.1.2.4 Estudo da influéncia do pH nas reacotes

Investigou-se ainda a influéncia do pH da reacdo na conversda dena
proporcdo dos produtos formados. A metodologia empregada nesse processo esta
descrita no Item 1.4.4.3.3, Pag 67. Os produtos obtidos foram analisados @er CLA
como mostrado nas Figuras 13(A-C) Pag 42, e 14(A-C) Pag 43, e ultdes

encontram-se apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Reacdo de hidroliseldeutilizando pH de 5 5 a 8,5 (conversdo %)

(o}

g oH
Reacdo pH on m o OZNQ/':NQDS
1a(%) 2a(%) 2 3a (%) 1(%)a0 )
1 55 81,7 9,8 0 8,5
2 6,0 42,9 56,1 0 1,0
3 6,5 38,1 59,4 0 2,5
4 7,0 7,5 78,0 0 14,5
5 7,5 39,7 47,8 0 12,5
6 8,0 33,1 51,8 0 151
7 8,5 31,6 50,7 0 17,7

& Quantificado por CLAE

Condicdes reacionais: Enzima CAL-B, ¢EN/tampéo 80:20, 20 °C e 250 rpm por 24 h

Condicbes de analise: fluxo de 0,8 mL/min, Hexawomiopanol (80:20), 40 °C, 18 bar, 10 pL de
injecdo, coluna quiral AS

E sabido que as enzimas lipases tém suas maiores atividaaliEasina faixa
de pH de 6,0 a 7,5. Estudos similares revelaram que em pH acido alijpmsas
apresentam baixa estabilidade (WATANABEal, 1977).

Desta forma, as reacdes foram realizadas variando-se o pH de3,5 a fim de
comparar os resultados com os anteriormente obtidos nas reacdes realizadas a pH 7,0.

Analisando a Tabela 3 é possivel observar que os melhores resiitains
obtidos quando a reagéo foi realizada em pH 7,0 e que a diminuigdo deopthalema
diminuicdo na conversdo de. em pH 5,5, observou-se a menor proporc¢do do produto
2a (9,8%). A reacao realizada em pH 6,0 (reacdo 2) mostrou-se bastdetiea,
formando2aem 56,1% e apenas 1% HeEm pH 7,0 houve um aumento na conversao,
mas diminuicdo da seletividade. Quando as reac¢des foram realeradald acima de
7,0, foram observadas menores variagbes na conversda dena propor¢cdo dos
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produtos2a e 1. Entretanto, observou-se que nessa faixa de pH d ddbrmado em

propor¢cdes maiores que aquelas obtidas nas reacdes realizadas em pH menor que 7,0.
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1.3.1.2.5 Estudo da influéncia da proporgao tampéao: solvente nas reagcdes

Investigou-se também a influéncia da proporcdo de tampdao fostailvente
organico, a fim de se comparar com os dados obtidos anteriormente odologia
empregada nesse processo esta descrito no Item 1.4.4.3.4, Pag @&duis mbtidos
foram analisados por CLAE (Figura 15, Pag 45) e os resultados, Ineonosovalores

de temperatura testados, encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4 — Reacédo de hidroliseldevariando-se a proporgéo entre tampao e solveotwécsdo %)
o

B )j\ OH
Tampéo Aoy
O,N C' OaN CI OaN H

Reacdo fosfato =~ CHiCN

o la (%) 2a (%) 3a (%) 106"
1 5% 5% 83,0 4,0 0 13,0
2 90%  10% 40,5 42,0 0 17,5
3 80%  20% 17,5 74,5 0 8,0
4 50%  50% 79,0 9,0 6,0 6,0
5 200  80% 880 9,5 2,0 1,0

¢ Quantificado por CLAE

Condicdes reacionais: Enzima CAL-B, pH = 7, 20 Z5@ rpm por 24 h

Condicdes de analise: fluxo de 0,8 mL/min, Hexao@iopanol (80:20), 40 °C, 18 bar, 10 pL de injecéo
coluna quiral AS

De acordo com os dados mostrados na Tabela 4, fica claro que lozasel
resultados sdo os obtidos anteriormente quando se utilizou uma proporca@@e 80:
tampao:CHCN. O aumento da quantidade de tampao fosfato levou a formacéo de
apenas 17% de produto hidrolisado, ao passo que a diminuicdo da quantidade de tamp&o
no meio reacional (Reacdes 4 e 5) levou a uma diminuicdo na conversao
regiosseletividade. Garcia e colaboradores utilizaram essanangroporcdo de
tampéao/solavente (80:20) para a reacdo de hidrolize enzimaticébddi-®-levulinil-
nucleosideos e obtiveram distintos produtos utilizando distintas en¢t@®#dRCIA et
al, 2002). Nazir e colaboradores obtiveram resultados satisfatorios dnélisie
regiosseletiva do croteopxido utilizando uma proporgéo 70:30 (tampéo/sojawente
seus experimentos (NAZI& al, 2009).
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1.3.1.2.6 Hidrolise enzimética de derivados diacilados de cloranfehicell(f)

Os experimentos discutidos no Item 3.2.1 indicaram que as melhores cendi¢cbe
para hidrolise enzimatica de foi aquela onde se utilizou CAL-B como biocatalisador,
em uma mistura de GBN e tampéao fosfato pH = 7,0 na uma proporcédo de 20:80,
temperatura de 20 °C, 250 rpm e tempo de 24h. Desta forma, decidiicae tays
condi¢des na reacdo de hidrolise dos derivados de cloranfenicol dbacfla-1f), os
quais se diferenciam pela natureza dos grupamentos alquilesde@s das moléculas

(Esquema 13).

X X
R o ).i R” o oH i oH
@/HAO R cae mOH + mo R Q/'\ﬁoH
CH3CN 20% HN Cl
HN Cl 30 80 HN Cl +
0N H Tamp&o 80% O,N H O,N H ON HN Cl
20°C, 24h o Cl H
[¢] Cl o Cl 1 (0] Cl
1b: CH,CHg 2b: CH,CHg 3b: CH,CH,
1c: (CH)gCH3 2¢: (CH)gCH3 3c: (CH3)sCH3
1d: (CH5)10CH3 2d: (CH3);10CH3 3d: (CH)10CHg
1e: (CH2)14CH3 2e: (CHp)14CH3 3e: (CH3)14CH3
1f: Ph 2f: Ph 3f: Ph

Esquema 13 — Reacao de hidrélise enzimatica deltfb

Os produtos obtidos foram analisados por CLAE (Figura 16(A-E), Pag d%)

resultados bem como os substratos empregados encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5 — Reagao de hidroliselde— 1f (converséo %)

Reacdo (R) 1b-1f (%} 2b-2f (%) 3b-3f (%)* 1 (%)?
1 CH;Me 18,8 (Lb) 73,5 @b) 3,3 3b) 4,4
2 (CHp)sMe 89,9 (o 10,1 Qo) 0 B0 0
3 (CHp)10Me 95,8 (Ld) 4,2 @d) 0 (3d) 0
4 (CHp)1sMe 100 (e 0 (2¢) 0 (3¢ 0
5 Ph 100 (1f) 0 (2f) 0 (3f) 0

¥ Quantificado por CLAE

Condicdes reacionais: Enzima CAL-B, proporcdo,CNWtampédo 20:80 pH = 7, 20 °C, 250 rpm
por 24 h

Condicdes de analise: fluxo de 0,8 mL/min, Hexauuropanol (80:20), 40 °C, 18 bar, 10 pL
deinjecéo, coluna quiral A

Analisando os dados da Tabela 5 pode-se observar que a hidrdliséedeu a
formacao de 73,5% do produto desej&thoe 3,3% do regioisbmer8b. Foi possivel

observar também que o aumento do tamanho da cadeia lateral (R) do ajiaupm a
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substrato promoveu uma diminuicéo significativa da acao hidroliticaziaa, até um
ponto onde ndo mais se observou reacdo. Esses resultados sugerem iueh poss
impedimento estérico exercido pelo grande numero de carbonos na atatelad que
impossibilita a formag¢do do complexo entre o substrato e o sitio ativo da enzima.
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1.3.1.2.7 Sintese e hidrélise enzimatica de 3’-acetato-1'-palmitato de clorah{@hic

Os resultados anteriormente obtidos revelaram que quanto menor o numero de

carbonos do grupamento acila na posicdo menos impedida (3’), um maior valor de

conversao € obtido. Nesse sentido, optou-se por realizar a reacdo deehittyGB’-

acetato-1’-palmitato de cloranfenicol contendo um grupo mais volumoksitgia) na

posicdo (1) e um grupo menos volumoso (acila) na posicéo (3’).Imemde, realizou-

se a acetilacdo enzimatica do cloranfenidépl ¢onforme Item 4.4.6.1, Pag 74. Seguido

da acilacdo do derivado acetilada) utilizando-se cloreto de plamitoila como agente

acilante (Item 1.4.4.6.2, Pag 74) (Esquema 14).

OH

OH
ON HN Cl
2 >_<

1 o Cl

CAL B

CchN
Acetato
de vinila

250 rp
20°C, lh

W*

DMAP

NEt;
CH,Cl,
Cloreto de
palmitoila

_—

Agitacédo

ta, 1h

O

(CH2)14

W*

Esquema 14 Sintese guimio-enzimatica de 1'-palmitato-3'-aceti cloranfenicol?).

A reacao de hidrolise enzimatica de 1’-palmitato-3’-acetatdatanfenicol {)

foi realizada (Esquema 14) utilizando-se as condi¢cdes otimizadasoanente na
hidrolise de cloranfenicol-1’,3’-acetatbd) (Item 1.4.4.7, Pag 75).

(CH2)14

N

)K

CAL-B
CH3CN
Tampéao
fosfato (0,1M)
pH 7

+

250 rpm
20°C, 24 h

N
(CH)14

O,N

O

)J\O

OH
HN Cl
2¢ O Cl

Esquema 15 - reacédo de hidrélise enzimatica ghalinitato-3’-acetato de cloranfenicdl) (
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Apos 24 horas sob condicdes reacionais, evaporou-se 0 solvente sob pressao
reduzida e a mistura reacional foi purificada. Entretanto, anflise RMN H,
(ANEXOS) confirmou que o produto se tratava do material dedpaf), confirmando
gue o impedimento estérico exercido pela longa cadeia latenal éos fatores que

impossibilitam a reacdo de hidrolise enzimaticdce lenessas condicdes.

1.3.2 Estudo quimio-enzimatico e sintese de derivados de tianféicol (

Dados da literatura afirmam que a acilacdo do tianfenicatanitio doadores de
acila vinilicos catalisada por lipases tem como Unico produto eeti@of acilado na
posicdo 3’ (SHIlet al 2005). Visando obter, regiosseletivamente, novos derivados
acilados do tianfenicol2], realizou-se uma reacdo de acilacdo enzimatica utilizando
CAL-B como catalisador e distindos doadores de acila vinilicos gatatencdo dos
compostos acilados na posicédo 3'. Para a obtencdo dos compostos acilpdsisa
1’, optou-se por realizar reacdes de hidrélise do diacetato detidnfenicol @a) e

dipropionato de 1’,3'-tianfenicolp).

1.3.2.1 Acilacdo quimica de tianfenica) (

Desenvolveu-se a sintese quimica dos derivados do tianfenicol mono e
diacilados (Item 1.4.5.1, P4g 76) de acordo com o Esquema 16. Os mesrinamse
como padrdes para as metodologias de analise em cromatograftanata delgada e
CLAE (Item 1.4.5.6, Pag 78). Os produtos foram purificados por cromatogmafigele
de silica, analisados por CLAE e caracterizados por RMN"C-BB e *C-DEPT
(ANEXOS)

o
J o
OH R0 o
puse ) r N o o
OH CH:CIZ O" R o)LR
HN Cl Ag. acilante HN cl + OH
Me:S Van MeO,S oot HN  Cl
ta, 1h MeO,S MeO,S’
, 0 d >/’_< ) (
o ¢ o c
: 6a: CH (19%)
4a: CH3 (37% 5a: CHg (11%) : CHg
4b: CHzéH3 25)34%) 5b: CH ,CHg (7%) 6b: CH,CHj (16%)
: 9 5¢: (CH )sCH3 (4%) 6c: (CH2)gCHs (12%)
4c: (CH)gCH3 (61%) 2)gLH3 |
- (CHACH 50 (CH2)10CH3 (29 60 (CH2)10CH3 (8%)
4d: (CH 2)10CH3 (50%) : (CH)10CH3 (2%) o (On3GS oty
4e: (CH,)14CH3 (41%) 5e: (CH2)14CH3 (10%) 1 (CH2)14CHg

Esquema 16 — Acilacdo do tianfenic®) por métodos quimicos.
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Nesta etapa, para cada reacao foram obtidos trés pradtose 6x (onde x =
a, b, c, d, e), os quais foram isolados e analisados por ressonagoktioa nuclear de
hidrogénio-1 e carbono-13 (RMM# e **C, respectivamente).

O espectro de RMNH de 4a (Figura 17B) apresentou, além dos varios sinais
observados para tianfenicd) (Figura 17A), dois sinais intensos en2,07 (s, 3H) &
2,15 (s, 3H) referentes a duas metilas. O espectro de R®INle 4a (Figura 18)
apresentou, além de varios outros sinais, doi$ &®,77 ed 20,97 referentes a duas
metilas, bem como dois sinais &n169,84 & 170,68 referentes a duas carbonilas de
éster. Comparando-se os dados de RMMN '°C de2 e 4a (Tabela 6, P4ag 51), chegou-

se a concluséo de gda tratava-se do produto diacetilado 1’,3’-diacetato de tianfenicol.

555 2 § L3338 gEgsssoh=s
5288 g 22 = A
rqnl%r]x -3 uqn F o l|'5 ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ
OH
HN Cl
MeO,S —
o Cl
2
B
5 e = 5 g [Blg [z
£ g|s e = SilE EE
40 a0 70 6.0 50 a0 30 20 10
(pom)
¥z B2 B B E23E B3EEa: EEsZi3tE 2 22 B
SN N e s [
(o]
ch)ko o
o)kCH3
— HN  Cl
o Cl

\h N
] I

55 ) 45 40 s 3o 25 Z0 15 10 s
(pom)

Figura 17 — Espectros de RMN de: A)2, MeOD, 300 MHz; B}ta, CDCk, 300MHz.
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Figura 18 - Espectro de RMRC de4a, CDCh, 125MHz.

O espectro de RMRH de6a (Figura 19A, Pag 52) apresentou, além dos varios
sinais observados para tinfenicg) (Figura 17A, Pag 50), um sinal intenso &rg,08
(s, 3H), referente a uma metila. O espectro de Rf@Nde 6a (Figura 19B, Pag 52)
apresentou, além de varios outros sinais, und 850 referente a uma metila, além de
um sinal emd 170,43 referente a uma carbonila de éster. Comparando-se os dados de
RMN *3C obtidos par®a com dados da literatura (St al 2005), observou-se uma
mudanca no valor do deslocamento quimico de C&a&3 para 63,2 e em C-2 dé
58,2 parad 54,3 (Tabela 6), caracterizando o composto acilado na posi¢cdo 3h,Assi
concluiu-se de quéa tratava-se do 3'-acetato de tianfenicol.

Tabela 6 - Dados de RMNC (5 ppm) de tianfenicold) e derivados mono e diacetilados.

Ndmero do tianfenicol (2)? 3’-acetato de 1',3’-acetato de
carbono  (SHI etal, 2005) tianfenicol (6af tianfenicol (4a)f
1 71.44 70,76 73.04
2 58.18 54,53 52.91
3 62.31 63,16 62.23
4 164.65 164,58 164.38
5 67.70 66,31 66.23
6 141.15 139,65 141.11
7 128.04 127,44 128.08
8 127.97 127,14 127.89
9 149.75 147,24 142.59
10 44.53 44,64 44.57
3'C=0 - 171,47 170,68
1'C=0 - - 169,84
3'-Me = 20,98 20,97
1’-Me - - 20,77

(a) 125 MHz, CDEI_ (b) 75 MHz, CDGI
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Figura 19 - A) Espectro de RMN de6a, CDCL, 300MHz; B) Espectro de RMKC
de6a, CDCL, 125MHz.

O espectro de RMRH de4b (Figura 20A, Pag 53) apresentou, além dos varios
sinais observados para tianfenic®) (Figura 17A, Pag 50), um sinal intenso &rh,13
(m, 6H), referente a dois grupos -€&l um sinal end 2,38 (m, 4H) referente a dois
grupos -CH. O espectro de RNMC de4b (Figura 20B, Pag 53) apresentou, além de
varios outros sinais, dois e$r9,03 ed 9,11 referentes a duas metilas, dois sinai$ em

27,43 e3 27,59 referentes a dois grupos -Qidonfirmados por RMNSC-DEPT, ver
Anexos), bem como dois sinais @Ml73,27 e 174,08 referentes a duas carbonilas de

éster. Comparando-se os dados de RiMN °C de2 (SHI et al, 2005) e4b chegou-se
a conclusao de quth tratava-se do produto diacilado 1’,3’-dipropionato de tianfenicol.
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Figura 20- A) Espectro de RMNH de 4b, CDCL, 300MHz; B) Espectro de RMNC de
4b, CDCk, 125MHz.

O espectro de RMRH de6b (Figura 21A, Pag 54) apresentou, além dos varios

sinais observados para tianfenic®) (Figura 17A, Pag 50), um sinal intenso &rh,13
(t, J= 7,5 Hz, 3H) referente a um grupo -£&lum sinal ené 2,45 (q,J = 7,5 Hz, 2H)
referente a um grupo -GHO espectro de RNMC de 6b (Figura 21B, Pag 54)

apresentou, além de varios outros sinais, und éhl6 referentes a uma metila e um

sinal emd 27,61 referente a um grupo -Ektonfirmado por RNM“C-DEPT, ver

Anexos), bem como um sinal et 174,87 referente a uma carbonila de éster.

Comparando-se os dados de RM® obtidos par®b com dados da literatura (Skt

al, 2005), observou-se uma mudanca no valor do deslocamento quimico de &-3 de

62,3 parad 63,0 e em C-2 deé 58,2 paras 54,4, caracterizando o composto acilado na

posicdo 3'. Dessa forma, concluiu-se de dile tratava-se do 3’-propionato de

tianfenicol.
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Figura 21 -A) Espectro de RMNH de6b, CDCE, 300MHz; B) Espectro de RMNC de
6b, CDCkL, 125MHz.

O espectro de RMRH de4c (Figura 22A, Pag 55) apresentou, além dos varios
sinais observados para tianfenic®) (Figura 17A, Pag 50), dois sinais intensos, sendo
um emsd 0,88 (m, 6H), referente a dois grupos +Cdioutro emo 1,27 (s, 24H),
caracteristico de cadeia lateral formada por véarios grupos ligddos entre si. Foram
também observados um sinal ém,63 (m, 4H), referente a dois grupos &l dois
sinais emd 2,27 (tJ=7,7 Hz, 2H) & 2,38 (tJ = 7,2 Hz, 2H), referentes a hidrogénios
a carbonila. O espectro de RMRC de4c (Figura 22B, Pag 55) apresentou, além de
varios outros sinais, um eil14,06, referente a dois grupos £kinco sinais entré
22,62 e 34,02 referentes a dezesseis grupos,-€bhfirmados por RNMC-DEPT,
ver Anexos), bem como dois sinais &m72,38 & 173,26, referentes a duas carbonilas
de éster. Comparando-se os dados de RMIN**C de2 (SHI et al, 2005) e4c chegou-
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se a conclusdo de quéc tratava-se do produto diacilado 1',3’-didecanoato de
tianfenicol.
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Figura 22 -A) Espectro de RMNH de4c, CDCk, 300MHz; B) Espectro de RMINC de
4¢, CDCh, 12EMHz.

O espectro de RMRH de6¢c (Figura 23A, Pag 56) apresentou, além dos varios
sinais observados para tianfenic®) (Figura 17A, Pag 50), um sinal intenso &M,88
(t,J=7,7 Hz, 3H), referente a um grupo -£ld outro end 1,27 (s, 16H), caracteristico
de cadeia lateral formada por varios grupos -ddos entre si. Observou-se ainda um
sinal emd 1,64 (m, 2H), referente a dois grupos &l um sinal ens 2,37 (tJ=7,4
Hz, 2H), referente a hidrogéniescarbonila. O espectro de RMNC de 6¢ (Figura
23B, Pag 56) apresentou um sinal &dv,28, referente a um grupo -g;Marios sinais
entred 22,85 ed 34,32, referentes a oito grupos -Cfgonfirmados por RNMEC-
DEPT, ver Anexos), e um sinal eth 174,45 referente a uma carbonila de éster.
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Comparando-se os dados de RIS obtidos par&c com dados da literatura (Skt

al, 2005), observou-se uma mudanca no valor do deslocamento quimico de &-3 de
62,3 para 62,7 e em C-2 d& 58,2 para 54,4, caracterizando o composto acilado 3’-
decanoato de tianfenicol.
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Figura 23 -A) Espectro de RMNH de6¢, CDCk, 300MHz; B) Espectro de RMNC de
6¢c, CDChk, 125MHz.

Os espectros de RMRH e *3C de 4c, 4d e 4e s&o bastante parecidos (ver
Anexos), sendo eles diferenciados unicamente pelo tamanho da assleila © mesmo
ocorre com os derivaddc, 6d e 6e o0s quais foram identificados comparando-se 0s
seus dados espectrais com os descritos na literaturae{@ii12005) para os mesmos

COMpostos.
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1.3.2.2 Acilacdo enzimatica de tianfenic@) (

Buscando-se obter derivados de tianfenicol com alto grau de selddivida
realizou-se uma reacdo de acilagdo enzimatica (Esquema Bcpd com o item
1.4.5.2, Pag 77. Os produtos foram purificados por cromatografia em gelicde
utilizando como eluente uma mescla de solventes organicos, analpadGEAE e
caracterizado por RMRH, *C-BB e'*C-DEPT (ANEXOS).

CAL-B

OH N,
6a: R = CH3 (100%)

CH5CN OH (0]
oH Agente J§ 6b: R = CH,CHj (100%)
o o acilante 0 R 6¢c: R = (CH»)gCHg (100%)
—_— HN  Cl 6d: R = (CH)10CH3 (100%)
MeO,S >/’_< MeO,S /103
o cl

oo Do 6e: R = (CH);4CH3 (100%)
, O c

Esquema 17 - Reacdo de acetilacdo enzimaticamfericol @).

Em todos os casos obteve-se 100% de conversao de tian{@pieal 6a — 6e
(Figura 24A-E, Pag 58), ficando evidente o alto grau de regiosseldgvidareacao de
acetilacdo enzimatica deutilizando-se todos os tipos de doadores de acila. A reacéo se
processou em 24 h e somente a hidroxila menos impedida foi acetistddos
similares foram descritos na literatura por Shi e colaborad@® quais obtiveram
derivados de acilados na posicdo 3’ utilizando ésteres divinilicos como doadores de
acila (SHIl et al, 2005). Resultados similares também foram obtidos por Ottolina e
colaboradores quando utilizaram o mesmo procedimento para acieciwahfenicol
(1) (OTTOLINA, CARREA & RIVA, 1990).

57



DAD1 A, Sig=215,8 Ref=off (BMBNMOO0095.0Y

A

(=]

10

b
0

TAD1 A, Sig=215,8 Ref=off (BMBMO000097.D)

B

382

n
@*;

6b ©O

v sl uls

58

MeO,S

8
i

200

o
i

12 min

-

T T T T T T T T

2 4
DAD1 A, Sig=215,8 Ref=of (BMBMO000103.0)

C
OH o)
J@)\,AOJ\(CHZ)M
HN Cl
MeO,S 7—(
o cl
6¢c

6

mAU J
500
400
300 3
200

1004

0]

T = % = 5 ° z
0 2 4
DAD1 A, Sig=215,8 Ref=off (BM'BM000106.D}

14

mAU 3
800
5003
400

D

OH (@]
0" “(CH2)10CHs 6d

m s
E |
300 MeO,S HN7_<C

(0] Cl

| 6d

100

T
4

o —

14

miny

0

2

mALU 1
500

400
300
200

100

0

E

|
|l

DADT A, 5ig=210.4 Ref=off (BNBM000056.0)

6e

OH

HN
O

O “(CH2)14CH3
Cl

Cl

i
_
1
o A
z T

0

5

T T
25 min

Figura 24 Cromatogramas das reacdes de acilacdo enzimatatizando como doador de acila
A) acetato de vinila, B) propionato de vinila, Cdcdnoato de vinila, D) laurato de vinila e

palmitato de vinila.
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1.3.2.3 Estudo cinético da reagéo de acilacdo enzimatica de tianf@hicol (

Um segundo estudo foi realizado na tentativa de diminuir o tempo rdaciona
Para isso, o experimento foi montado de acordo com o Item 1.4.5.3, Pagquiotadi
de 15 pL foram retiradas a cada hora e analisadas por CLAE,dados obtidos

encontram-se dispostos na Figura 25.

120
100 -+

M 6a
80 A

M 6b
60 A

=
40 - bc
20 A H 6d

0 - M 6e
1h 2h 3h

Figura 25 - Valores de conversao dos produtos edtidtempos reacionais de acilaca@.de
# Quantificado por CLAE, Condigdes reacionais: CALEBLCl,, N,, agente acilante e 250 rpm

Os dados da Figura 25 mostram o qudo rapido e seletivo sdo 0s processos
realizados enzimaticamente. As reacdes realizadas coatocaeepropionato de vinila
como doador de acila se completaram em 1 hora, enquanto as deagaes,reom

doadores de acila mais volumosos, completaram cerca de 98 % em no maximo 3 horas.

1.3.2.4 Estudo de reutilizacdo de enzima em reacoes de acilagéo de tiarifgnicol (

O préximo passo do estudo foi verificar a reutilizacao do catilisempregado
nos processos de acetilacdo enzimética. A reacao foi reatieadeordo com o Item
1.4.5.4, Pag 78. Apos 2 horas, encerrou-se a reacao, filtrou-se, lavou-sea asz
qual foi reutilizada em uma reagao posterior.

Foram realizados cinco processos utilizando as mesmas enzimdsd&s as
reacdes o produtoc foi formado com 100% de conversao.
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1.3.2.5 Hidrélise enziméatica dos derivados de tianfenicol diacikkalegb

Para este estudo, apernda e 4b foram submetidos a reacdo de hidrdlise
enzimatica devido ao fato de que ficou comprovado, em estudos anteriores, que a reacao

nao ocorria em substratos que possuiam uma cadeia lateral extensa.

Visando-se obter tianfenicol-1'-acetatba) e tianfenicol-1’-propionato 50),
realizou-se a hidrélise enzimatica da e 4b (Esquema 18) de acordo com o Item
1.4.5.5, P4g 78. O andamento da reacdo foi acompanhado por CCDA e ap0s 24 hora
encerrou-se a reacdo. Separou-se as enzimas do meio reaciofifdapao simples,
evaporou-se o solvente a pressao reduzida e o produto reacional foi analisado por CLAE

e os dados obtidos encontram-se na Tabela 7.

X i
CAL-B )J\
CHZCN
R o o Tar%péo R @
)J\ fosfato (0,1M)
(@] R pH 7 OH
MeO,S HN Cl 250 MeO,S HN <l
rpm e
2 } < 20°C, 24 h 2 >/'—<
(@) Cl (@) Cl
4a: R = CHj; 5a: R = CHj
4b: R = CH,CH3 5b: R = CH,CH3

Esquema 18Reacao de hidrélise enzimaticadiee 4b.

Tabela 7 Reacédo de hidrolise da e 4b (converséo %).

Reacdo R 4 (%)? 5 (%)? 6 (%)? 2 (%)*?
A, . X vg o
4%(18,2)0 °a(80.8) 6a(00) 2(4,0)
Lo . ~ A oH o s
4b (80,8)C' 5b (65,6)c | 6b (108,53' 2(4,1)

¢ Quantificado por CLAE

Condicdes reacionais: Enzima CAL-B, ¢FN/tampéao 80:20, pH = 7 e 250 rpm por 24 h
Condicdes de analise: fluxo de 0,8 mL/min, Hexaumiopanol (80:20), 40 °C, 18 bar, 10 uL de
injecdo, coluna quiral AS
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A Tabela 7 mostra resultados satisfatorios e bastante semesif@@s obtidos na
reacdo de hidrolise de derivados diacilados de cloranfenigplcOmprovando a
reprodutibilidade do método. A hidrélise de foi bastante seletiva, enquanto na
hidrolise de4b se perde um pouco de seletividade devido a formacéb @egura 26).
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Figura 26 — Cromatogramas das reacc¢des de hidibdida)4a, B) 4b.

Os resultados discutidos nos Itens 1.3.1.2 a 1.3.1.2.7, que trata da sintese
quimioenzimatica de derivados do cloranfenicol, foram publicados naatuitar
(Tetrahedron67, 28582011), Anexos.
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1.4 PARTE EXPERIMENTAL
1.4.1 Métodos Cromatograficos
1.4.1.1 Cromatografia em gel de silica.

As cromatografias de adsor¢cdo em coluna foram realizadasandid gel de
silica da Vetecq mm 0,063-0,200), cdd. 195, gel de silica 60 da Mepakifh 0,040-
0,063) e Sephadex LH-20 Merck. O comprimento e diametro das colunaadatsli

variaram de acordo com as quantidades de amostras a serem cromatografadas.

As cromatografias de adsorcdo em camada delgada preparath@zP)CGC
analitica (CCDA) foram realizadas em cromatofolhas de aiom20 cm x 20 cm,
cobertas com gel silica 6@skcom CaSQ@ da Merck. A revelacdo das substancias nas
cromatoplacas foi feita pela exposicdo das mesmas a radidi@aoldta (254 e 365
nm), empregando-se uma lampada UV modelo UVSL-25 da Mineral LightaBb de
CCDP, a faixa correspondente ao fator de retencao da subgiésejada foi removida

da cromatoplaca e extraida com solvente organico.

1.4.1.2 Solventes

Os solventes empregados nas sinteses e resolugfes cinéticassémes,
destilados e armazenados sob atmosfera de nitrogénio no Laborat®iimdgnica da

Universidade de Oviedo.

Os solventes utilizados nas separagfes, assim como nas amalisatograficas
foram de procedéncia PA - Sifitle VeteC. As andlises por CLAE foram feitas com

solvente grau CLAE - Tedfa
1.4.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As separagOes cromatogréaficas por CLAE, dos derivados de clocahfeni
tianfenicol foram realizadas em um Hewlett Packard 1100 Chronagtogr com
detector de ultravioleta (UV), do Departamento de Quimica Omganinorganica da
Universidade de Oviedo (Espanha), utilizando-se as colunas ChiralpakCh8apak

IA, variando as condi¢des de analise de acordo com o substrato especifico.
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As andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia ELAdos
constituintes quimicos déspergillussp. (EV10) foram realizadas em um sistema
ShimadzU UFLC, equipado com um detector UV-Vis, com arranjo de diodos modelo
SPD-M20A, utilizando uma faixa de 210-400 nm. As separacOes foraam tesando

uma coluna de fase normal Phenomenex, luna 5u silica (2), 100A 250 x 4.6Qmm,
1.4.2 Métodos espectrométricos

1.4.2.1 Espectrometria no infravermelho (V)

Os espectros de infravermelho foram obtidos utilizando o espectcORERKIN-
ELMER 1720-X FT, usando discos de NaCl para amostras liquidas solaveis em cliaroférm
ou KBr para as amostras sélidde Laboratério de Bioorganica da Universidade de
Oviedo.

1.4.2.2 Espectrometria de massas (EM)

Os espectros de massas foram obtidos em cromatografo acoptedector de

massas OHP1100 (MS) por experimentos+ESI
1.4.2.3 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogéniarhioaoel3
(RMN *H e **C) unidimensionais foram obtidos em espectrémetros Bruker, modelo
Avance DPX-300, operando na frequéncia de hidrogénio a 300 MHz e na fregd@&nci
carbono a 75 MHz, com pulso de frequéncia e transformada de FourleddFT
Laboratério de Bioorganica da Universidade de Oviedo. Nos espeetr@®tl *H e
3¢, os deslocamentos quimicay foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados pelos picos do hidrogénio e do carbono pertencentes aslasol
residuais ndo deuteradas dos solventes.

Os solventes utilizados na dissolucdo das substancias foram clocofdum
metanol deuterados. Os seguintes valores foram empregados cogaciaféd = (s,5
7,27);°C = (t, 8 77,23) para cloroférmio & = (m, § 3,31); °C = (t, 5 49,15) para
metanol. As multiplicidades das bandas de absorcdo do hidrogénio nosossdec

RMN *H foram indicadas segundo a convencdo: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo
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dupleto), t (tripleto), q (quarteto) e m (multipleto). O padréo dkogenacdo dos
carbonos foi descrito segundo a convencédo: C (carbono néo hidrogenado); soiHqcar
metinico); CH (carbono metilénico) e GHicarbono metilico) e foi determinado através
da técnica DEPTOjistortionless Enhancement by Polarization Transé&m angulo de

nutacdo de 135CH e CH com amplitudes em oposicdo aoLH
1.4.3 Reagentes e solventes utilizados

* 4-dimetilaminopiridina (DMAP) de procedéncia Acros Organics;

» Acetato de vinila de procedéncia Fluka;

* Anidrido acético (AgO) de procedéncia Sigma-Aldrich;

* Anidrido propidnico de procedéncia Sigma-Aldrich;

» Trietilanina (EtN) de procedéncia Sigma-Aldrich;

» Lipase deCandida antarcticatipo B (CAL-B, Novozyme 435, 7300
PLU/g) de procedéncia Novo Nordisk Co;

» Lipase OS Amano SD dgurkholderia cepaciale procedéncia Amano;

» Lipase OS Amano IM dBurkholderia cepaciale procedéncia Amano;

» Cloreto de dacanoila de procedéncia Sigma-Aldrich;

* Cloreto de lauroila de procedéncia Sigma-Aldrich;

» Cloreto de palmitoila de procedéncia Sigma-Aldrich;

» Cloreto de benzolila de procedéncia Sigma-Aldrich;

» Propionato de vinila de procedéncia Fluka;

» Decanoato de vinila de procedéncia Fluka;

e Palmitato de vinila de procedéncia Fluka;

» Laurato de vinila de procedéncia Fluka;

* Benzoato de vinila de procedéncia Fluka;
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1.4.4 Sintese de derivados de cloranfenicol (1)

1.4.4.1 Acilacdo quimica de cloranfenicd) (

A uma solucéo de cloranfenicol (250,0 mg, 0,77 mmol) em 3,1 mL ¢€ICH
seco, adicionou-se DMAP (18,9 mg, 0,15 mmol), NE@61,3 puL, 1,16 mmol) e por
altimo 1,16 mmol do agente acilante (Tabela 8). A mistura redgiamenaneceu sob

agitacdo em atmosfera de nitrogénio a temperatura ambienteedurarfEsquema 19).

Transcorrido este tempo, evaporou-se 0 solvente sob pressdo reduzidastira mi

reacional foi purificado por cromatografia em gel de silithzando-se como fase

movel a mistura 60% AcOEt/hexano.

X
o)
oH DMAP R % o R)ko
o NEG By
CH,Cl, o R + oH
HN Cl Ag. acilante HN cl
O,N 2 < - O,N > < HN  cl
ta, 1h O,N
, O ¢ o cl
o cl
la: CHg 2a: CH3
1b: CH,CHg 2b: CH,CHg
1c: (CH,)gCHs 2c: (CH)gCH3
1d: (CH3)10CH3 gd; (g:z)mg:s
1e: (CH5)14CHs e: (CH2)14CH3
1f: Ph

OH o
oy
+ HN  Cl
O,N
o

3a: CHj

3b: CH,CH3
3c: (CH;)gCH3
3d: (CH,)1oCH3
3e: (CH,)14CH3

Esquema 19 - Reacdo de acetilacdo quimica dentdmiaol ().

Tabela 8 - Agentes acilantes utilizadosreagfes de acilagdo enzimaticalde

Agente acilante R
a Anidrido acético (109,0 pL, 1,16 mmol) CH;
b Anidrido propionico (148,7 uL; 1,16 mmol) CH,CHj;
c Cloreto de dacanoila (240,2 pL, 1,16 mmol) sl H;
d Cloreto de lauroila (276,0 pL, 1,16 mmol) (CHy)1CH3
e Cloreto de palmitoila (352,0 pL, 1,16 mmol) (9HCH;
f Cloreto de benzoila (134,8 pL; 1,16 mmol) Ph
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1.4.4.2 Hidrolise enzimética de cloranfenicol diacetildd) (

A uma solucao déa (30,0 mg, 0,073 mmol) em 150 pL de solvente, adicionou-
se 600 pL de tampéao fosfato pH 7,0; 100 mM e 1:1 de enzima (CAL-Belipa
Amano SD e lipase PS Amano IM), em peso em relada@o sendo o processo a 30 °C
e 250 rpm. Aliquotas foram analisadas periodicamente por CCD#ereoimpou-se a
reacdo decorridos 24 h. Por ultimo, a enzima foi filtrada e lasaalaAcOEt (3 x 10
mL). Evaporou-se o solvente a pressdo reduzida. O prod@afoEsquema 20) foi
purificado por cromatografia em CCDP utilizando-se como eluentastura 60%
AcOEt / hexano.

OAC 1 CAL-B OAcC
2 Solvente
3 Tampéao
/@JY\OACCI fosfato HN OHCI
HN B .
OzN 7 /\CI 250 rpm O2N V4 <CI
la © 30°C,pH=7 2a ©

Esquema 20 Reacéao de hidrdlise de cloranfenicol diacetilado

1.4.4.3 Padronizacgao das condi¢des reacionais de hidrolise de

1.4.4.3.1 Efeito do solvente

A uma solucéo dda (30 mg, 0,073 mmol) em 150 pL de solvente {CN,
THF, 1,4-dioxano), adicionou-se 600 puL de tampéo fosfato pH 7,0; 100 mM e CAL-B
(1:1 em peso em relacadla), sendo a reacéo realizada a 20 °C e 250 rpm. Decorridos

24 h a mixtura reacional foi extraida com {CHH, e analisada por CLAE.

1.4.4.3.2 Efeito da temperatura

A uma solucéo déa (30 mg, 0,0734 mmol) em 150 pL de £CHN, adicionou-
se 600 pL de tampao fosfato pH 7,0; 100 mM e CAL-B (1:1 em peselagéo dla),
sendo o processo a 20 e 30 °C e 250 rpm. Decorridos 24 h a mixtura refgional

extraida com ChCL, e analisada por CLAE.
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1.4.4.3.3 Efeito do pH

A uma solucéo déa (30 mg, 0,0734 mmol) em 150 pL de solvente, adicionou-
se 600 pL de tampéo fosfato pH (5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0; 8,5) 100 mM 8 CAL-
(1:1 em peso em relacédla), sendo o processo a 20 °C e 250 rpm. Decorridos 24 h a

mixtura reacional foi extraida com @EL; e analisada por CLAE.

1.4.4.3.4 Efeito da proporc¢éo solvente/tampéo

A uma solucédo (0,1M) dela (30 mg, 0,0734 mmol) adicionou-se
CHsCN/tampao fosfato pH 7,0; 100 mM (5:95, 10:90, 20:80, 50:50 e 80:20) % e CAL-
B (1:1 em peso em relagédd a), sendo o processo a 20 °C e 250 rpm. Decorridos 24 h a
mixtura reacional foi extraida com @EL; e analisada por CLAE.

1.4.4 .4 Hidroélise enzimatica dos derivados de cloranfenicol diacildgas

A uma solugéo delb-1f (30,0 mg, 0,073 mmol) em 150 pL de solvente,
adicionou-se 600 pL de tampéo fosfato pH 7,0; 100 mM e CAL-B (1:1 ememes
relacdo a 1a), sendo o processo a 20 °C e 250 rpm (Esquema 21)idDe@ftrh a
mixtura reacional foi extraida com @EL; e analisada por CLAE.

1 CAL-B
OR 2 Solvente OR
3 Tampéo
OR fosfato OH
ON HN7/_<C| —>250 om ON HN7_<CI
2 2
X O Cl 30°C, pH =7 3 O Cl
(x=b,c,d,e,f)

Esquema 21 - Reagdo dos derivados de cloranfatimtiladoslb-1f

1.4.4.5 Quantificacéo dos derivados de cloranfenicol obtidos por hidrdlise

A quantificacao dos derivados de cloranfenicol foi realizada atcevésrvas de
calibracdo dos produtos obtidos pelo método quimico classico. Solucbes estoques
desses derivados nas concentracdes de 0,05 — 0,5 mmol foram analisadas eno€LAE e
valores numéricos referentes as areas foram plotados em umadeucalibracdo
(concentragdwersusarea).
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Para analise por CLAE, 1,0 mg das amostras foram dissolvidh@mL de

hexano/isopropanol 10% e estocadas em pequaalss As condi¢des utilizadas para

andlise dessas amostras estao descritas nas Figuras 27 a 32.

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (BM\BM000012.0)

mAU §
] ht

1000

B

800
600
400

200—: |\

U_j -

I
0 5

mir

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (BMIBM000015.D)
mAU

350
300
250
200
150
100
50

N\

18

3 e
0 _j _____ e i S

0o 5

10

DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (BMIBM000004.D)

mAU 3 o
120
100
80
60- d ¢

40

20

b

0 5

T
10

15 20

min

Figura 27 - A)cloranfenicol (), B) 1’,3'-diacetato de cloranfenicold), C) 1'-acetato de cloranfenicdtd),
CLAE, fluxo de 0,8 mL/min, Hexano:isopropanol (80)240°C, 18 bar, 10 pL de injecao, coluna quir@l A
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DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (BM\BM000012.0) ' A
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DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (BMIBMQ00070.0)
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Figura 28 - A) cloranfenicol (), B) 1’,3-dipropionato de cloranfenicolllp), C) 1’propionato d
cloranfenicol 2b), CLAE, fluxo de 0,8 mL/min, Hexano:isopropanol (80}240°C, 18 bar, 10 pL
iniecdo. coluna auiral A.
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DADT A, Sig=210,4 Ref=off (BMBMO00012.0)
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Figura 29 - A)cloranfenicol (), B) 1',3'-didecanoato de cloranfenicdld), C) 1'-decanoato de cloranfenir

(20), CLAE, fluxo de 0,8 mL/min, Hexano:isopropano0(80), 40°C, 18 bar, 10 pL de inje¢&ojuna quire
AS.
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DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (BM\BM000012.0)
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Figura 30 -A) cloranfenicol (), B) 1',3'-dilaurato de cloranfenicoll(l), C) 1'-laurato de cloranfenicoR¢),
CLAE, fluxo de 0,8 mL/min, Hexano:isopropanol (80y240°C, 18 bar, 10 uL de injecao, coluna quir@l A
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DAD1 A, Sig=210,4 Ref=off (BM\BM000012.0)
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Figura 31 -A) cloranfenicol {), B) 1’,3'-dipalmitato de cloranfenicollg), C) 1'palmitato de cloranfenic
(2e), CLAE, fluxo de 0,8 mL/min, Hexano:isopropanol (80)240°C, 18 bar, 10 pL de injecéo, coluna q
AS.
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DADT A, Sig=210,4 Ref=off (BM\BMOD0012.0) '
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Figura 32 -A) cloranfenicol 1), B) 1',3'-dibenzoato de cloranfenicolfj, C) 1'-benzoato de cloranfeol

(2f), CLAE, fluxo de 0,8 mL/min, Hexano:isopropanol (80;240°C, 18 bar, 10 pL de injecdo, coluna q
AS.
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1.4.4.6 Sintese de 3’-acetato -1'-palmitato de cloranfenigol (

1.4.4.6.1 Acetilacdo enzimatica de cloranfeniddl (

A uma solucédo de cloranfenical)((200,0 mg, 0,62 mmol) em 4,13 mL de
CHsCN seco, adicionou-se CAL-B (1:1 em peso), e por ultimo o acetato de vinila
(285,30 pL, 3,10 mmol). A mistura reacional permaneceu sob agitaca@tenesfera
de nitrogénio a 20°C e 250 rpm durante 24 h. Transcorrido este tempo, evaporou-s
solvente a presséo reduzida e o produto reacional foi purificadoqroatografia em
gel de silica utilizando-se como fase mével a mistura At@kano 40% (Esquema
22).

CAL B

OH CH3CN

Acetato
/@/‘\‘/\OH de vinila /@/kr\ )]\
HN Cl
250r m
O2N O,N

H 20°C, 1h

Esquema 22 - Reacdo de acetilagdo enzimatita de
1.4.4.6.2 Acilacdo quimica do acetato de 3’-cloranfenia)l (

A uma solucdo do acetato de 3’-cloranfeni@&d)((198,0 mg, 0,54 mmol) em
5,42 mL de CHCI; seco, adicionou-se DMAP (13,3 mg, 0,11 mmol), )NB0,36 puL,
0,65 mmol) e por ultimo o cloreto de palmitoila (197,5 uL, 0,65 mmol). igtuna
reacional permaneceu sob agitacdo e em atmosfera de nitrogé&eimparatura
ambiente durante 1 h. Transcorrido este tempo, evaporou-se 0 solventes& pres
reduzida e o produto reacional foi purificado por cromatografia dndeyesilica

utilizando-se como fase movel a mistura AcOEt/hexano 30% ( Esquema 23).
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Esquema 23 - Reacgéo de acetilacdo quimida dilizando cloreto de palmitoila como agente aié

1.4.4.7 Hidrdlise enziméatica 3'-acetato -1'-palmitato de cloranfenigol (

A uma solucéo dé (35,0 mg, 0,06 mmol) em 116,0 uL de solvente, adicionou-

se 464,0 uL de tampéao fosfato pH 7,0; 100 mM e CAL-B (1:1 em peso agdoeh
1a), sendo o processo a 20 °C e 250 rpm. Aliguotas foram analisadabicpenente

por CCDA e parou-se a reacao depois de 24 h. Por ultimo, a enziiaafdafe lavada

com AcOEt (3 x 10 mL). Evaporou-se o solvente a pressdo redWidaoduto

reacional foi purificado por cromatografia em CCD preparatitthzando-se como

eluente hexano/AcOEt 30% (Esquema 24).

O

(CH2)14

m*

CAL-B
CH3CN
Tampéo
fosfato (0,1M)
pH 7

250 rpm
20°C, 24 h

@)

< P
(CHy)14~ O
OH
HN Cl
O,N —
2e O Cl

Esquema 24 - Reacdo de hidrélise enzimatica de
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1.4.5 Sintese de derivados de tianfen{2pl
1.4.5.1 Sintese quimica de derivados de tianfern#jol (

A uma solucao de tianfenic@l (100,0 mg, 0,28 mmol) em 2,80 mL de £
seco, adicionou-se DMAP (3,4 mg, 0,028 mmol), NG8,5 uL, 0,42 mmol) e por
altimo 1,5 eq. do agente acilante correspondentgTabela 9) em relacdo 2 A
mistura reacional permaneceu sob agitacdo e em atmosfeitaog€nio a temperatura
ambiente durante 1 h (Esquema 25). Transcorrido este tempo, evaporsohsnte a
presséao reduzida e o produto reacional foi purificado por cromatografégel de silica

utilizando-se como fase mével uma mistura de solventes organicos (Tabela 15).

e
o
OH
oo PPt "o o o
OH cHoCl, 0" R S *R
MeO,S HN Cl Ag. acilante MeO.S HN al + OH . N :
: Y, 4 €02 HN  cl
MeO,S
) d ta 1h o/>_<C| MeO,S 2 < 2 } <
o o« o
. 5a: CH 6a: CHy
b CHoCH 5b: CH3CHs 6b: CH,CHz
4¢: (CHa)sCHs 5¢: (CH2)gCHa 6¢: (CH)gCHg
4d: (CH2)10CH3 5d: (CH2)10CH3 6d: (CH2)10CH3
4’ (CH2)14CH3 5e: (CH2)14CH3 6e: (CH2)14CH3

Esquema 25 - Reacgdo de acilagdo quimica de tianfgg).

Tabela 9 - Agentes acilantes utilizados na reagdacdacao quimica de tianfenic@) € (%) dos eluentes
utilizados na purificagdo dos produtos.

Agente acilante R (%) Eluentes

Anidrido acético (39,72 pL; 0,42 mmol) CHs 60% ACOEt/hexano
Anidrido propiénico (53,97uL; 0,42 mmol) GEH; 60% AcOEt/hexano
Cloreto de decanoila (87,36 pL; 0,42 mmol (CH,)sCHs  30% AcOEthexano
Cloreto de lauroila (100,11 pL; 0,42 mmol) (J4CH3s  30% AcOEt/hexano
Cloreto de palmitoila (127,76 uL; 0,42 mmc (CH;)14CHz  20% AcOEt/hexano

®® o O T 9

76



1.4.5.2 Reacéo de acilagdo enzimatica de tianferffol (

A uma solugéo de tianfenica?, (50,0 mg, 0,14 mmol) e CAL-B (1:1 em peso
em relacdo &) em 1,40 mL de C§CN seco, sob atmosfera de nitrogéno, adicionou-se
5 eq. do correspondente éster viniklef (Tabela 16). A mistura reacional permaneceu
em agitacdo a 20 °C e 250 rpm por 24 h (Esquema 26). Transcorriderapte t
evaporou-se o solvente a pressédo reduzida e o produto reacional faagdarifior
cromatografia em gel de silica utilizando-se como fase mowelnuistura de solventes

organicos de acordo com a Tabela 10.

OH 1N, OH o 6a: CHg
2 CHgCN (seco) JJ\ 6b: CH,CH;
OH 3 Vinil ester o o R gg E(C:HZ%SCC'-E
HN c HN 2)10CH3
Me0,S < 250 rom MeO,S T 6e(CHuCHs
s o 20°C o

Esquema 26 - Reacdo de acilagdo enzimatica dertiaal (2).

Tabela 10 - Esteres vinilicos utilizados na readéacilacio enzimatica de tianfenic?) (
Y Esteres vinilicos R Eluentes (%)

Aceteto de vinila (64,7 pL; 0,70 mmol) CHs 60% ACOEt/hexano

Propionato de vinila (70,0 pL; 0,70 mmol)  &3H; 60% ACOEt/hexano

a
b
¢ Decanoato de vinila (157,1 puL; 0,70 mmo (CH)sCHs 309 AcOEthexano
d Laurato de vinila (182,0 pL; 0,70 mmol) (DHCHs 209 AcOEthexano
e

Palmitato de vinila (198,2 pL; 0,70 mmol) (CH2)14CHs 2004 AcOEthexano

1.4.5.3 Estudo cinético da reagéo de acilacdo enzimatica de tianf@hicol (

A uma solucéo de tianfenica?,(30,0 mg, 0.42 mmol) e CAL-B (1:1 em peso
em relacdo &) em 842,0 pL de CHCN seco, sob atmosfera de nitrogénio, adicionou-se
o éster vinilicoa-f correspondente (Tabela 11). A mistura reacional permaneceu em
agitacdo a 20 °C e 250 rpm. Aliquotas foram analisadas por CLA#&0aminutos e

parou-se a reacao apos o consumo total de
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Tabela 11 - Quantidades de ésteres vinilicos atis nas reacdes de acilacd@.de
Esteres vinilicos

a  Aceteto de vinila (38,8 ug; 0,42 mmol)

Propionato de vinila (45,8 mg; 0,42 mmol)
Decanoato de vinila (94,2 mg; 0,42 mmol)
Laurato de vinila (109,5 mg; 0,42 mmol)

O oS O O

Palmitato de vinila (138,3 mg; 0,42 mmol)

1.4.5.4 Reciclagem de enzima em reacdes de acilacédo de tianf2nicol (

A uma solugéo de tianfenica?, (50,0 mg, 0,14 mmol) e CAL-B (1:1 em peso
em relagéo &) em 1,40 mL de CECN seco, sob atmosfera de nitrogénio, adiciona-se
decanoato de vinila (182 uL, 0,70 mmol). A mistura reacional permanecagit®cao
a 20 °C e 250 rpm por uma hora. Transcorrido esse periodo, a enzifiteatta e
lavada com CECN (3 x 10 mL) e seca para reutilizacdo. Evaporou-se o solvente a
pressao reduzida e o produto reacional foi analisado por CLAE. Asianioram

reutilizadas em quatro ciclos.

1.4.5.5 Hidrolise enzimatica dos derivados de tianfenicol diacikalakh

A uma solucao déa (30,0 mg, 0,0699 mmolg 4b (30,0 mg, 0,0639 mmol) em
150 pL de solvente, adiciona-se 600 pL de tampéo fosfato pH 7,0, 100 m4-B C
(1:1 em peso em relagcéata), sendo o processo a 20 °C e 250 rpm. Decorridos 24 h a

mixtura reacional foi extraida com @EL, e analisada por CLAE.

1.4.5.6 Quantificagéo dos derivados de tianfeni2ol (

A quantificacdo dos derivados de tianfenicol foi realizada atraeésurvas de
calibracdo dos produtos obtidos pelo método quimico classico. Solu¢des estoques
desses compostos nas concentragcdes de 0,05 — 0,5 mmol foram analis&lasE e
os valores numéricos referentes as areas foram plotados emurwaade calibracéo
(concentracaoversus area). Para analise por CLAE, 1,0 mg das amostras foram
dissolvida em 1,0 mL de hexano/isopropanol 10% e estocadas em peqaenAs vi
condi¢des utilizadas para andlise dessas amostras estdcagasasitFiguras 33 (Pag
79) a 37 (Pag 83).

78



DADA A, Sig=215,0 Ref=cif (SMBMC00081.D)
maUd A §
704 FA
30—; OH J "||
50 OH f' \
] HN Cl P
404 MeO,S 7 [
30 o cl Fo
3 2 , \
20-; ‘.\
10- i } \
% T — T 7 | ™ — T
0 2 4 6 8 10 12 14 16min
DAD1 A, $ig=215,8 Ref=off (SMBM000082D)
] )
e B ? % @:@
8 )j\ (0) fe) F ¥
J 4a |
> HN ° cl |
o l& MeO,S fl
I| 4a Q2 = JJ
2- \ /
- /
0 _"“‘*-""---—--\._j \'\JI \!\M«/\*ﬁ%«—mmm;}"""“""‘"'_“"-
T T T T T T T T T T T T T T T T | T T T T ! T
0 5 10 % 2 2 30 min
DAD1A, 5132158 Ref=off [BMBM000063.0)
mAU ] @ W
C OH o} /% &
so4 o)J\ : v\?’ﬁ
: al 6a | \
60- MeO,S HN)—( \
] 6a O Cl \
407 | \
1 |
20 |
1 r'ﬁ /
0: N M e
. — -
0 5 10 15 2 25 ___min

Figura 33 - A) tianfenicol3), B) 1',3'-diacetato de tianfenicok§), C) 3'-acetato de tianfenic
(6a), CLAE, fluxo de 0,8 mL/min, Hexano:isopropanol (75:280°C, 20 bar, 10 uL de injec

coluna quiral AS
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DADT A, Sig=215,3 Ref=off (BMIBN000124.0)
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Figura 34 — cromatogramas de: A) tianfeni@)| B) dipropionato de 1’,3'-tianfenicodp), C) propionato
de 3'-tianfenicol 6b), CLAE, fluxo de 0,8 mL/min, Hexano:isopropanol (&%), 40°C, 20 bar, 10 pL
injecéo, coluna quiral IA.
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DAD1 A, Sig=215,8 Ref=off (BM\BMO000081.D)
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Figura 35- A) tianfenicol @), B) didecanoato de 1',3'-tianfenicolq), C) decanoato de 3'-tianfenicdd),
CLAE, fluxo de 0,8 mL/min, Hexano:isopropanol (7my240°C, 20 bar, 10 uL de injecao, coluna quir@l A
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Figura 36- A) tianfenicol @), B) 1’,3'-dilaurato de tianfenicold), C) 3'-laurato de tianfenicobl), CLAE,

fluxo de 0,8 mL/min, Hexano:isopropanol (75:25)°@020 bar, 10 pL de injecéo, coluna quiral AS.
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Figura 37 - A) tianfenicol2), B) 1’,3"-dipalmitato de tianfenicoldg), C) 3’-palmitato de tianfenicolg),

CLAE, fluxo de 0,8 mL/min, Hexano:isopropanob(Z5), 40°C, 20 bar, 10 uL de injecdo, coluna ¢
AS.
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1.5 CONCLUSOES

A primeira parte do trabalho teve como objetivo investigar rotasataidicas
eficientes para a producao de derivados de cloranfedicel tfanfenicol ) utilizando
lipases. Neste trabalho, foram realizadas as sinteses g#oasmde dois derivados de
cloranfenicol (), através de reagbes de hidrélise de derivados diacilados, e oito
derivados do tianfenicol2], sendo seis deles obtidos por reacdo de acilagdo e dois
obtidos através de reacoes de hidrélise de derivados diacilados. Agiesndiacionais
foram otimizadas através da variagdo de parametros tais carnmag solvente,

temperatura, pH e proporcao entre solvente e agente hidrolitico.

Na hidrolise enzimatica dos derivados de cloranfenicol diaciladgomelhores
resultados foram alcancados quando se utilizou uma mistura fENCtmpao fosfato
pH 7 na propor¢do de 20:80, CAL-B como biocatalisador, temperatura de 20 °C,
agitacdo de 250 rpm e tempo reacional de 24 h. Neste estudo, foi posstheir que
o tamanho da cadeia carbodnica do grupo acila € um fator determiaardatinidade

dos derivados diacilados, sendo a hidrélise do derivtadomais seletiva.

Desse modo, a reacao de hidrolise enzimatica do 1’,3’-diacetatordefehicol
(1a) e 1',3-dipropionato de cloranfenicolll§) mostrou ser uma rota eficiente na
producdo dos derivados de cloranfenicol monoacilados na posicédale @b,

respectivamente) em relacdo ao método de acilagdo por via quimica e vidieazima

A reacdo de acilacdo enzimatica do tianfeni@)| (tilizando CAL-B como
biocatalisador e éster vinilico como doadores do grupo acila, se maststante
eficiente, com altos indices de conversao e seletividade. Comodespasgprocessos

forneceram unicamente o produto de acilacao da hidroxila menos impedida (3’-OH).

A eficiéncia da enzima CAL-B reciclada na reacédo deag&d do tiafenicol (4)
foi investigada, sendo possivel concluir que esta se mantém ativaedagsaeinco

processos reacionais testados.

A reacdo de hidrolise enzimatica de tianfenicol-1’,3’-diaceté&, 6e mostrou
bastante seletiva, na qual foi observada a formacé&o de 80,8 % do t@lnféaicetato
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(5a). Menor taxa de conversao e seletividade foi observada na hidnutiseatica de

Cloranfenicol-1’,3’-diapropionatc4p).

Assim como no caso das reacdes de hidrolise dos derivados do clomnfenic
diacilados, a reacdo de hidrélise enzimatica do 1’,3-diacetatoadéerticol da) e
1’,3-dipropionato de tianfenicol5p) mostrou ser uma rota eficiente na producédo dos
derivados de tiranfenicol monoacilados na posicadha’e5b, respectivamente) em

relacdo ao método de acilagdo por via quimica e via enzimatica.
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Capitulo 2

Estudo Quimico Bioguiado de Fungos
Associados a Ascidia Eudistoma vannamai
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2 CAPITULO 2
2.1 INTRODUCAO
2.1.1 Quimica de produtos naturais de fungos marinhos

Fungos marinhos constituem uma rica fonte de novos compostos,
estruturalmente diversificados, com atividade anticancerigena,cetibaa e antiviral.
Em muitos casos, a producdo desses metabdlitos bioativos estéadessa um
mecanismo de defesa contra colonizacdo de suas superficies por outros
microorganismos ou alguns invertebrados (PAUL, RITSON-WILLIAMS BARP,
2011).

A literatura recente descreve a existéncia de 530 esp&désg€neros) de
fungos filamentosos marinhos, sendo 424 espécies (251 géneros) de Asspriitet
espécies (61 géneros) de fungos anamoérficos e apenas 12 e¢pégéaseros) de
basidiomicota (RATEB & EBElLet al, 2011). Dentro do filo ascomicota, o género
Aspergillusganha destaque, pois é amplamente distribuido na natureza. Espesées de
género sdo consideradas fungos de solo, decompositores e colonizkdordtiras

agricolas, e estao entre os fungos mais comuns na natureza.

O objetivo da segunda parte deste trabalho foi avaliar o potetitiai@al dos
extratos de fungos marinhos, previamente isoladossga Eudistoma vannamei,
espécieendémica do litoral nordeste do Brasil (JIMENEZal, 2007).Através de um
estudo bioguiado dos extratos fungicos, elegeu-se a cepa mais gtighf@ cultivada
e posteriormente identificada com@spergillus sp., com o intuido de isolar e

caracterizar seus metabdlitos secundarios bioativos.
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2.2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.2.1 Organismos marinhos como fonte de moléculas bioativas

Ascidias sdo organismos dominantes em muitos ecossistemahonag sdo
amplamente distribuidas pelos oceanos. O sucesso ecologico dearesrmrg esta na
habilidade de produzir metabdlitos secundarios importantes como meaandEm
defesa (JIMENEZt al, 2003).

Pertencentes ao subfilo Urochordata (Tunicata), as ascidiasrg@&zxiclos por a
sua grande diversidade quimica e durante os ultimos 25 anos seano§tradutoras
uma ampla gama de moléculas citotoxicas. Entre os seis qmsnoeimpostos derivados
de organismos marinhos que atingiram os ensaios clinicos como agaitiesorais,
trés sdo derivados de ascidias, como prova do grande potencial destesrarg como

uma nova fonte de compostos antitumorais (MENNA, 2009).

A didemnina B 27) (Figura 38), isolada pela primera vez em 1981 da ascidia
Trididemnum solidunmo Caribe, € o primeiro produto natural marinho que entrou em
ensaios clinicos anticancer. Os primeiros ensaios a revetaramum potente inibidor
do crecimento de uma série células tunorais humianggo chegando a serem feitos
testes de fase 1 e fase 2. Porém, devido a alta toxicidadeaesbhikilidade, os ensaios
foram encerrados (NEWMAN & CRAGG, 2004).

Figura 38 — Estrutura da didemninaZ\ (NEWMAN & CRAGG, 2004)

Vitilevuamida @8, Figura 39) é um peptideo ciclico bioativo que foi isolado a
partir das ascidia®idemnum cuculiferume Polysyncraton lithostrotumPesquisas
sobre o0 mecanismo de acdo deste peptideo ciclico marinho reyetamitilevuamide

inibe a polimerizacao da tubulina encerrando o ciclo celular das células alvo.
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Vitilevuamida apresenta atividad® vivo contra o celulas linfocitica leucemica
P388(KIJJOA & SAWANGWONG, 2004).

Figura 39 — Estrutura da vitilevuamidzsg| (KIJJOA & SAWANGWONG, 2004)

Um extenso estudo d&maroucium conicumcoletada ao longo da costa da
Sardenha, levou ao isolamento de um grupo de novos meroteg886%Figura 40),
cujas estruturas tém em comum um anel dioxotiazina e atividatt#éxicas e

propriedades pré-apoptéticas vitro (AIELLO et al, 2003; AIELLO et al, 2005a;
AIELLO et al, 2005b).

Figura 40 — Estruturas dos monoterpenos conicagaioe B 29 e 30), Tiaplidiaquinona A e B3l e

32) e aplidinona A, B e C3@, 34 e 35 respectivamente) (AIELL@t al 2003; AIELLO et al, 2005a;
AIELLO et al, 2005b).
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A atividade citotoxica das conicaquinonas A e2B ¢ 30, respectivamente) foi
avaliadain vitro frente as células de glioma (C6) e basidiofilo leucénRBBL{2H3),
ambas em ratos, mostrando ser marcantg,ck¥ca de 10 pg/ml, e seletiva para glioma
(C6). As tiaplidiaquinonas A e BB{ e 32, respectivamente), as quais apresentam uma
estrutura tetraciclica incomum, se mostraram bastante citasoiente a linhagem de
células Jurkat, derivado de um linfoma T humano, cogp ¢€rca de 3 pg/ml, sendo
comparadas com os valores da doxorubicina. Testes em células iteisc&urkat
mostraram que aplididinona @5 é inativa, aplidinona A33) € moderadamente
citotoxica, enquanto aplidinona B4) nao foi testada AIELLt al, 2003; AIELLOet
al, 2005a; AIELLOet al, 2005b). Estudos no mecanismo de acdo dos comp@stes (
32) mostraram que todos atuam como indutores de apoptose pela superproducéo
intracelular de espécie de oxigénio reativo (LAWENL 1994).

O géneroEudistomaé o mais diverso da familia dos Polycitoridae e muitas
espécies sao encontradas nas regides tropicais. A efpa@enamaié endémica do
nordeste do Brasil, sendo encontrada desde o litoral do Ceara ittfaloda Bahia
(JIMENEZ et al, 2007).

Estudando a atividade do extrato diclorometanoEdezannameiJimenez e
colaboradores encontraram resultados satisfatérios de citotoxidealetege células
leucémicas HL-60 (JIMENEZt al, 2007).

Além do seu potencial bioldgico, ascidias também sdo conhecidastpmne
associadas a uma rica diversidade de microrganismos, principalfuegbs e bactérias
(MENEZES et al, 2010). Porem, dos novos compostos derivados de fungos marinhos
publicados na literatura até meados de 2010, apenas 3% tem asmitagoate de
fungos (RATEB & EBELet al, 2011).

Desde que foi, acidentalmente, descoberta a producdo de cefalospgara C
uma cultura de&Cephalosporiunobtido na costa da Sardenha, os fungos marinhos tém
sido investigados quanto ao seu potencial quimico. Nos ultimos anos, nhesabdli
secundarios obtidos a partir de derivados fungicos marinhos sdo alutedsse da
comunidade cientifica, pois muitos deles apresentam estruturasumca@mpossuem
propriedades biolégicas importantes (RATEB & EBé&lal, 2011).
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Uma cultura dePithomycessp. isolado da ascidi®xycorinya fasciculari
natural do mar Indo-Pacifico, levou ao isolamento dos pitholideos A36,137, 38 e
39, respectivamente) eR)-5-metilmeleina 40) (Figura 41), as substancias foram
testadas quanto suas atividades citotoxicas, mas nao apresenesaltados
significativos (WANG, BORGESON & CREWS, 1997).

OH O

/7
’
/7
[

(R)-5-metilmeleing40)

itholideos

R =CHO, R'= OH36)
= CHO, R'=0OH37)
H, R'= OH(38)
H, R'=H40

R
R
R

Figura 41 — Estruturas dos pitholideos A — IRpg-metilmeleina (WANG, BORGESON & CREWS,
1997)

O estudo do metabolismo secundario do fuRgmicillium steckiiisolado de
uma ascidia desconhecida, coletada na costa da Venezuela, lesolamento de dois
novos acidos carboxilicos, acido tanzawaico #) (e F @2) (Figura 42) e o0s
benzopiranos 3,7-dimetil-1,8-dihidroxi-6-metoxi-isocromand3) ( e 3,7-dimetil-8-
hidroxi-6-metoxi-isocromano4d) (Figura 43) (MALMSTR@M, CHRISTOPHERSEN
& FRISVAD, 2000).

Figura 42 - Estruturas dos A&cidos tanzawaico 40) (e F @1) (MALMSTR@M,
CHRISTOPHERSEN & FRISVAD, 2000). o1



HsCO
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43 44

Figura 43 — Esrtuturas dos benzopira#8e 44 (MALMSTRZM, CHRISTOPHERSEN & FRISVAD,
2000).

Oh e colaboradores publicaram o isolamento de um novo sesquiterpeno
eremofilano chamado criptosfaerolidds) (Figura 44) a partir do cultivo do fungo
Cryptosphaeriasp. Isolado de uma ascidia nao identificada nas Bahamas. O novo
composto exibiu citotéxidade frente a linhagem de células HCT-116incara de
co6lon) com valor de 1654,5 uM (OHet al, 2010).

45

Figura 44 — Estrutura da criptosfaerolid&)((OH et al, 2010)

Ao investigar o metabolismo secundario do furRgnicillium sp. isolado da
ascidiaDidemnum molleoletado nas llhas Ishigaki, Japao, Motohashi e colaboradores
isolaram dois novos sesquiterpenos chamados JBIR@7e(JBIR-28 47) aléem de
sporogen-AO1 48) e fomenona 49) (Figura 45). Os compostod?7, 48 e 49
apresentaram citotoxidade frente a linhagem de células tunkteiéscom valores de
ICs0 92; 8,3 e 19 uM, respectivamente, enquanto4fuapresentou-se inativo a uma
concentracdo de 80 uM (MOTOHASE! al, 2009).
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48 49

Figura 45 — Estrutura da JBIR-246f e JBIR-28 47) além de sporogen-AO48) e fomenona49)
(MOTOHASHI et al, 2009)

Diante do potencial de fungos e ascidias como produtores de compostos

bioativos, resolveu-se investigar o potencial citotoxico de metabdigzundarios
produzidos por fungos associadof€adistoma vannameitravés de fracionamento

bioguiado.

2.2.2 Acido penicilico (AP)

A identificacdo do &acido penicilico (AP) como responsavel pela atieida
citotoxica de extratos e fracOes ativas Alpergillussp, descritas na parte 1l deste
trabalho, motivou a realizagdo de um levantamento bibliografico sacdessa
micotoxina. A pesquisa foi realizada utilizando-se as bases de Wato®f Science

Science direce Scifinder restringindo-se aos ultimos dez anos.

Acido penicilico € uma micotoxina, isolada pela primeira vez em 18a® c
metabdlito secundario deenicillium puberulumque teve sua estrutura elucidada em
1936. Do ponto de vista estrutural, ele € constituido de um anel lactdnitiocde
membros e pode ser encontrado em um equilibrio tautomérico (Figuemnié)uma

estrutura aberta e outra ciclica (KANGal, 2007).
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Figura 46 — Equilibrio tautomérico entre as formbsrta e fechada do acido penicilico.

A biossintese de AP inicia-se pela metilacdo do &cido orse(ipiceeguido por

descarboxilacdo levando a formacé&o Ide Este dltimo € posteriormente oxidado a
benzoquinonalll , que sofre uma clivagem oxidativa e forma o acido penicilico,
Esquema 27 (SHAMNt al, 1996).

OH OH o] o]
- 0
— -
HO MeO HO
MeO o
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I Il \Y
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|

Esquema 27 — sequencia biossintética do acideifienia partir do acido orselinico

A literatura relata os géner&enicillium e Aspergilluscomo produtores de AP

(FRISVAD & FILTENBORG, 1983),
quimiotaxondmico para espécies denicillium que o produzem (PATERSON,

tendo sido sugerido ser um indicador

VENANCIO & LIMA, 2006). A Tabela 12 apresenta as espécies produtoras de AP.

Tabela 12- Espécies de fungos produtores de acido peni¢#ig) descritas na literatura no periodo de

2000 a 2011.

ESPECIES

REFERENCIA

Penicillium aurantiogriseum

SAMSON & FRISVAD, 2004;
RUNDBERGET, SKAAR, & FLAGYEN,
2004

P. carneum SAMSON & FRISVAD, 2004
P. frei SAMSON & FRISVAD, 2004

. SAMSON & FRISVAD, 2004; OVERY
P. tulipae

& FRISVAD, 2003

P. viridicatum

SAMSON & FRISVAD, 2004;
RUNDBERGET, SKAAR, & FLAGYEN,
2004; KUMAR, BASU & RAJENDRAN,
2008

P. radicicola

SAMSON & FRISVAD, 2004; OVERY
& FRISVAD, 2003

P. polonicum

SAMSON & FRISVAD, 2004; NIELSEN
2003
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. heochinulatum

SAMSON & FRISVAD, 2004

. cyclopium

SAMSON & FRISVAD, 2004

. melanocolidium

SAMSON & FRISVAD, 2004

. albocoremium

OVERY, & FRISVAD, 2003

. brasilianum

SCHURMANN, SALLUM &
TAKAHARA, 2010

. simplicissicatum

TAKAHASHI et al, 2008

TU|0U|0U|U|00U U000 U UU 0T

. puberulum TAKAHASHI et al, 2008

. roqueforti ERDOGAN, GURSES & SERT, 2003
. chrysogenum KUMAR, BASU, RAJENDRAN, 2008

. commune KUMAR, BASU, RAJENDRAN, 2008

. citrinum DELGADO et al, 2011

. crustosum KOKKONEN, JESTOI, & RIZZO, 2005

. hordicum KOKKONEN, JESTOI, & RIZZO, 2005

. verrucosum KOKKONEN, JESTOI, & RIZZO, 2005

Aspergillus melleus

KIMURA, NAKAHARA & FUJIOKA,
1996; NOONIM, 2008; FRISVADet al,
2004

A. westerdijkiae

NOONIM, 2008; FRISVADet al 2004

A. sclerotium

NOONIM, 2008; KANG et al 2007;
FRISVAD et al, 2004

A. ocraceus NIELSEN, 2003; FRISVADet al, 2004
Aspergillussp. DONGet al, 2010

A. auricomus FRISVAD et al, 2004
A. bridgeri FRISVAD et al, 2004
A. cretensis FRISVAD et al, 2004
A. flocculosus FRISVAD et al, 2004
A. insulicola FRISVAD et al, 2004
A. neobridgeri FRISVAD et al, 2004
A. ostianus FRISVAD et al, 2004
A. persii FRISVAD et al, 2004
A. petrakii FRISVAD et al, 2004
A. pseudoelegans FRISVAD et al, 2004
A. roseoglobulosus FRISVAD et al, 2004
A. sulphureus FRISVAD et al, 2004

Neopetromycesuricatus

FRISVAD et al, 2004

Malbranchea aurantiaca

MARTINEZ-LUIS et al, 2005

Lachnum papyraceum

SHAN et al, 1996

Como pode ser observado através da analise dos dados apresentadotana Tabe
12, das 41 espécies descritas como produtora de AP, 51% e 42% sameatos gé
Penicilllum e Aspergillus respectivamente. Somente as espéedieppetromyces
muricatus Malbranchea aurantiac& Lachnum papyraceumparecem como ndo sendo

desses dois géneros.
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Do ponto de vista biologico, o acido penicilico é toxico, com dosedetdl0
mg/Kg em ratos. Alem disso, também apresentou atividade camicagém porcos
(DICKENS & JONES, 1961). Quando administrado em conjunto com ocratoxina A
(OTA) na dieta de porcos, provoca um aumento do efeito nefrotoxico AdSIOEV
et al, 2001).

O acido penicilico apresenta atividade antibidtica contra a®rkesctgram-
positivasStaphylococcus auredsTCC 29213 Listeria monocytogeneSTCC 15313 e
Bacillus cereusATCC 1177 e gram-negativa&@almonela typhimuriulPATCC 14028,
Escherichia coliATCC 25922 eCitrobacter freundiiATCC 8090 (SCHURMANN,
SALLUM & TAKAHARA, 2010). A atividade antibidtica de AP esta asmda a
inibicdo do sistemauorum sensinQS), que € um canal complexo regulatério que
governa a expressao de uma série de fatores de virulénciaidmacteal como, a
formacdao de biofilmes diminuindo a capacidade de remocéo pelaseisteine inato
(ESCAICH, 2008). Mais especificamente, AP é um inativador irrexgdrela enzima
GDP-manose desidrogenase, responsavel pela sintese de algimatws gaiofiimes
(KIMMEL & TIPTON, 2005).

Esse metabdlito secundario revelou atividade inibitéria da enzoetl-a
colinesterase (SCHURMANN, SALLUM & TAKAHARA, 2010), atividadesrbicida
contra varias ervas daninhas e atividade antifingica contra esmkg?hytophthora
(KANG et al, 2007).

A literatura relata a atividade citotoxica de acido penic8more varios tipos de
celulas. Suzuki e colaboradores descreveram o efeito citotoxic® @éenAcélulas HeLa
e sugeriu que esta micotoxina inibe a divisdo do ndcleo, sem afsiatese de DNA.
Os mesmos autores também demonstraram a atividade antituméal@bntra celulas

Ehrlich e Leucemica SN-36 ascite carcinomas em ratos (SUZt#11971).

Komagata e colaboradores demonstraram a toxicidade desta miaotoxin
células PC12 feocromocitoma, um modelo util para o estudo da difg@mceiauronal
adrenérgica (KOMAGATA et al 1996). He e colaboradores investigaram a
citotoxicidade de AP frente a quatro linhagens de células hundenaéncer [NCI-
H460 (grandes células de pulméo), MCF-7 (mama), SF-268 (glioma GNSRa Ca-
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2 ( pancreatico)] e algumas células de fibroblastos humanos nqmmadsias (WI-38),
demonstrando que AP é seletivamente citotoxica contra grandess aduf@ulmao e

linhagens de células de cancer de pancreae{ldi=2004).

Bando e colaboradores demonstraram que o acido penicilico inibe a apoptos
Fas ligante induzida (BAND@t al 2003), e mais recentemente, o efeito de AP a
proliferacdo de células PHA-estimulada PBM humana foi demonspad&toev e
colaboradores (STOE#¥t al, 2009).

Essa micotoxina é bastante encontrada em frutas e gréos, ponéntiteéatura
véarios trabalhos sobre isolamento sob condicbes de fermentagéo, sendwipsipri
meios de cultivo: batata-dextrose (BD), extrato de levedura-su@bSg e czapek-dox
(KANG et al, 2007).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
2.3.1 Isolamento dos fungos

O isolamento de fungos associados a a&dieannamefoi realizado atraves do
emprego da técnica degpread Platg(ltem 2.4.6.1, Pag 123), em meio BDA (batata-
dextrose-agar) e um total de onze cepas (EV1 — EV11) foram isaladae organismo
marinho (Figura 47). Embora EV9, EV10 e EV11 apresentassem algumisidades
morfologicas, estes foram considerados isolados diferentes e tolfioados para
estudo da atividade citotoxica.

Figura 47- Fotografia das 11 cepas dos fungos endossimisigBM1-EV11) isolados da ascidia
vannamei

2.3.2 Estudo da atividade citotdxica dos extratos dos isolados EV1 — EV11

Os isolados EV1 — EV11 foram cultivados em pequena escala (3 Eylende
250 mL) durante 21 dias em meio BD (batata-dextrose). ApGs séparer filtragéo, o
micélio e o meio liquido foram extraidos com solventes organicagand® os

respectivos extratos (Tabela 13).
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Tabela 13 — Massas dos extratos do micélio e rimidb apds cultivo em pequena escala.

FUNGO  Extrato MeOH Extrato AcOEt
miceélio (mg) meio liquido (mg)

EV1 650,0 85,1

EV2 195,0 11,5
EV3 900,0 11,9
EV4 415,0 13,6
EV5 602,0 223,4
EV6 663,0 49,2
EV7 603,0 9,6

EVS8 909,0 22,1
EV9 783,0 19,8
EV10 865,0 11,7
EV1l 736,0 8,0

Conforme pode ser observado na Tabela 13, em todos os casos, a maior massa
foi obtida na extracdo do micélio. Esse resultado era esperado,vam que,
normalmente, o micélio apresenta alto teor de &cidos graxos (R&1E$3002).

Os extratos foram submetidos a atividade citotdxica frentenbhagens de
células tumorais humanas, MDA-MB435 (mama) e HCT-8 (cé6lon). Gsltaglos
encontram-se na Figura 48, P4g. 100.

A partir dos dados apresentados na Figura 48 é possivel observdogjue
extratos oriundos do meio liquido, aqueles provenientes dos fungos EV4, E¥5, EV
EV9, EV10 e EV11 apresentaram os maiores percentuais de inibiciiohdaens de
células tumorais testadas. Vale ressaltar que os extraiogd@s do micélio dos fungos
EV9, EV10 e EV11 também apresentaram resultados significativoie fas mesmas

células tumorais.
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Inibic&o do crescimento (%), HCT-8 Inibicdo do crescimento (%), MDA-MB435

DOX # DOX
EV11 EV11
EV10 EV10
EV9 EV9
EV8 E— EV8
EV7 E—— EV7
EV6 EV6
EV5 EV5
EV4 EV4
EV3 EV3
EV2 : EV2 mm
EV1 | i 2% _L
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
extrato micélio M extrato meio liquido extrato micélio M extrato meio liquido

Figura 48 - Percentual de inibicdo do crescimeptalar (IC%) das amostras em dliahiagens tumora
testadas na dose Unica de 50 pg/mL Valores sd@mméaiPM.

Posteriormente, pequenas aliquotas dos extratos que se apresemitzam a
foram dissolvidos em acetonitrila e submetidos a particédo liquidaltiqutilizando-se
hexano como solvente. Esse processo gerou duas fragées oriundas dauidzoeli
duas oriundas do micélio. As massas das fracdes encontram-seaba T4bsendo
possivel observar que as maiores massas foram encontradas nas fregi@s he

Tabela 14- Massas dos extratos (mg) do micélioie hrpiido apés desengorduramento

Fragéo_ I_:raf;éq Fragcdo micélio Fracdo micélio

Fungo (frr;];% Igﬁ;(éoN) (fggé%“r?;!gﬁo) (fracdo CHsCN)  (fracdo hexano)
EV4 6,3 1,3 - -

EV5 10,6 2,6 - -

EV6 6,1 1,6 6,7 2,1

EV9 53 2,0 10,4 3,0
EV10 3,6 1,0 6,0 2,2

EV1l 54 2,4 7,7 2,5
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Todas as fracdes foram novamente bioensaiadas frente as linkageélsilas
tumorais humanas MDA-MB435 (mama), HCT-8 (cdlon), e os resul@goantram-se

dispostos na Figura 49.

Inibicao do crescimento (%), HCT-8 Inibig&o do crescimento (%), MDA-MD435

t | | |
Evil \ | \ Evil

EV10 EV10

EV9 EV9

A EV6

EV5 EV5

Ev4 EV4

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

B frac3o micélio apolar fracdo micélio polar B fragdo micélio apolar fragdo micélio polar

1 fragdo meio liquido apolar M fragéo meio liquido polar B frgdomeio liquido apolar M fragéo meio liquido polar

Figura 49 - Percentual de inibicdo do crescimeelalar (IC%) das amostras em duishagens tumora
testadas na dose Unica de 50 pg/mL.

Os dados apresentados na Figura 49 mostram que as substancias ativas
encontram-se nas fracées polares, principalmente nas fiagdedas do meio liquido.
Dentre as fragBes oriundas do miceélio, a fracdo polar se destastmu Unica fracao
ativa. Nenhuma das fracdes testadas do fungo EV4 apresentou atividade.

Apenas as fracdes polares do meio liquido dos fungos EV5, EV6 e EV9
apresentaram atividade significativa. As fragdes polares d ligeido e do micélio
dos fungos EV10 e EV11 apresentaram-se ativas frente as c€llit8 .Hrrente a célula
MDA-MD435 apenas a fracado polar do meio liquido mostrou-se ativa. Bodevi
desses resultados, os fungos EV10 e EV11 foram selecionados pd@\esando o

isolamento bioguiado dos metabdlitos secundarios bioativos.
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2.3.3 ldentificacdo molecular de EV-10 e EV-11

Os isolados EV-10 e EV-11 foram submetidos a identificacdo taxondmica
molecular, a qual revelou que os dois isolados apresentam sequéncexgao ITS
similar e formam um agrupamento na arvore filogenética suportadanposalor de

96% de homologia comspergillussp.

Esse resultado corrobora com a observacdo discutida anteriormente2(&.1, Pag.

98), sobre a similaridade morfolégica entre EV10 e EV11.

Em funcédo desse resultado, EV10 foi selecionado para cultivo em gsuade e

e fracionamento bioguiado dos extratos ativos.
2.3.4 Estudo quimico bioguiado 8spergillussp. (EV10)

O fungo EV10 foi cultivado em grande escala nas mesmas condi¢cdes
empregadas para o cultivo em pequana escala (Item 2.4.6.3.3, Pag 125culass
foram obtidos as fracdes EV10MP 450 mg (fracao polar) e EV10MARadr apolar)
oriundas do micélio, e as fracdes EV10LP 4,80 g (fracdo polar) elAyl@Fracdo
apolar), oriundas do meio liquido. As fracbes apolares EV1I0MAp e EAMfL®hram

descartadas com base nos resultados preliminares de atividade citotoxidaados. e

2.3.4.1 Fracionamento cromatografico de EV10LP

A fracdo EV10LP (450,0 mg) foi solubilizada em metanol e submetida
cromatografia de exclusdo em Sephadex LH-20 (camada de 45gmcom funil
cilindrico de 2,0 cm de diametro externo) utilizando-se metanol como eluente.

Foram obtidas 50 fracdes de 2 mL, que apos analise em CCD forapaceas
em cinco subfracdes EV10LP-F1 (37,6 mg; 8,4%) , EV10LP-F2 (120,0 mg; 26,7%)
EV10LP-F3 (80,3 mg; 17,8%), EV10LP-F4 (25,4 mg; 5,6%) e EV10LP-F5 (14,2 mg;
3,2%). As fracdes foram testadas quanto a sua citotoxicidadiéro contra células
tumorais, cujos resultados (percentual de inibicdo do crescim@3tg))(encontram-se

apresentados na Figura 50.
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Inibicdo do crescimento (%)

EV1OLP-F5
EV10LP-F4
EV1OLP-F3
EV10LP-F2

EVI1OLP-F1

0 20 40 60 80 100

HL-60 ™ MDA-MD 435 M HCT-8

Figura 50 - Percentual de inibicdo do crescimei@®o) (5Qug/mL) da:
fracbes EV10LP-F1 a EV10LP-F5.

Das fracdes testadas, apenas EV10LP-F2 e EV10LP-F3 aprasesti#vidade
citotoxica, sendo que EV10LP-F2 apresentou atividade contra HL-60 e, ldGd@nto
EV10LP-F3 apresentou-se ativo contra todas as linhagens de cébitdas (HL-60,
HCT-8 e MDA-MB435). Com base neses resultados, as duas fragias f

selecionadas para o isolamento dos compostos bioativos.

2.3.4.2 Fracionamento cromatografico de EV10LP-F2

EV10LP-F2 (120,0 mg) foi submetida a fracionamento cromatograficgedm
de silica (camada de 22,00 cm em um funil cilindrico de 2,0 cm deti@externo) e
eluida com a mistura acetato de etila:hexano (30:70), resultandofesgds de 2 mL,
que apos analise em CCD foram agrupadas para gerar as sebfiEa¢@0LP-F2-1 (7,1
mg; 5,9%), EV10LP-F2-2 (40,4 mg; 33,7%) e EV10LP-F2.3 (18,3 mg; 15,3%). As
fracdes foram testadas quanto a sua citotoxicigediéro contra células tumorais, cujos
resultados (percentual de inibicdo do crescimento (IC%)) encosgapresentados na
Figura 51.
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Inibicdo do crescimento (%)

EV10LP-F2-3

EV10LP-F2-2

EV10LP-F2-1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
SF295 M MDA-MD435 M HCT-8

Figura 51 - Percentual de inibicdo do crescimei@do] (50ug/mL)
das fracbes EV10LP-F2.1 a EV10LP-F2.3

A subfracdo EV10LP-F2.1 apresentou-se como um sélido amorfo de cor,branca
o qual foi chamado deV10S1le identificado como sendo a isocumarina meleina (Item
2.3.5.1, Pag. 107).

2.3.4.2.1 Fracionamento cromatografico de EV10LP-F2.2

A subfracdo EV10LP-F2.2 (40,4 mg) foi submetida a fracionamento
cromatografico por CLAE (coluna de phenomenex, luna 5u silica (Rjxe éle 4,7
mL/min) utilizando a mistura acetato de etila:hexano (40:60) colmente. Este
processo levou ao isolamento de duas substancias em forma ais, @suais foram
denominada€V10S2 (6,8 mg, 17%), identificada como sendo a isocumariad-
hidroximeleina (Item 2.3.5.2, Pag. 100)E¥10S3 (11 mg, 27%),dentificada como
sendo a isocumarirteans-4-hidroximeleina (Item 2.3.5.3, Pag. 104).

2.3.4.3 Fracionamento cromatografico de EV10LP-F3

EV10LP-F3 (80,3 mg) foi submetida ao fracionamento cromatograficqed
de silica (camada de 22,00 cm em um funil cilindrico de 2,0 cm desti@ externo).
Apoés eluicdo com a mistura acetato de etila:hexano (30:70), foram obtidag@ésfde
2 mL, que apds andlise em CCD foram agrupadas para gerar ex;3ebfEV10LP-
F3.1 (3,3 mg; 4,1%) e EV10LP-F3.2 (22,0 mg; 27,4%). As fracdes foram testada
quanto a sua citotoxicidade vitro contra células tumorais e os resultados (percentual

de inibicdo do crescimento (IC%)) encontram-se apresentados na Figura 52.
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Inibicdo do crescimento (%)

EV10LP-F3-2

EV10LP-F3-1

0 20 40 60 80 100
SF295 B MDA-MD 435 M HCT-8

Figura 52 -Percentual de inibicdo do crescimento (IC8Pg/mL) da
fragBes EV10LP-F3-1 a EV10LP-F3-2.

Com base nesses resultados de atividade citotoxica, a subfrat8oH=N3.2
foi refracionada por CLAE (coluna phenomenex, luna 5u silica (2@ fde 4,7
mL/min), utilizando a mistura acetato de etila:hexano (50:50) conemte, fornecendo
uma substancia pura em forma de cristais amardid8,0S4 (8,3 mg, 38%),

identificada como sendo o acido penicilico (Item 2.3.5.4, Pag. 107).

2.3.4.4 Atividade citotoxica dos compostos isolados

Todas as substancias isoladas foram testadas quanto a suéciitdein vitro
contra células tumorais e os resultados (Percentual de inithic&cescimentdlC%))

encontram-se apresentados na Figura 53.

Inibicdo do crescimento (%)

DOX
EV10S4
EV10S3
EV10S2

EV10S1
0 20 40 60 80 100
SF295 HE MDA-MD 435 N HCT-8

Figura 53 -Percentual de inibicdo do crescimento (IC%)upnL) das substanciasV10S]
(meleina), EV10S2 c{s-4-hidroximeleina), EV10S3trans4-hidroximeleina), EV10S4 (A
penicilico).
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Como pode ser observado, dentre as substancias testadas, somente o acido
penicilico EV10S4 apresentou atividade citotoxica. Esses resultados sugeriram que o
acido penicilico € o metabdlito secundario responsavel pela atividaaéxica
observada nos extratos e fragcdes de EV10.

Como ja mencionado (Item 2.2.2, pag. 93) a atividade citotoxica dessa
micotoxina ja € descrita na literatura (SUZUilal, 1971; KOMAGATA et al, 1996;

HE et al, 2004; BANDOet al, 2003; STOEVet al, 2009), entretanto, contra células
tumorais diferentes daquelas investigadas neste trabalho.
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2.3.5 Determinacéo estrutural dos compostos isolados
2.3.5.1 Determinacao estrutural @¢10S1

O espectro d&V10S1na regido do IV (Figura 55, Pag. 108) apresentou, além
de outras absorc¢des, estiramento da ligacdo (C-OHR) &89, estiramentos da ligacéo
Csg-H emv 2919 e 2852 cih estiramentos C=C em1618 e 1464 cih A banda env
1117 cn* foi atribuida a estiramento C-O. O estiramentoveh74 cni' foi associado
a estiramento C=0 de éster conjugado. O espectro deRIMRigura 56, P4g. 109) de
EV10S1mostrou sinais e 6,70 (d,J = 10,0 Hz, 1H)p 6,90 (dJ= 10,0 Hz, 1H) €
7,42 (m, 1H), caracteristicos de hidrogénios ligados a carboha® sel aromatico.
Foi observado sinal em 4,74 (m, 1H), associado a hidrogénio ligado a carbono
oxigenado. O sinal e 1,54 (d,J = 6,5 Hz, 3H) foi atribuido a uma metila e aquele em
0 11,04 (s, 1H) foi atribuido ao hidrogénio hidroxilico, estando este ultimo co
deslocamento de hidroxila quelada. O espectro de R¥IN BB (Figura 57, Pag. 109)
de EV10S1 apresentou dez linhas espectrais, entre 0s quais uma de grugo @netil
20,9), uma de carbonila conjugada quelada de é5tErQ,1), uma de carbono’std
34,4), uma de carbono%pxigenado 76,3) e seis de carbonos §5108,5 -5 170,1).

A andlise dos dados espectrométricos e comparacdo com dadosratardit
(Tabela 15) permitiram sugerir paE&10S1a estrutura de uma isocumarina substituida
na posicao C-3 por um grupo metila, chamada meleina (Figura BM)TRIADIS,
GILL & HARTE, 1997)

)
6 1043
7 1.0
gl 9
OH O

Figura 54- Estrutura da isocumarina meleina
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Tabela 15 - Dados de RMN dd e *C 5 de EV10S1 e comparagdo com dados descritos ratlita.

RMN 'H RMN **C
C EV10S? Lit.” EV10ST Lit.¢
1 170,2 169,9
3 4,74 (m, 1H) 4,73 (m, 1H) 76,3 76,1
4 294(dJ=10,0Hz,2H)  293(dJ=75Hz 2H) 348 34,6
5 6,90 (dJ=10,0 Hz, 1H) 6,89 (dJ=83Hz, 1H) 1181 117,9
6 7,42 (M, 1H) 7,41 (m, 1H) 136,4 136,1
7 6,70 (dJ=10,0 Hz, 1H) 6,69 (dJ=7,3Hz1H) 1165 116,2
8 162,4 162,1
9 108,5 108,2
10 139,6 139,3
_CH; 1,54 (d,J = 5,0 Hz, 3H) 1,53 (dJ=6,3Hz, 3H) 20,9 20,8
8-OH 11,0 (s, 1H) 11,0 (s, 1H)
(a) 500 MHz, CDG (b) 300 MHz, CDGI(DIMITRIADIS, GILL & HARTE, 1997)
(c) 125 MHz, CDd (d) 75 MHz, CDC} (DIMITRIADIS, GILL & HARTE, 1997)
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Figura 55 - Espectro de Infra-vermelho da meleina.
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Figura 57 - Espectro de RMRC 125 MHz em CDGlda meleina
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2.3.5.2 Determinagéo Estrutural B¢10S2

O espectro d&V10S2na regido do IV (Figura 59, Pag. 111) apresentou, além
de outras absorces, estiramento de ligacdo O-bl @402 cnit, estiramento de ligacéo
Csp-H emv 2939 cnil e estiramento C=C aromatico aml487 cnT. A banda env
1051 cni* foi atribuida a estiramento C-O. O estiramentoveh54 cni' foi associado
a estiramento C=0 de éster conjugado (PAVIA; LAMPMAN; KR1896). O espectro
de RMN'H (Figura 60, P4g. 112) d&v/10S2mostrou sinais erd 7,54 (d,J = 8,5; 7,3
Hz, 1H); 4 7,04 (d,J = 8,5 Hz, 1H) & 6,93 (d,J = 8,5 Hz, 1H), caracteristicos de
hidrogénios de anel aromatico. Foram observados sinas4ernd (qdJ = 6,5 e 1,0 Hz,
1H) ed 4,60 (d,J = 2,0 Hz, 1H), associados aos hidrogénios ligados aos carbdnos sp
oxigenados. O valor da constante de acoplamento de 2,0 Hz calculada pexas em
0 4,71 ed 4,59 mostra relacads entre os mesmos. O sinal &11,60 (d,J = 6,5 Hz,
3H) foi atribuido a uma metila e aquele &1.1,0 (s, 1H) a hidrogénio hidroxilico,
estando este Ultimo com deslocamento de hidroxila quelada. O espe&MN **C -

BB (Figura 61, P4g. 112) d&/10S2apresentou dez linhas espectrais, das quais uma de
grupo metila § 16,3), uma de carbonila conjugada quelada de &t89,4), duas de
carbonos shoxigenadosd 67,5 e3 78,4) e seis de carbonos’ §p 107,1 -3 162,3).

Com os dados obtidos por RMAH e **C pode-se sugerir a férmula molecular
C10H100s4, a qual esta de acordo com o pico referente & molécula protonaeaHJN!
emm/z195 Daltons obtido por espectrometria de massa com ionizacatepiwospray

no modo positivo (Figura 62, Pag. 113). A andlise dos dados espectron@tricitu
sugerir par&aV10S2a estrutura de uma isocumarina substituida nas posi¢cdes C-3 e C-8
por grupos hidroxila e em C-3 por uma metila (Figura 58). Essa isoman
denominadacis-4-hidroximeleina, foi isolada de varios fungos (COé&Eal, 1971;
CAMARDA; MERLINI; NASINI, 1976; HOLKER, SIMPSON, 1981). A compa&ao

com dados da literatura, descrita na Tabela 16, confirma a estputyoosta (ASHAet

al, 2004).

OH O
Figura 58 - Estrutura da isocumarina cis-4-hidrelama
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Tabela 16 - Dados de RMN dd e'*C de EV10S2 e comparacéo com dados descritosenatlita

RMN 'H RMN **C
c EV10S2 (Lit)® Eg’;o (Lit)®
1 169,4 162,0
3 4,70 (qdJ = 6,5; 2,0 Hz, 1H) 4,67(qdJ=6,5; 1,5 Hz, 1H) 78,4 77,9
4 4,60 (d,J = 2,0 Hz, 1H) 4,55 (sl, 1H) 67,5 67,1
5 6,93 (d,J=8,5Hz, 1H) 6,90 (dJ=7,0Hz, 1H) 1188 118,1
6 7,54 (ddJ=8,5;7,3Hz,1H) 7,47 (dJ=7,0Hz, 1H) 1373 137,0
7 7,04 (d,J = 8,5 Hz,1H) 7,01 (d,J = 7,0 Hz1H) 118,5 118,4
8 162,3 162,0
9 107,1 106,9
10 140,7 140,8
3-CH; 1,60 (d,J = 6,5 Hz, 3H) 1,56 (d,J = 6,5 Hz,3H) 16,3 15,9
4-OH 1,80 (sl, 1H) 3,26 (s, 1H)
8-OH 11,0 (s, 1H) 11,0 (s, 1H)

(a) 500 MHz, CDG  (b) 500 MHz, CDGI(ASHA et. al, (1980)
(c) 125 MHz, CDGJ  (d) 125 MHz, CDCJ(ASHA et al, 2004)
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Figura 59 Espectro de Infra-vermelho da-4-hidroximeleina
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Figura 60 Espectro de RMN’C 125 MHz em CDGldacis-4-hidroximeleina.
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Figura 62 - Espectro de massasided-hidroximeleina.
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2.3.5.3 Determinacéo estrutural ¢10S3

O espectro de RMNH (Figura 64, Pag. 115) d&V10S3mostrou sinais em
7,55 (t,J = 8,0 Hz, 1H);5 7,04 (d,J = 8,5 Hz, 1H) &5 7,0 (d,J = 8,5 Hz, 1H)
caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonbsesjnel aromatico. Foi observado
ainda sinal emd 4,60 (m, 2H) associado a hidrogénios ligados aos carbonos alifaticos
oxigenados.

O sinal emd 1,52 (d,J = 5,5 Hz, 3H) foi atribuido a uma metila e aquelesdem
1,80 (sl, 1H) & 11,0 (s, 1H) a hidrogénios hidroxilicos, sendo este ultimo quelado. O
espectro de RMNH com desacoplamento homonuclear (Figura 65, P4g. 115) mostrou
dois sinais end 4,62 (d,J = 11,1 Hz, 1H) & 4,64 (d,J = 11,1 Hz, 1H) sugerindo uma
relagéatransentre 0S mesmos.

O espectro de RMNC - BB (Figura 66, Pag. 116) d@/10S3apresentou dez
linhas espectrais, das quais uma de grupo métil&,©), uma de carbonila conjugada
quelada de ésted (L68,5), duas de carbonos’ sixigenadosd 69,2 ed 79,9) e seis de
carbonos sp(d 106,7 -3 162,0). Com os dados obtidos por RMM e **C pode-se
sugerir a formula moleculari6H1004, @ qual esta de acordo com o pico referente a
molécula protonada (M + HJ] em m/z 195 Daltons obtido com ionizagdo por
electrospray no modo positivo (Figura 67, Pag. 116). A andlise dos dados
espectrométricos permitiu sugerir paEd/10S3 a estrutura de uma isocumarina
substituida nas posicdes C-4 e C-8 por grupos hidroxila e em C-3 pometiia
(Figura 63), denominadeaans-4-hidroximeleina (ASHAet al, 2009.

OH
6 NEA3
7 1.0
37 9
OH O

Figura 63 - Estrutura da isocumarinans-4-hidroximeleina
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Figura 66 Espectro de massas tlans-4-hidroximeleina.
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2.3.5.4 Determinacéo estrutural B¢10S4

O espectro d&V10S4na regido do IV (Figura 69, Pag. 118) apresentou, além
de outras absorcdes, estiramento da ligacdo O-b 84 cnt, estiramentos C=C em
v 1456 cnt. A banda em 1632 foi atribuida a estiramento C-O-C de éter vin@ico.
estiramento env 1714 cm' foi associado a estiramento C=O de lactona conjugada
(FUJIOKA, KIMURA & NAKAHARA, 1996).

O espectro de RMNH (Figura 70, Pag. 119) deV10S4 mostrou sinal end
1,75 (s, 3H), associado a uma metila, sinal ®&8,91 (s, 3H), caracteristico de
hidrogénios ligados a carbonc®sixigenado, além de sinais énb,14 (s, 1H)d 5,18
(s, 1H) ed 5,47 (s, 1H), associados a hidrogénios ligados a carbohos sp

O espectro de RMNFC - BB (Figura 71, Pag. 119) @/10S4apresentou oito
linhas espectrais, referentes a um grupo melila7(5), um grupo metoxilad(60,1).

Um carbono sp(3 116,6) caracteristico de dupla terminal e uma carbonila de éster
conjugadad 179,7).

O espectro de massas de alta resolucaB\IE)S4 obtido com ionizacéo por
electrosprayno modo negativo, exibiu o pico referente a molécula desprotonada ([M-
H]) em m/z 169,0532 (Figura 72, Pag. 120). A analise dos dados espectrométricos
permitiu sugerir pardEV10S4 a estrutura da micotoxina chamada acido penicilico
(Figura 68), a qual ja foi isolada de varios outros fungos do gémsgrergillus(ltem
2.2.2, pag. 93). A comparacado com dados da literatura, descrita na Talmafitma
a estrutura proposta (KIMURA, NAKAHARA E FUJIOKA, 1996).

H
HaC 14 OCH,

\

H,c ©

O

Figura 68 - Estrutura do acido penicilico
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Tabela 17 - Dados de RMN dd e**C 5 de EV10S4 e comparagdo com dados descritos retlite

RMN H RMN “C
c EV10S4 (Lit)® EV10 (Lit)®
S&
1 179,7 179,7
2 4,95 (s, 1H) 5,13 (s, 1H) 89,4 89,5
3 171,8 172,1
4 103,3 103,6
5 139,6 139,7
6 5,19 (s, 1H); 5,47 (s, 1H) 5,17 (s, 1H); 5,47 (s, 1H)L18,5 116,7
7 1,75 (s, 3H) 1,77 (s, 3H) 17,5 17,5
8 3,90 (s, 3H) 3,90 (s, 3H) 60,2 60,1
(@) 500 MHz, CDGJ __ (b) 500 MHz, CDGI(KANG et al, 2004)
(c) 75 MHz, CDC}  (d) 125 MHz, CDCJ (KANG et al, 2004)
100
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80
70
© T
O 60
[ 5 ©
‘S 50 =2
(72] . o
S 40- 2
- . . B
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10 =g ]
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Figura 69 Espectro de Infra-vermelho da acido penicilico
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Figura 72 Espectro de massas de alta resolucaaciin penicilico.
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2.4 PARTE EXPERIMANTAL

2.4.1 Métodos Cromatograficos
2.4.1.1 Cromatografia em gel de silica

As cromatografias de adsorcdo em coluna foram realizadasandid gel de
silica da Vetecq mm 0,063-0,200), cdd. 195, gel de silica 60 da Mepakifh 0,040-
0,063) e Sephadex LH-20 Merck. O comprimento e diametro das colunaadatsli

variaram de acordo com as quantidades de amostras a serem cromatografadas.

As andlises cromatograficas em camada delgada analitica A)C@dam
realizadas em cromatofolhas de aluminio, 3 cm x 5 cm, cobertagedasilica 60 b4
com CaSQ@ da Merck. A revelacdo das substancias nas cromatoplacastdopdéta
exposicdo das mesmas a radiacdo ultravioleta (254 e 365 nm), empreganda-s
lampada UV modelo UVSL-25 da Mineral Light ou pulverizadas com &olwde
vanilina-acido perclorico em etanol ou solugcéo de permanganato dege&gsdo de

aguecimento.

2.4.1.2 Solventes

Os solventes utilizados nas separagfes, assim como nas amalisatograficas
foram de procedéncia PA - Sifltle Vete€. As anélises por CLAE foram feitas com

solvente grau CLAE - Tedfa
2.4.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As analises por cromatografia liquida de alta eficiéncia ELAos
constituintes quimicos déspergillussp. (EV10) foram realizadas em um sistema
Shimadzt UFLC, equipado com um detector UV-Vis, com arranjo de diodos modelo
SPD-M20A, utilizando uma faixa de 210-400 nm. As separacOes foraam tesando

uma coluna de fase normal Phenomenex, luna 5u silica (2), 100A 250 x 4.60ummm,
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2.4.2 Métodos espectrométricos

2.4.2.1 Espectrometria no infravermelho (IV)

Os espectros de absorcdo na regidao do infravermelho (V) foramo®bt
Departamento de Quimica Organica e Inorganica da UniversidadeaFFddeCeara
(UFC), em espectrometro Shimadzmodelo FTIR 8300 utilizando pastilhas de NaCl

para as amostras liquidas e/ou soluveis em cloroférmio.

4.2.2 Espectrometria de massas (EM).

A aquisicdo dos espectros de massas foi realizada em um equipament
Micromas$ Quattro LC (triplo quadrupolo), equipado com fontes de ionizacdo ESI e
APCI no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sdo Carl&a(JFS

Os espectros de massas de alta resolucdo foram adquiridos usando um
espectrometro de massa mod. ShimddzCMS-IT-TOF (225-07100-34) equipado
com fonte de ionizacdo pefectrospray do Laboratério de Espectrometria de Massa do
Nordeste (LEMANOR) na UFC.

2.4.2.3 Espectrometria de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogéniarhioaoel3
(RMN *H e *°C) unidimensionais foram obtidos em espectrometros Bruker, modelo
Avance DPX-500, operando na frequéncia de hidrogénio a 500 MHz e na fregd&nci
carbono a 125 MHz, com pulso de frequéncia e transformada de F&nieto Centro
Nordestino de Aplicacdo e Uso de Ressonancia Magnética NYCEAIAUREMN),
da Universidade Federal do Ceard UFC.

Nos espectros de RMNH e '°C, os deslocamentos quimico8) (foram
expressos em partes por milh&o (ppm) e referenciados pelos picafralgehio e do

carbono pertencentes as moléculas residuais ndo deuteradas dos solventes.

Os solventes utilizados na dissolugcdo das substancias foram clocofdum
metanol deuterados. Os seguintes valores foram empregados cogciafé = (s,5
7,27):1°C = (t, & 77,23) para cloroférmio & = (m, & 3,31);**C = (t, § 49,15) para
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metanol. As multiplicidades das bandas de absorcdo do hidrogénio nosossdec
RMN *H foram indicadas segundo a convencdo: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo

dupleto), t (tripleto), q (quarteto) e m (multipleto).

O padrdo de hidrogenacédo dos carbonos foi descrito segundo a convencéao: C
(carbono nédo hidrogenado); CH (carbono metinico); (®drbono metilénico) e CH
(carbono metilico) e foi determinado através da técnica DHEPiStoftionless
Enhancement by Polarization Trangfeom angulo de nutacédo de 236H e CH com

amplitudes em oposicédo ao gH

2.4.6.1 Coleta das Acidias e isolamento dos fungos

A coleta das Ascidias foi realizada na praia da Taiba, sitbadaunicipio de
Sao Gongalo do Amarante - Ceard, na regido no mesolitoral (03° 345;9338° 54,
469 W). Os animais coletados foram armazenados em agua dotardresevados ao
laboratorio. Uma massa de 5g dos animais foi pesada e lavadacomin781% e agua
do mar estéril para remocdo dos microrganismos da superficids@idias foram
maceradas e transferidas para 50 mL de agua do mar estésédtida, realizaram-se
diluicbes seriadas em tubos possuindo agua do mar estéril. As diluigimm
plagueadas, usando-se a técnica de “Spread Plate”, em meio Biada{tlextrose-

agar) seguindo-se o procedimento descrito na literaturadiLdll) 2006).
2.4.6.2 Preparacéo dos extratos brutos e fracionamento bioguiado de EV1 — EV11

Apds o crescimento dos fungos em placas de Petri contendo o meio BDA
(batata, dextrose e agar) a 29 °C por aproximadamente 7 dias, pegeeossidimeios
BDA contendo fungos foram transferidos assepticamente para friaselosneyer de
500 mL contendo 150 mL meio liquido BD (batata, dextrose). Foram utilizados
frascos Erelnmeyer, sendo 3 frascos com fungos e 1 como cqraraleeada fungo.
Apoés 21 dias de crescimento, o micélio (biomassa) foi separado iddiquedo por

filtracdo a vacuo.

O micélio foi extraido com metanol, gerando as fragbes EVINWHLH, e 0
meio liquido foi submetido a uma parti¢céo liquido-liquido, utilizando-etatcde etila

como solvente organico, para gerar os extratos EV1L a EV11L. iBostente, os
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extratos foram concentrados a vacuo e dissolvidas em acetoR#urifizionamento com
hexano gerou as fracdes EVIMP a EV11MP (fracdes polares - acketoaiEV1IMApP

a EV11MAp (fracdes apolares - hexano), oriundas do micélio, e EVIER14LP
(fracOes polares - acetonitrila) e EV1ILAp a EV11LAp (&g apolares - hexano)
oriundas do meio liquido (Fluxograma 1).

Todas as fragcdes foram concentradas sob pressdo reduzida e emdadas
Laboratério de Oncologia Experimental (LOE) da Universidadefaédlo Ceara para
testes de atividade citotoxica.

(EV1-EV11)

FUNGOS ]

Filtracdo a vacuo

[ MICELIO MEIO LIQUIDO }
1. Extragcdao com MeOH 1. Particdo com AcOEt
{ EVXM } { EVxL } MEIO LIQUIDO }
1. Dissolucao em acetonitrila 1. Dissolug&o em acetonitrila
2. Particao com hexano 2. Particdo com hexano

Vs

{ EVXMAp } EVxMP } [ EVXLAp } [ EVXLP }

(&

Fluxograma 1 — Metodologia de obtencéo dos exdratatos dos 11 fungos isoladosHiedistoma vanamme?1 dias
meioBD.
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2.4.6.3 Estudo quimico de EV10
2.4.6.3.1 Preparacao dos meios de cultura

Na preservagdo do microrganismo e no cultivo prévio dos mesmos exs géac
Petri foi utilizado o meio de cultura sélido batata-dextrose-agB¥AJ. No estudo

quimico de EV10 utilizou-se o meio de cultura liquido batata-dextrose (BD).

Depois de preparados, os meios foram distribuidos em Erelnmeyexcas pe
Petri e autoclavados & 1Z1 por 15 minutos antes da inoculacdo do microrganismos. O

volume de cada meio nos Erelnmeyer variou em funcao de cada experimento.
2.4.6.3.1.1 Meio BD (batata-dextrose)

O meio de cultura BD foi preparado utilizando o caldo proveniente do
cozimento de batata inglesa em agua destilada (200,0 g/L), seguitttadéo e adicédo
de glicose (20,0 g/L).

2.4.6.3.1.Meio BDA (batata-dextrose-agar)

O meio de cultura BDA foi preparado utilizando o caldo proveniente do
cozimento de batata inglesa em agua destilada (200,0 g/L), segdiliac@o e adicao
de glicose (20,0 g/L) e agar (17,0 g/L).

2.4.6.3.2 Identificacdo molecular de EV-10 e EV-11

Os isolados EV-10 e EV-11 foram submetidos a identificacdo taxondmica
molecular na Divisdo de Recursos Microbianos do Centro Pluridismiplie Pesquisas
Quimicas, Biologicas e Agricolas (CPQBA-Unicamp), cujas sesilestdo registradas

sob o numero de processo CPQBA 007-10 DRM e o laudo encontra-se em Anexos.
2.4.6.3.3 Preparacao do extrato brut#dpergillussp. (EV10)

EV10 foi cultivado em placas de Petri contendo o meio BDA (hadatdrose e
agar) a 29 °C por aproximadamente 7 dias. Pequenos discos de meios coatendo
fungos crescidos foram transferidos assepticamente parasfiasginmeyer de 500 mL

contendo meio liquido BD (batata, dextrose). Foram utilizados 3(§&ds®Iinmeyer
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de 500 mL, contendo 150 mL do meio de cultura BD (batata-dextrose), 28ndo
frascos com fungos e 2 como controle. Apés 21 dias de crescimento,éo mic
(biomassa) foi separado do meio liquido por filtragdo a vacuo. Oimfoélextraido
utilizando-se metanol como solvente e gerou a fracdo EV10M. O ligeido foi
submetido a uma particédo liquido-liquido utilizando-se acetato @decetiho solvente

organico, gerando a fracdo EV10L.

Ambas as fracdes EV10M e EV10L foram concentradas a vacuss@wiilas
em acetonitrila e, posteriormente, particionadas com hexano paraeioate fracoes
EV10MP (fracdo CHCN), EV10MAp (fracdo hexano), oriundas do micélio, e EV10LP
(fracdo CHCN) e EV10LAp (fracdo hexano), oriundas do meio liquido.

2.4.6.3.3.1 Fracionamento cromatografico de EV10LP

A fracdo EV10LP (450,0 mg) foi solubilizada e fracionada iso@aténte com
metanol, em um funil cilindrico de 2,0 cm de diametro externo, com amada de
45,0 cm de Sephadex LH-20. Foram obtidas 50 fracées de 2 mL, quandtiée em
CCDA foram agrupadas.

2.4.6.3.3.1.1 Fracionamento cromatografico de EV10LP-F2

A fracdo de EVI1O0LP-F2(120,0 mg) foi solubilizada e fracionada,
isocraticamente, com uma mistura de acetato de etilaad€20:70), em um funil
cilindrico de 6,50 cm de diametro externo, com uma camada de 22,0 cm de g de si
Foram obtidas 35 fragBes de 2 mL, que apds andlise em CCDA foram agrupadas.

A fracdo EV10LP-F2.2 (40,4 mg) foi refracionada isocraticamenteChéE
(Item 4.1.3, Pag 84) utilizando uma mistura de acetato de etdaamd (40:60) com

fluxo de 4,7 mL/min.

2.4.6.3.3.1.2 Fracionamento cromatografico de EV10LP-F3

A fracdo EV10LP-F3 (80,0 mg) foi solubilizada e fracionada, isweraente,
com acetato de etila:hexano (30:70), em um funil cilindrico de 6,5 cdiadeetro
externo, com uma camada de 22,0 cm de gel de silica. Foram obtidag@s fde 2

mL, que apds analise em CCDA foram agrupadas.
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A fracdo EV10LP-F3.2 (22,0 mg) foi refracionada isocraticamenteChéE
utilizando uma mistura de acetato de etila e hexano (30:70) comnd&®,7 mL/min.

Foi observado um pico majoritario o qual foi recolhido e analisado por RMN.
2.5 CONCLUSOES

A segunda parte deste trabalho teve como objetivo avaliar o poteitatiékico
dos extratos de fungos marinhos isolados da asgidisstoma vannameNesta parte
do trabalho foipossivel isolar 11 cepas (EV1 a EV11), sendo EV10 e EV11 as que
apresentaram o0s extratos mais ativos, identificadas @spergillussp. apos analise

molecular.

Apartir dos resultados da atividade citotoxica, 0s extratos brut®scelzas
celecionadas foram entdo submetidos a fracionamentos e ao foegdaaEV10 foi
escolhida para estudo em grande escala.

O fracionamento bioguiado das fracbes ativas levou ao isolamento das
micotoxinas meleinagis-4-hidroximeleinatrans-4-hidroximeleina e &cido penicilico,
dentre as quais somente o acido penicilico apresentou atividadeic#tof@ante desse
resultado, pode-se concluir que o acido penicilico era o constitugsgensavel pela

atividade citotéxica do fungo.
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3 CONSTANTES FISICAS

Dados espectroscopicos do [®;3'R) 1’,3'-diacetato de cloranfenicol (1a)

0
H3CJ\O 0
/@J\‘AOJ\CH:},
oN HN}/_<CI
o cl
la

Rt 0,46 (60% AcOEt/hexano).

Pf = 142-144 °C.

IV (NaCl): 3055, 2987, 2305, 1749, 1703, 1527, 14860, 1265, 1049 cth

RMN *H (CDCl, 300,13 MHz): 2,07 (s, 3H), 2,16 (s, 3H), 4,0264(tn, 2H), 4,57-
4,65 (m, 1H), 5,08 (s, 1H), 6,06 (d= 5,6 Hz, 1H), 6,82 (dJ = 9,5 Hz, 1H), 7,52
(d,J = 8,8 Hz, 2H), 8,22 (d] = 8,8 Hz, 2H).

RMN *C (CDCl, 75,5 MHz): 20,5 (Ch), 20,7 (CH), 52,6 (CH), 62,1 (Ch), 65,9
(CH), 72,6 (CH), 123,9 (2CH), 127,5 (2CH), 143,2,(C48,0 (C), 164,1 (C), 169,5
(C), 170,4 (C).

EMAR (IES) encontrada: 429,0240; calculadaistGeCloNoNaO; [(M+Na)'l:
429,0227;

[0]o°°=- 5,0 (c 0,7, CHG).
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Dados espectroscopicos do [®;3'R) 1’-acetato de cloranfenicol (3a)

O

N

H,C” YO

WOH
HN Cl
O,N

)~

(0] Cl
3a

R¢ 0,42 (60% AcOEt/hexano).

IV (NaCl): 3055, 2986, 2305, 1744, 1699, 1608, 15421, 1350, 1265, 1228,
1046 cn'.

RMN *H (CDCL, 300,13 MHz): 2,1 (s, 3H), 3,52-3,73 (m, 2H), 4831 (m, 1H),
5,9 (s, 1H), 6,23 (d) = 7,0 Hz, 1H), 7,02 (d] = 9,2 Hz, 1H), 7,60 (d] = 8,8 Hz,
2H), 8,23 (dJ = 8,8 Hz, 2H).

RMN *3C (CDClk, 75,5 MHz): 21,1 (CH), 55,5 (CH), 62,2 (Ch), 66,4 (CH), 73,2
(CH), 124,2 (2CH), 128,1 (2CH), 144,1 (C), 148,3,(064,6 (C), 170,4 (C).

EMAR (IES) calculada: ©H14ClLNo.NaQs [(M+Na)]: 387,0121; encontrada:
387,0129.

[a]p®° = - 6,8 (1,0 CHG)).
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Dados espectroscopicos do [R®;3'R) 1’,3’-dipropionato de cloranfenicol (1b)

o)
H3CQKO o)

O)J\/CH3
ON HN Cl
2 )

0] Cl
1b

R¢ 0,58 (60% AcOEt/hexano).

IV (NaCl): 3055, 2987, 2305, 1747, 1703, 1608, 1526, 1421, 1350, 1265, 1167, 1084
cm™.

RMN 'H (CDCl, 300,13 MHz): 1,11 — 1,19 (m, 6H), 2,32-2,48 (m, 4H), 4,04-4,23 (m,
2H), 4,58-4,67 (m, 1H), 5,87 (s, 1H), 6,08 J&; 5,7 Hz, 1H), 6,84 (d] = 9,5 Hz, 1H),
7,52 (d,J = 8,8 Hz, 2H), 8,22 (d] = 8,8 Hz, 2H).

RMN *C (CDCkL, 75,5 MHz): 9,1 (CH), 9,2 (CH), 27,5 (CH), 27,7 (CH), 53,1
(CH), 62,2 (CH), 66,2 (CH), 72,8 (CH), 124,3 (2CH), 127,8 (2CH), 143,6 (C), 148,3
(C), 164,3 (C), 173,3 (C), 174,2 (C).

EMAR (IES) calculada: GH,oCl.NoNaO; [(M+Na)’]: 457,0540; encontrada: 457,0555
[@]o?°=- 6,1 (0,7 CHG)).
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Dados espectroscopicos do [®;3'R) 1’-propionato de cloranfenicol (3b)

O
H3C\)J\O

jopg-
HN  Cl
O,N

@) Cl
3b

Rt 0,44 (60% AcOEt/hexano).

Pf=114-117 °C.

IV (NaCl): 3055, 2987, 2305, 1746, 1899, 1608, 1525, 1421, 1351, 1265, 1169, 1083
cm’

RMN 'H (CDCl, 300,13 MHz): 1,16 () = 7,7 Hz, 3H), 2,45 (q] = 7,7 Hz, 2H), 3,52

- 3,73 (m, 2H) 4,33-4,41 (m, 2H), 5,90 (s, 1H), 6,24)(d,6,8 Hz, 1H), 7,00 (d] = 9,2

Hz, 1H), 7,21 (dJ = 8,8 Hz, 2H), 8,24 (d] = 8,8 Hz, 2H).

RMN *C (CDCk, 75,5 MHz): 9,1 (CH), 27,8 (CH), 55,6 (CH), 61,3 (Cb), 66,4
(CH), 77,0 (CH), 124,2 (2CH), 128,0 (2CH), 144,3 (C), 148,2 (C), 164,6 (C), 173,8 (C).
EMAR (IES) calculada: €Hi1sCLNoNaQs [(M+Na)]: 401,0278; encontrada:
401,0290.

[0]o?°=- 5,6 (0,6 CHG)).
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Dados espectroscopicos do [R®;3'R) 1’,3’-didecanoato de cloranfenicol (1c)

H 1c

Rt 0,60 (30% AcOEt/hexano).

IV (NaCl): v 3317, 2926, 2855, 1747, 1695, 1609, 1526, 1464913237, 1155,
1109, 1066 cAl.

RMN *H (CDCls, 300,13 MHz):3 0,85 (t,J = 5,9 Hz, 6H), 1,26 (s, 24H), 1,58-1,65
(m, 4H), 2,31-2,45 (m, 4H), 4,01-4,21 (m, 2H), 4465 (m, 1H), 5,85 (s, 1H), 6,05
(d,J=5,5Hz 1H), 6,77 (dJ = 9,4 Hz, 1H), 7,50 (dJ = 8,8 Hz, 2H), 8,22 (dJ = 8,8
Hz, 2H).

RMN *3C (CDCk, 75,5 MHz):5 14,0 (2CH), 22,6 (2CH), 24,7 (2CH), 24,8-29,4
(8CHy), 31,8 (2CH), 33,9 (2CH), 52,8 (CH), 61,9 (Ch), 70,0 (CH), 72,4 (CH),
124,0 (2CH), 127,4 (2CH), 143,5 (C), 148,0 (C), 064C), 172,4 (C), 173,3 (C).
EMAR (IES) calculada: &H4sClbNo.NaO; [(M+Na)]: 653,2750; encontrada:
653,2731.

[0]p°°= - 6,19 (1,4 CHCLy).
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Dados espectroscopicos do [R;3'R) 1’-decanoato de cloranfenicol (3c)

/\/\/\/\)J\O
OH
O-N HN Cl
2
3c >/ <

R 0,24 (40% AcOEt/hexano).

Pf = 99-101 °C.

IV (KBr): v, 3055, 2928, 2856, 1735, 1698, 1642, 1526, 1435011265, 1154,
1111, 1062 cAl.

RMN *H (CDCls, 300,13 MHz):5 0,88 (t,J = 7,0 Hz, 3H), 1,25 (s, 12H), 1,61-165
(m, 2H), 2,42 (tJ = 7,9 Hz, 2H), 3,62 (ddd] = 6,0, 12,0, 30,0 Hz, 2H), 4,33-4,41
(m, 1H), 5,06 (s, 1H), 6,23 (d,= 6,6 Hz, 1H), 6,95 (d] = 9,0 Hz, 1H), 7,59 (d] =
8,7 Hz, 2H), 8,24 (d) = 8,7 Hz, 2H).

RMN *3C (CDCk, 75,5 MHz): 5 14,3 (CH), 22,8 (CH), 24,9 (CH), 29,3-29,6
(4CH,), 32,0 (CH), 34,4 (CH), 55,5 (CH), 61,3 (Ch), 66,4 (CH), 72,9 (CH), 124,1
(2CH), 128,0 (2CH), 144,3 (C), 148,2 (C), 164,5,(C}3,2 (C).

EMAR (IES) calculada: &H3ClLN.NaQs [(M+Na)]: 499,1373; encontrada:
499,1398.

[0]p?°= - 4,16 (0,8 CHCI).
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Dados espectroscopicos do [R®;3'R) 1’,3’-dilaurato de cloranfenicol (1d)

Rt 0,63 (30% AcOEt/hexano).

Pf = 41-43 °C.

IV (NaCl): v 3054, 2928, 2855, 2306, 1743, 1703, 1608, 1528514350, 1265,
1152, 1111, ci.

RMN H (CDCl, 300,13 MHz):8 0,87 (t,J = 7,0 Hz, 6H), 1,25 (s, 32H), 1,59-1,65
(m, 4H), 2,34 (tJ = 9,0 Hz, 2H), 2,43 (J = 9,0 Hz, 2H), 4,12 (ddd] = 6,0, 12,0,
30,0 Hz, 2H), 4,56-4,65 (m, 1H), 5,85 (s, 1H), 6(@7J = 5,7 Hz 1H), 6,76 (dJ =
9,2 Hz, 1H), 7,51 (dJ = 8,8 Hz, 2H), 8,23 (d] = 8,8 Hz, 2H).

RMN 3C (CDCk, 75,5 MHz):3 14,3 (2CH), 22,8 (2CH), 24,9 (2CH), 25,0-29,7
(12CHb), 33,1 (2CH), 34,2 (2CH), 53,1 (CH), 62,2 (Ch}, 66,2 (CH), 72,7 (CH),
124,2 (2CH), 127,7 (2CH), 143,7 (C), 148,3 (C), B64C), 172,6 (C), 173,5 (C).
EMAR (IES) calculada: &HseCloNoNaO; [(M+Na)]: 709,3400; encontrada:
709,3347.

[0]p%°=-1,99 (c = 1,0 CKCI).
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Dados espectroscopicos do [R®;3'R) 1’,3’-dipalmitato de cloranfenicol (1e)

O
HsC
14 O O
O)WCHs
HN Cl
O,N
o Cl le

R¢ 0,92 (60% AcOEt/hexano).

Pf = 48-50 °C.

IV (NaCl): 3054, 2927, 2854, 2305, 1744, 1703, 15P421, 1350, 1265, 1156,
1113 cni.

RMN *H (CDCls, 300,13 MHz): 0,88 (t) = 6,7 Hz, 6H), 1,26 (s, 48H), 1,59-1,66
(m, 4H), 2,34 (tJ = 7,4 Hz, 2H), 2,43 (t) = 7,4 Hz, 2H), 4,12 (ddd}= 6,0, 12,0,
33,0 Hz, 2H), 4,56-4,65 (m, 1H), 5,85 (s, 1H), 6(87J = 5,7 Hz, 1H), 6,76 (d] =
9,4 Hz, 1H), 7,51 (dJ = 8,5 Hz, 2H), 8,23 (d] = 8,5 Hz, 2H).

RMN 3C (CDCl, 75,5 MHz): 14,3 (2Ck), 22,9 (2CH), 24,9 (2CH), 29,2 — 29,6
(20CHp), 32,1 (2CH), 34,3 (2CH), 53,1 (CH), 62,2 (Ch), 66,2 (CH), 72,7 (CH),
124,2 (2CH), 127,7 (2CH), 141,2 (C), 142,8 (C), B64C), 172,7 (C), 173,5 (C).
EMAR (IES) calculada: @H7:ClLN.NaO; [(M+Na)]: 821,4629; encontrada:
821,4586;

[a]p?° =- 1,61 (1,0 CHG)).
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Dados espectrais do (R,3'R) 1',3'-diacetato de tianfenicol (4a)

O

A

0
O)J\
HN cl
MeO,S >_<

Cl
4a o

R¢ 0,26 (60% AcOEt/hexano).

Pf=115-117.

IV (NaCl): v 3055, 2987, 2412, 2305, 1750, 1703, 1523, 1421613265, 1153,
1049 cni.

RMN H (CDCl, 300,13 MHz): 2.07 (s, 3H), 2.16 (s, 3H), 3.053H), 4.14 (ddd)

= 6.0, 12.0, 31.0 Hz, 2H), 4.57 - 4.66 (m, 1H),5(8, 1H), 6.05 (dJ = 6.0 Hz, 1H),
6.89 (d,J = 9.3 Hz, 1H), 7.55 (d] = 8.2 Hz, 2H), 7.93 (d] = 8.2 Hz, 2H).

13C-NMR (CDCl, 75.5 MHz): 20.8 (Ch), 20.9 (CH), 44.5 (CH), 52.9 (CH), 62.3
(CH,), 66.2 (CH), 73.1 (CH), 127.9 (2CH), 128.1 (2CH#31.1 (C), 142.6 (C), 164.4
(C), 169.8 (C), 170.7 (C).

EMAR (IES) calculada para 6H10CIobNNaG;S (M): 462,0151; encontrada:
462,0176.

[a]p®° = - 3,89 (1,0 CHG)).
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Dados espectrais do (R,3'R) 3’-acetato de tianfenicol (6a)

OH (0]
O)J\
HN Cl
MeO,S >_<
6a o Cl

R¢ 0,18 (60% AcOEt/hexano).

Pf=133-135.

IV (NaCl):v 3055, 2987, 1743, 1699, 1521, 1421, 1316, 12651 1am?.

RMN *H (CDCl, 300,13 MHz): 2.08 (s, 3H), 3.00 (s, 3H), 4.12.40 (m, 3H),
5.04 (s, 1H), 5.80 (s, 1H), 7.03 @= 8.5 Hz, 1H), 7.50 (d] = 8.2 Hz, 2H), 7.74 (d,
J = 8.2 Hz, 2H).

RMN C (CDCl, 75.5 MHz): 20.9 (Ch), 44.6 (CH), 54.3 (CH), 63.1 (C}), 66.3
(CH), 70.7 (CH), 127.1 (2CH), 127.4 (2CH), 139.6,(T47.2 (C), 164.5 (C), 171.4
(C).

EMAR (IES) calculado para GH;7;CI,NNaGsS (M): 420,0046; encontrado:
420,0057.

[a]p®° = + 0,75 (0,8 CHG).
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Dados espectrais do (R,3'R) 1’-acetato de tianfenicol (5a)

Rt (60% EtOAc/hexane): 0,15

IV (NaCl):v 3328, 3019, 2928, 1735, 1688, 1533, 1410, 1303, 1225, 1147, cm

RMN *H(CDCls;, 300,13 MHz): 2,13 (s, 3H), 3,06 (s, 3H), 3,57 (dild; 4,10; 11,3;
41,2 Hz, 2H), 4,33 - 4,38 (m, 1H), 5,94 (s, 1H), 6,181@,7,2 Hz, 1H), 7,10 (d] = 9,2

Hz, 1H), 7,63 (dJ = 8,3 Hz, 2H), 7,93 (d] = 8,3 Hz, 2H)

NMR *¥C(CDCls;, 75,5 MHz): 21,1 (Ch), 44,6 (CH), 55,6 (CH), 61,0 (Ch), 66,4
(CH), 73,4 (CH), 128,0 (2CH), 128,2 (2CH), 140,9 (C), 143,4 (C), 164,7 (C), 170,4 (C)
EMAR (IES) calculada for GH;7CI,NNaGsS (M): 420,0083; encontrada: 420,0046;
[a]o?° = - 3,6 (0,5, CHG).
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Dados espectrais do (R,3'R) 1',3'-dipropionato de tianfenicol (4b)

HN Cl
MeO,S >_<

Rt (60% AcOEt/hexano): 0,46.

Pf =105-107.

IV (NaCl):v 3059, 2928, 2305, 1743, 1707, 1527, 1463, 1313, 1267, 1151, 1084 cm
RMN 'H (CDCk, 300,13 MHz): 1,12 () = 7,5 Hz, 3H), 1,15 () = 7,5 Hz, 3H), 2,34
(q,J = 7,5 Hz, 2H), 2,43 (q] = 7,5 Hz, 2H), 3,04 (s, 3H), 4,14 (ddd& 5,3; 11,7; 33,0
Hz, 2H), 4,60 (m, 1H), 5,88 (s, 1H), 6,04 (&= 6,0 Hz, 1H), 6,88 (d] = 9,3 Hz, 1H),
7,55 (d,J = 8,2 Hz, 2H), 7,93 (d] = 8,2 Hz, 2H).

RMN C (CDCk, 75,5 MHz): 9,0 (Ch), 9,1 (CH), 27,4 (CH), 27,6 (CH) 44,6
(CHg), 53,0 (CH), 62,3 (Ch), 66,2 (CH), 72,8 (CH), 127,9 (2CH), 128,1 (2CH), 141,1
(C), 142,7 (C), 173,3 (C), 174,1 (C).

EMAR (IES) calculado para@H.3CI,2NNaG;S (M): 490,0484; encontrado: 490,00464.
[0]o?° = - 3,7 (1,0 CHGJ).
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Dados espectrais do (R,3'R) 3’-propionato de tianfenicol (6b)

OH

o)
O)J\/
HN cl
MeO,S

>_<CI

6b 0]

R¢ 0,33 (60% AcOEt/hexano).

Pf=111-113.

IV (NaCl):v 3055, 2987, 2305, 1743, 1699, 1521, 1421, 1315, 1265, 1151, 1088 cm
RMN *H (CDCk, 300,13 MHz): 1,13 (t) = 7,5 Hz, 3H), 2,36 (q] = 7,5 Hz, 2H), 3,00

(s, 3H), 4,18 - 4, 23 (m, 1H), 4,29 - 4, 41 (m, 2H), 5,04 (s, 1H), 5,80 (s, 1H), 7,27 (d,
= 8,5 Hz, 1H), 7,50 (d] = 8,2 Hz, 2H), 7,74 (dl = 8,2 Hz, 2H);

RMN *C (CDCk, 75,5 MHz): 9,1 (CH), 27,6 (CH), 44,6 (CH), 54,4 (CH), 63,0
(CHy), 66,6 (CH), 70,8 (CH), 127,1 (2CH), 127,4 (2CH), 139,6 (C), 147,2 (C) 164,5
(C), 174,8 (C);

EMAR (IES) calculado para;@H1sCI,2NNaGsS (M): 434,0218; encontrado: 434,0202.
[0]o?°= + 0,11 (1,0 CHG).
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Dados espectrais do (R,3'R) 1',3'-didecanoato de tianfenicol (5b)

Rt (60% AcOEt/hexane): 0,25.

Pf=109-111.

IV (NaCl): v 3497, 3289, 2929, 1727, 1684, 1556, 1462, 1369, 1300, 1151, 1084 cm
RMN 'H (CDClk, 300,13 MHz): 1,14 (t) = 7,5 Hz, 3H), 2,42 (q] = 7,5 Hz, 2H), 3,05

(s, 3H), 3,57 (ddd] = 4,62; 11,4; 51,6 Hz, 2H), 4,31 - 4,38 (m, 1H), 5,93 (s, 1H), 6,19
(d,J=7,2Hz, 1H), 7,09 (d] = 9,2 Hz, 1H), 7,63 (d] = 8,3 Hz, 2H), 7,93 (d] = 8,3

Hz, 2H).

RMN *C (CDCk, 75,5 MHz): 9,1 (Ch), 27,8 (CH), 44,6 (CH), 55,7 (CH), 61,0
(CHyp), 66,5 (CH), 73,3 (CH), 128,0 (2CH), 128,2 (2CH), 140,9 (C), 143,6 (C) 164.,6
(C), 173,8 (C).

EMAR (IES) calculado for GH14CI,NNaGsS (M): 434,0202; encontrado: 434,0241.
[0]o?° = - 4,4 (1,0 CHG).
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Dados espectrais do (R,3'R) 1',3'-didecanoato de tianfenicol (4c)

(0]

Wo o

O)J\/\/\/\/\
HN Cl
MeO,S >_<

cl
4 O

R¢ 0,87 (60% AcOEt/hexano).

IV (NaCl):v 3054, 2928, 2856, 2305, 1743, 1703, 1522, 1421, 1317, 1265, 1153 cm
RMN 'H (CDCk, 300,13 MHz): 0,88 (tJ = 6,8 Hz, 6H), 1,26 (s, 24H), 1,63 Jt= 4,6

Hz, 4H), 2,35 (tJ = 7,7 Hz, 2H), 2,42 (t) = 7,7 Hz, 2H), 3,05 (s, 3H), 4,10 (ddds

5,5; 12,0; 33,0 Hz, 2H), 4,55 — 4,62 (m, 1H), 5,86 (s, 1H), 6,05%d,0 Hz, 1H), 6,76
(d,J=9,3 Hz, 1H), 7,55 (d] = 8,2 Hz, 2H), 7,95 (d] = 8,2 Hz, 2H).

RMN *3C (CDCk, 75,5 MHz): 14,3 (2CH), 22,8 (2CH), 24,9 (2CH), 29,3 — 29,6
(8CH,), 32,0 (2CH), 34,2 (2CH)), 44,6 (CH), 53,1 (CH), 62,2 (C}), 66,3 (CH), 72,8
(CH), 127,9 (2CH), 128,2 (2CH), 141,3 (C), 142,7 (C), 172,7 (C), 173,5 (C).

EMAR (IES), calculado paragHs,Cl,NNaO;S (M): 686,2664; encontrado: 686,2656.
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Dados espectrais do (R,3'R) 3’-decanoato de tianfenicol (6c)
o}
/@/H/\O)J\/\/\/\/\
cl
MeO,S H'\>_<

R 0,67 (60% AcOEt/hexano).

Pf = 85-87.

IV (NaCl):v 3055, 2928, 2856, 2305, 1743, 1699, 1519, 1421, 1316, 1265, 1151 cm
RMN *H (CDCk, 300,13 MHz): 0,88 (t) = 7,1 Hz, 3H), 1,26 (s, 12H), 1,63 Jt= 7,2

Hz, 2H), 2,36 (tJ = 7,4 Hz, 2H), 3,02 (s, 3H), 4,16 — 4,47 (m, 3H), 5,04 (s, 1H), 5,30
(s, 2H), 5,7 (s, 1H), 6,92 (d,= 8,8 Hz, 1H), 7,54 (d] = 8,2 Hz, 2H), 7,82 (d] = 8,2

Hz, 2H).

RMN *C (CDC, 75,5 MHz): 14,3 (Ch), 22,8 (CH), 25,0 (CH), 29,3 — 29,5 (4CH),

32,0 (CH), 34,3 (CH), 44,7 (CH), 54,4 (CH), 62,7 (CH2), 66,3 (CH), 70,9 (CH),
127,1 (2CH), 127,6 (2CH), 140,1 (C), 146,7 (C), 164,5 (C), 174,4 (C).

HRMS (IES), calculado paragHs3CIoNNaGsS (M): 532,1307; encontrado: 532,1298.
[0]o?® = + 3,4 (0,8, CHG).
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Dados espectrais do (R,3'R) 1',3’-dilaurato de tianfenicol (4d)

R 0,75 (60% AcOEt/hexano).

Pf = 48-50.

IV (NaCl):v 3055, 2928, 2855, 2306, 1743, 1703, 1522, 1421, 1317, 1265, 1152 cm
RMN 'H (CDCk, 300,13 MHz): 0,88 (tJ = 6,6 Hz, 6H), 1,25 (s, 32H), 1,61 (s, 4H),
2,32 (t,J = 8,6 Hz, 2H), 2,40 (t) = 8,6 Hz, 2H), 3,04 (s, 3H), 4,10 (ddd= 5,7; 11,7;
37,0 Hz, 2H), 4,55 — 4,64 (m, 1H), 6,04 (&= 6,0 Hz, 1H), 6,76 (d] = 9,3 Hz, 1H),
7,55 (d,J = 8,2 Hz, 2H), 7,95 (d] = 8,2 Hz, 2H).

RMN *3C (CDCk, 75,5 MHz): 14,2 (2Ch), 22,8 (2CH), 24,9 (2CH), 29,2 — 29,6
(12CH,), 32,0 (2CH), 34,2 (2CH), 44,6 (CH), 53,1 (CH), 62,2 (Ch), 66,2 (CH), 72,8
(CH), 127,9 (2CH), 128,1 (2CH), 141,2 (C), 142,8 (C), 164,2 (C), 172,7 (C), 173,5 (C);
EMAR (IES), calculado parasgHsoCl,NNaGO;S (M): 742,3294; encontrado: 742,3282.
[0]o?° = - 0,64 (1,0 CHGQ).
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Dados espectrais do (R,3'R) 3'-laurato de tianfenicol (6d)

R 0,47 (60% AcOEt/hexano).

Pf = 94-96.

IV (NaCl):v 3055, 2928, 2855, 2306, 1733, 1699, 1519, 1421, 1316, 1265, 1151 cm
RMN *H (CDCk, 300,13 MHz): 0,88 (t) = 7,2 Hz, 3H), 1,26 (s, 16H), 1,63 Jt= 7,2

Hz, 2H), 2,35 (tJ = 7,6 Hz, 2H), 3,0 (s, 3H), 4,17 — 4,44 (m, 3H), 5,04 (s, 1H), 5,78 (s,
1H), 6,97 (dJ = 8,7 Hz, 1H), 7,52 (dl = 8,2 Hz, 2H), 7,77 (dl = 8,2 Hz, 2H).

RMN C (CDC, 75,5 MHz): 14,3 (Ch), 22,8 (CH), 25,0 (CH), 29,3 — 29,8 (6CH),

32,1 (CH), 34,3 (CH), 44,7 (CH), 54,4 (CH), 62,9 (Ch, 66,3 (CH), 70,9 (CH),
127,1 (2CH), 127,5 (2CH), 139,8 (C), 147,0 (C), 174,4 (C).

EMAR (IES), calculado parafH37Cl,NNaGsS (M): 560,1639; encontrado: 560,1611.
[0]o?° = + 0,62 (1,0 CHG).
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Dados espectrais do (R,3'R) 1',3'-dipalmitato de tianfenicol (4e)

Rt 0,86 (60% AcOEt/hexano).

Pf = 47-49.

IR (NaCl):v 3054, 2927, 2854, 2306, 1743, 1703, 1522, 1466, 1317, 1265, 1153 cm
RMN *H (CDCk, 300,13 MHz): 0,87 (t) = 6,7 Hz, 6H), 1,24 (s, 48H), 1,61 (s, 4H),
2,32 (t,J = 8,6 Hz, 2H), 2,42 (t)= 8,6 Hz, 2H), 3,04 (s, 3H), 4,10 (ddbk 6,1; 12,0;
35,0 Hz, 2H), 4,55 — 4,64 (m, 1H), 5,86 (s, 1H), 6,04)(d,6,0 Hz, 1H), 6,83 (d] =

9,3 Hz, 1H), 7,55 (d] = 8,2 Hz, 2H), 7,93 (d] = 8,2 Hz, 2H).

RMN *3C (CDCk, 75,5 MHz): 14,2 (2CH), 22,8 (2CH), 24,9 (2CH), 29,2 — 29,6
(12CHp), 32,0 (2CH)), 34,2 (2CH)), 44,6 (CH), 53,1 (CH), 62,2 (Ch), 66,2 (CH), 72,8
(CH), 127,9 (2CH), 128,1 (2CH), 141,2 (C), 142,8 (C), 164,2 (C), 172,7 (C), 173,5 (C);
EMAR (IES), calculado parasH7sCl,NNaGO;S (M): 854,4555; encontrado: 854,4534.
[a]o?°=-1,6 (1,0 CHGJ).
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Dados espectrais da meleinaKj-3,4-dihidro-8-hidroxi-3-metilisocromen-1-ona)

OH O

IV (KBr): v 2919, 2852, 1674, 1618, 1674, 1464, 1233, 823.cm

RMN 'H (CDCk, 500 MHz): 1.54 (dJ = 6,5 Hz, 3H), 2,94 (d] = 10,0 Hz, 2H), 4,71
(m, 1H), 6,93 (dJ) = 7,3 Hz, 1H), 7,04 (dd] = 8,5; 1,0 Hz, 1H), 7,42 (m, 1H), 11,0 (s,
1H).

RMN 3C (CDChk, 125 MHz): 21,0 (Ch), 34,8 (CH), 76,3 (CH), 108,5 (C), 116,5
(CH), 118,1 (CH), 136,4 (CH), 139,6 (C), 162,4 (C), 170,2 (C).
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Dados espectrais dacis 4-hidroximeleina ((R,4R)-3,4-dihidro-4,8-dihidroxi-3-
metilisocromen-1-ona)

OH

OH O

IV (KBr): v 3402, 2938, 1971, 1654, 1487, 1240, 1051, 821 cm

RMN *H (CDCk, 500 MHz): 1,60 (d,J) = 6,5 Hz, 3H), 4,59 (dJ = 2,0 Hz 1H), 4,71
(qd,J = 6,5; 1,0 Hz, 1H), 6,93 (d,= 7,0 Hz, 1H), 7,04 (dd] = 8,5; 1,0 Hz, 1H), 7,54
(dd,J = 7,0, 8,5 Hz, 1H), 11,0 (s, 1H).

RMN *C (CDCkL, 125 MHz): 16,3 (Ch), 67,5 (CH), 78,4 (CH), 107,1 (C), 118,5
(CH), 118,8 (CH), 137,0 (CH), 140,7 (CH), 162,3 (CH), 169,4 (CH).

EM-ES 195,5 ([M + H]), 177,5 (100), 149,5 (92), 131,5 (16), 121,5 (14), 103,5 (12).
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Dados espactrais derans 4-hidroximeleina ((R,49)-3,4-dihidro-4,8-dihidroxi-3-
metilisocromen-1-ona).

a0
T

OH O

RMN 'H (CDCk, 500 MHz): 1,52 (dJ = 5,5 Hz, 3H), 4,60 (m, 1H), 4,71 (m, 1H), 7,0
(d,J=8,51H), 7,04 (d) = 8,5 1H), 7,54 (m, 1H), 11,0 (s 1H).

RMN *C (CDCkL, 125 MHz): 17,9 (Ch), 69,2 (CH), 80,0 (CH), 106,7 (C), 116,3
(CH), 116,8 C(5), 136,9 (CH), 141,2 (C), 162,0 (C), 169,5 (C).

EM-ES 195,5 ([M + H]), 177,5 (23), 149,5 (100), 131,5 (7), 121,5 (4), 103,5 (8).
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Dados espectrais do acido penicilico (5-hidroxi-4-metoxi-5-(prop-en-2-il)furan-
2(5H)-ona).

H
H3C, © OCHjs

\

H,c ©

IV (KBr): v 3114, 1714, 1635, 1456, 1230, 1060, 827 cm

RMN *H (CDChk, 500 MHz): 4,95 (s, 1H), 5,19 (s, 1H); 5,47 (s, 1H), 1,75 (s, 3H).
RMN *°C (CDCh, 125 MHz): 17,5 (CH), 89,4 (CH), 103,3 C(4), 118,5 (GH 139,6
C(6), 179,7 C(1).

EM-ES 171,1 (100 [M + HJ), 153,1 (21), 125,1 (25).
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Anexo 1 —Espectro de RMNH dela, CDChk, 300 MHz
BM-2.1 cloroanfenicol-1',3'-diacetato (13C, CDCL3)
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Anexo 2— Espectro de RMN’C-BB dela, CDCk, 73 MHz
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BM-2.1 cloroanfenicol-1',3'~diacetato (DEPT, CDCL3)
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bm~-3 cloroanfenicol-1',3'~dipalmitato (13C-BB, CDCL3)
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bm-3 cloroanfenicol-1',3'- dipalmitato (13C-DEPT, CDCL3)
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BM—3C cloroanfenicol—1'—palmitote (1H. COCL3)
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BM-3C cloroanfenicol—1'—propionato (13C-BB, CDCL3)
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BM-40 cloroanfenicol-1',3'~didecanoato (1H, CDCL3)
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BM-40A cloroanfenicol-1",3'~didecanoato (C13-DEPT, CDCL3)
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BM-40 cloroanfenicol- 1'~decanoato (1H, CDCL3)
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Anexo 25- Espectro de RMNH de2c, CDCh, 300 MHz

BM-40C cloreanfenicol- 1'-decanoato (C13-B8, CDCL3)
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BM-40C cloroanfenicol-1'-decanoato (C13-DEPT, COCL3)
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intens. 13, +MS, 0.7-1.0min #(40-62), -Peak Bkgrnd
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Anexo 29 — Espectro de massa exat2ae
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Anexo 30- Espectro de RMNH del1d, CDCk, 300 MHz.
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BM-23A cloroanfenicol-1",3'~dilourato (C13-BB, CDCL3)
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Anexo 31- Espectro de RMN°C-BB deld, CDCk, 75 MHz
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Anexo 32— Espectro de RMN?C-DEPT deld, CDCk, 75 MHz
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Anexo 33 — Espectro de IV da, CH,Cl..
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Anexo 34 — Espectro de massa exatadle
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BM-12 cloroanfenicol-1',3'~dipalmitato (1H, CDCL3)

00586 —

81909——
80809~/

66729 —=
1819~/
0071 —

85067 —=
wssi-

68178 —=
8gvi8—/

-

==

Lv%‘
et
= 00001

£6009

]

€108

89T

SITrf

2050°C

L660°)

l—"Toarn |
1286'0

e
— Lre

|t
— 8090

|0ibaju|

(ppm)

Anexo 35— Espectro de RMNH dele CDCk, 300 MHz

BM-12 cloroanfenicol-1','3~dipalmitato (C13-BB, CDCL3)
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Anexo 36— Espectro de RMN?C-BB dele, CDCk, 75 MHz
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BM-12 cloroanfenicol-1',3'~dipalmitato (C13-DEPT, CDCL3)
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Anexo 37— Espectro de RMN’C-DEPT dele, CDCh, 75 MHz
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Anexo 39 — Espectro de massa exatdae
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Anexo 40- Espectro de RMNH de1f, CDCk, 300 MHz
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BM-32A tianfenicol-1',3'~diacetato (1H, CDCI3)
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Anexo 41— Espectro de RMNH de4a, CDCL, 300 MHz

BM-32A cloroanfenicol-1',3'~diacetato (13C-BB, CDCI3)
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Anexo 42— Espectro de RMN®C-BB de4a, CDCL, 75 MHz
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BM-32A cloroanfenicol-1",3'~diacetato (13C-BB, CDCI3)
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Anexo 43— Espectro de RMN°C-DEPT deda, CDCh, 75 MHz
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Anexo 44 — Espectro de IV d&, CH,Cl.
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Anexo 46 -Espectro de RMNH de5a, CDCh, 300 MHz
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Anexo 47 Espectro de RMN°C-BB de5a, CDCh, 75 MHz
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Anexo 48 Espectro de RMN’C-DEPT de5a, CDCh, 75 MHz
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Anexo 49 -Espectro de IV d&a, CH,Cl..
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Anexo 50 — Espectro de massabde
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BM-54 tianfenicol-3'-acetato (1H, CDCI3)
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Anexo 51— Espectro de RMNH de6a, CDCk, 300 MHz

BM-328 tionfenicol-3'-acetato (13C-BB, CDCI3)
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Anexo 52— Espectro de RMN®C-BB de6a, CDCL, 75 MHz
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BM-32B tionfenicol-3'-acetato (13C~DEPT, CDCI3)
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Anexo 54 — Espectro de IV @&, CH,Cl.
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Anexo 55 — Espectro de massa exatéale

BM-39A tianfenicol-1',3'~dipropionato (1H, CDCI3)
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Anexo 56— Espectro de RMNH de4b, CDCk, 300 MHz
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BM-39A tianfenicol-1',3'~dipropionato
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Anexo 57— Espectro de RMN®-BB de4b, CDCL, 75 MHz

BM-39A tianfenicol-1',3'~dipalmitato (13C-DEPT, CDCI3)
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Anexo 58- Espectro de RMN?C-DEPT de4b, CDCk, 75 MHz
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Anexo 60 — Espectro de massa exatdhle
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Anexo 61 -Espectro de RMNH de5b, CDCk, 300 MHz
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Anexo 62 -Espectro de RMN?C-BB de5b, CDCh, 75 MHz
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Anexo 63 — Espectro de IV d&db, CH,Cl,
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Anexo 64 — Espectro de EM 8
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BM-39B tionfenicol-3'~propionato (1H, CDCI3)
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Anexo 65— Espectro de RMNH de6b, CDCE, 300 MHz

BM-39B tionfenicol-3'-acetato (13C, CDCI3)
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Anexo 66— Espectro de RMN?C-BB de6b, CDCk, 75 MHz
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Anexo 67— Espectro de RMN?C-DEPT desb, CDCh, 75 MHz

4, My Workspace(3)
85—

55—
. 230596

169910

115169

| - 2087.37

| 3837

25

R O R S ot
3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600

g SR SRR T L R e R L L S e S & i
200 2000 1800 1800 1400 1200 1000 800 500
Wavenumber

Ve
2400

Anexo 68 — Espectro de IV ddb, CH,Cl..
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Anexo 70- Espectro de RMNH de4c, CDCh, 300 MHz



BM-56A C13 CDCI3

€980 7L~

905872
ceibve
dre06
0962 6¢
9hv e %.
196026
65617 ~\
i
168977 —

£691'66—

05000 —
GE60'99—

9087 —
2089 —=

00€C'LL
VLSV LL
8989°LL

mesﬁl
wiest

SL6T LYl —
8Ly —

Y99l —

(ppm)

Anexo 71- Espectro de RMN’C —BB de4c, CDCl, 75 MHz
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Anexo 72— Espectro de RMN?C-DEPT de4c, CDCL, 75 MHz.
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Anexo 74 — Espectro de massa exatdale
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BM-568 1H CDCI3
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Anexo 75— Espectro de RMNH de6c, CDCL, 300 MHz
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Anexo 76— Espectro de RMNC-BB de6c, CDCk, 75 MHz
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Anexo 77— Espectro de RMN’C-DEPT desc, CDCh, 75 MHz
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Anexo 78 — Espectro de IV &g, CH,Cl,.
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Anexo 79 — Espectro de massa exatéae
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Anexo 80- Espectro de RMNH de4d, CDCk, 300 MHz

195



BM-64A C13 CDCI3

{0Ft v
m_i.vmu\l

60097 —

G160°€G—

69179 —
9190:99—

98687, —

01089 —=
00€C'LL
8059'LL

295821
weveti

618117l —
SLLLTYL —

Y9l —

U —
898ye/L

T
80

(ppm)

Anexo 81— Espectro de RMN’C-BB de4d, CDCkL, 75 MHz
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Anexo 82— Espectro de RMN?C-DEPT de4d, CDCL, 75 MHz.
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Anexo 84 — Espectro de massa exatddle
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Identificagdo de micro-organismos por taxonomia molecular

Objetivos

Identificagédo de 05 linhagens de fungos filamentosos utilizando seqilenciamento e analise
filogenética de fragmentos de genes do operon ribossomal.

Amostras analisadas

Servigo No. Descrigdo da Amostra:

CPQBA 007-10 DRM 01 | Uma placa contendo fungo crescido em meio de cultura (EV 07)
CPQBA 007-10 DRM 02 | Uma placa contendo fungo crescido em meio de cultura (EV 09)
CPQBA 007-10 DRM 03 | Uma placa contendo fungo crescido em meio de cultura (EV 10)
CPQBA 007-10 DRM 04 | Uma placa contendo fungo crescido em meio de cultura (EV 11)
CPQBA 007-10 DRM 05 | Uma placa contendo fungo crescido em meio de cultura (PM7)

Metodologia utilizada

e Extragdo de DNA gendmico. O DNA gendmico da amostra foi extraido de acordo com o
protocolo descrito por de Hoog et al. (2003).

* Amplificag@o da regido ITS1-5.8S-ITS2. A metodologia consistiu na amplifica¢do das regides
ITS (Internal Transcribed Space) pela metodologia de PCR, utilizando como molde o DNA
gendmico extraido diretamente da amostra. Os primers (oligonucleotideos  sintéticos)
utilizados para a reagéo de PCR foram ITS-1 e ITS-4 homologos as extremidades da regido
ITS.

e Seqiienciamento. Os fragmentos amplificados foram a seguir purificados e submetidos
diretamente ao seqUenciamento em seqiienciador automatico MegaBACE 1000 (GE
Healthcare). Os primers utilizados para o seqiienciamento foram o ITS-1 e [TS-4.

* Anadlise filogenética. As seqliéncias parciais das regides ITS obtidas com os diferentes
primers foram montadas em um contig (seqUéncia Unica combinando os diferentes
fragmentos obtidos) e comparada com as seqiiéncias de organismos representados nas
bases de dados do Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e CBS (http://www.cbs knaw.nl/).

As sequéncias foram alinhadas utilizando o programa CLUSTAL X (Thompson et al., 1994) e

}éi( as analises filogenéticas foram conduzidas utilizando o programa MEGA versao 3.0 (Kumar et

¥ al, 2004). As matrizes de distancia evolutiva foram calculadas com o modelo de Kimura

' (1980) e a construgdo da arvore filogenética a partir das distancias evolutivas foi feita pelo

Os resultados e concluses deste relatdrio se restringem exclusivamente as condigdes de ensaio e produtos analisados, sendo vetado sua utilizagdo
parcial para qualquer fim. O contetdo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do(s) autor(es) ¢ ndo representam opinido
da Universidade Estadual de Campinas nem a comprometem. O nome do CPQBA/UNICAMP ndo pode ser utilizado para divulgagio ou publicidade
do produto ou empresa sob qualquer forma.
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método de Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987), com valores de bootstrap calculados a partir
de 1.000 re-amostragens, utilizando o software de rotina incluido no programa MEGA 3.0.

Resultados e Discussio

e Fragmentos da regido ITS das amostras CPQBA 007-10 DRM 01, DRM 02, DRM 03, DRM 04
e DRM 05 foram amplificados com sucesso a partir do DNA gendmico extraidos das
amostras. O material foi purificado em coluna (GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit,
GE Healthcare) e submetido ao sequienciamento automatico no sistema MegaBACE.

* As sequéncias de DNA da regido ITS obtidas paras as amostras CPQBA 007-10 DRM 01,
DRM 02, DRM 03, DRM 04 e DRM 05 estso apresentadas no Anexo |. Estas seqUéncias
foram analisadas usando a rotina BLAST do GenBank e o banco de dados do CBS
(Centraalbureau voor Schimmelcultures, Fungal Biodiversity Centre). A arvore filogenética
construida a partir das seqliéncias recuperadas no GenBank esta apresentada na Figura 1.

e Os resultados das anlises comparativas das sequéncias obtidas para as amostras CPQBA
007-10 DRM 01 a DRM 05 com as sequéncias depositadas nas bases de dados GenBank e
CBS estéo apresentados a seguir na Tabela 1.

Tabela 1. Similaridade de sequéncias da regiéo ITS1-5.8S-ITS2 baseada nas analises de BLAST

Amostra Taxa % similaridade
BLAST
CPQBA 007-10 DRM 01 Aspergillus sydowii 99
CPQBA 007-10 DRM 02 Aspergillus flocculosus 99
CPQBA 007-10 DRM 03 Aspergillus flocculosus 96
CPQBA 007-10 DRM 04 Aspergillus flocculosus 99
CPQBA 007-10 DRM 05 Paecilomyces variotii 100

e Na arvore filogenética apresentada na Figura 1, a amostra CPQBA 007-10 DRM 01 formou
um agrupamento suportado por um valor de 100% de bootstrap com os fungos Aspergillus

Os resultados e conclusdes deste relatorio se restringem exclusivamente s condicdes de ensaio e produtos analisados, sendo vetado sua utilizagdo
parcial para qualquer fim. O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do(s) autor(es) e ndio representam opinido
da Universidade Estadual de Campinas nem a comprometem. O nome do CPQBA/UNICAMP nio pode ser utilizado para divulgagdo ou publicidade
do produto ou empresa sob qualquer forma.
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sydowii e A. versicolor. Entretanto, as andlises macro e micromorfologicas confirmaram a
identificagdo deste isolado como A. sydowii.

e Os fungos CPQBA 007-10 DRM 02, DRM 03 e DRM 04 apresentaram sequéncias da regigo
ITS similares e formaram um agrupamento na arvore filogenética suportado por um valor de
100% de bootstrap (Figura 1) com Aspergillus flocculosus e Aspergillus ochraceopetaliformis.
Estas duas espécies sdo consideradas sinonimias (Peterson, 2008). Apesar destes trés
isolados apresentarem entre si caracteristicas macroscopicas distintas em meio CYA e
G25N, as analises morfolégicas confirmaram a identificagdo dos mesmos como Aspergillus
flocculosus.

e A amostra CPQBA 007-10 DRM 05 formou um grupo conciso (100% bootstrap) com um
representante do género Byssochlamys, com diferentes isolados de Paecilomyces variotii e
com um isolado de Talaromyces spectabilis. Entretanto, as analises morfologicas do isolado
representante da amostra CPQBA 007-10 DRM 05 apresentaram alta similaridade com o
fungo Paecilomyces variotii.

e As analises baseadas em dados moleculares e convencionais (analises macro e
microscopicas) utilizadas para a identificacdo taxondmica das amostras de fungos
filamentosos CPQBA 007-10 DRM 01, DRM 02, DRM 03, DRM 04 e DRM 05 permitiram a
identificagéo destes fungos como Aspergillus sydowii, Aspergillus flocculosus e Paecilomyces
variotii
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Aspergillus sydowii NRRL 250 (EF652450)

Aspergillus versicolor EPA 229 (AY373881)

Aspergillus sydowii NRRL 4768 (EF652473)

100 | Aspergillus sydowii NRRL 254 (EF652451)

CPQBA 007-10 DRM 01

Aspergillus versicolor NHRC-EC043 (AJ937749)

CPQBA 007-10 DRM 05

Byssochlamys sp. CBS 109072 (AY753329)

Paecilomyces variotii CBS 338.51 (FJ389930)

100 | Paecilomyces variotii ATCC 10865 (FJ345354)

Paecilomyces variotii CBS 102.74 (EU037055)

Talaromyces spectabilis CBS 109072 (EU037053)

100

—— CPQBA 007-10 DRM 03

[ CPQBA 007-10 DRM 04

CPQBA 007-10 DRM 02

Aspergillus flocculosus CBS 112798 (FJ491581)
Aspergillus flocculosus CBS 112785 (FJ491577)
Aspergillus flocculosus CBS 112799(FJ491582)
Aspergillus flocculosus CBS 123.55 (FJ491573)

Aspergillus ochraceopetaliformis NRRL 35055 (EF661431)

Figura 1. Arvore filogenética demonstrando a relacio evolutiva entre as amostras CPQBA 007-10
DRM 01, DRM 02, DRM 03, DRM 04, DRM 05 e linhagens de microrganismos relacionados com

base em seqiiéncias da regido ITS1-5.8S-ITS2.
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Anexo L. Sequéncia parcial da regifio ITS das amostras analisadas.

>CPQBA 007-10 DRM 01
GAAGAAAAATGGTTGGAGACGTCGGCTGGCGCCCGGCCGGCCCTAGTCGA
GCGGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACACGGTGCCGCCGCT
GCCTTTCGGGCCCGTCCCCCGGGGGGGACGACGACCCAACACACAAGCCG
GGCTTGATGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATGCC
AGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAA
TTCACATTACTTATCGCAGTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCA
AGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTGACTGATTTTATATTCAGACTCAGACT
GCATCACTCTCAGGCATGAAGTTCAGTAGTCCCCGGCGGCTCGCCCCCGA
GGGGGTTCCCGCCGAAGCAACAGTGTTAGGTATTCACGGGTGGGAGGTTG
GGCGCC

>CPQBA 007-10 DRM 02
TGGTTGCTTTTCAGCGTCGGCCAGCGCCGGCCGGGCCTACGAGAGCGGTG
TGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTT
TCGGGCCCGTCCCCCGGGGGGGACGAGGACCCAACACACAAGCCGGGCTT
GAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATACCCCCCGGAATACCAGGGGG
TGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACA
TTAATTATTCCCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGA
TCCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCGATACAATCGAACTCAGACGAC
AARACTTCAGACAGTGTTCACGTTGGGGTCTCCGGCGGECECTCECCCEG
GGGGAGGGGTTCCCCCC :

>CPQBA 007-10 DRM 03 .
AACNANCCTCCTCAAGCGAGCCATAGAAATATGGTTGTTTCAGCGTCGGT
CAGCGCAGGCGGGCTACGAGAGCGGTGTGACAAAGCCCATAACTCGAGGA
CGGACGCGGTGCCGCGCTGNCTTTCGGGCCCGTCCCCGGGGEGGACGAGE
ACCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCA
TACCCCCCGGAATACCAGGGGGTGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGAT
TCACTGAATTCTGCAATTCACATTAATTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTC
ATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCG
ATACAATCGAACTCAGACGACAAAACTTCAGACAGTGTTCACGTTGGGGT
CTCCGGCGGGCGCTCGCCCGGGGGGAGGGGTTCCCCCCCGGCGGACGCET
GAACGGCGGGCCCGTCGAAGCCACTTGGTACAGTATACAAGGGTGCCAGG
TTGGGCCCCGAAGGAACCCTCACTCAGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCAC
CTACGGAAACTTTGTTACGACTTA

>CPQBA 007-10 DRM 04
CCGCGTTCGCGCGGCCGCCGGGGGGGAACCCCTCCCCCCGGECGAGCGLCT
CGCCGGAGACCCCAACGTGAACACTGTCTGAAGTTTTGTCGTCTGAGTTC
GATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCG
GCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAATTAATGTGAATTGCAGAA
TTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCAACCCCTGGTATTCC
GGGGGGTATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTG
TGTTGGGTCCTCGTCCCCCCCGGGGGACGGGCCCGARAGGCAGCGGCGGC
ACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGG

>CPQBA 007-10 DRM 05
GTCCCTCGGGGCCCAACCTCCCATCCGTGTTGTCCTGACACCTGTTGCTT
CGGCGGGCCCGCCGTGGTTCACGCCCCGGCCGCCGGGGGGTTCACGCCCC
CGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACCCCTGGAACGCTGCCTGGAAGGTTGCCG
TCTGAGTATACAATCAATCAATTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
AGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCA
TTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTAACCCTCCAGCCCGGC
TGGTGTGTTGGGCCGCCGTCCCCCCTCCCCGGGGGACGGECCCGARAAGGT
AGCGGCGGCGTCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTCTGTCACACGC
TTCAGT
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da Universidade Estadual de Campinas nem a comprometem. O nome do CPQBA/UNICAMP nio pode ser utilizado para divulgagdo ou publicidade
do produto ou empresa sob qualquer forma.
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An enzymatic study has been performed in the search for synthetic routes to produce chloramphenicol
derivatives through regioselective processes using lipases. Complementary transesterification and hy-
drolytic reactions have been carried to synthesize chloramphenicol regioisomers, Reaction parameters,
such as biocatalyst, solvent, acyl donor, and temperature have been optimised in order to obtain

chloramphenicol esters with high vields through acylation processes. Scale-up of the enzymatic reactions

Keywords:
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(1 g-scale at 025 M) and catalyst recyding (up to 10 cydes) have been successfully achieved. Further-
more, monoacylated derivatives at the more hindered secondary position could also be obtained em-
ploying hydrolysis processes.

@ 2011 Elsevier Ltd. All rights reserved,

1. Introduction

The selective modification of one alcohol group in a poly-
hydroxylated compound is an important issue for organic chemists
since usually it requires time-consuming protection and depro-
tection steps that enhance costs and by-products lowering the final
yields. In this sense, biocatalytic transformations have become
standard procedures applied to the regioselective acylation of
polyfunctionalised derivatives maximising the efficiency of these
processes.’ Furthermore, in many cases the acylated derivatives
obtained present better biological or availability properties than
the parent substrates."?

This is also the case of chloramphenicol, (1R2R)-2-dichlor-
oacetamido-1-p-nitrophenyl-1,3-propanediol (1, Fig. 1) a bacte-
riostatic antimicrobial, which acts as an effective agent against
a broad spectra of gram-positive and gram-negative bacteria. It was
introduced for clinical treatment in human and animals around the
mid 20th century, and its first indication was in the treatment of
typhoid. Furthermore, its efficiency in the treatment of tetracycline-
resistant cholera, staphylococcal brain abscesses, meningitis, in-
fluenza, pneumonia, and several infections has effectively been
demonstrated over the years.* Unfortunately, it can also produce

* Corresponding authors. Tel ffax: +34 985 103448 (V.C.); tel: +55 85 33669366,
fax: +55 85 33669782 (LLGLY e-mail addresses: tlemos@ufcbr (TLG Lemos),
vesify uniovies (V. Gotor )

004040205 — see front matter & 2011 Elsevier Led. All rights reserved.
doi: 10,1016/ et 201102070

HO OH OH o]
o jor et
] 14
0N = HN/)—(C| O,N HN/}—(O
o Ci o d
1 2a

Fig. 1. Structures of chloramphenicol (1) and chloramphenicol palmitate ester (2a).

adverse effects, such as aplasticanaemia, bone marrow suppression,
childhood leukaemia, and grey baby syndrome, so this compound
requires medical prescription. Therefore, for the administration of
this drug there are currently several ways, for instance capsules, oily
or liquid form, but the bitter taste of the pharmaceutical has led to
the production of different alternatives, such as chloramphenicol
succinate or chloramphenicol palmitate (2a, Fig. 1) esters by selec-
tive modification of the primary hydroxyl group.

Originally, chloramphenicol was isolated from the bacterium
Streptomyces venezulae,” but the production of this drug and its
derivatives have attracted very much attention by means of regio-
or sterepselective chemical® and enzymatic’ methods. Among all
biocatalytic processes, the use of lipases presents many advantages
in comparison with other synthetic ransformations due to the mild
reaction conditions and the high level of selectivity displayed by
this type of catalysts. In this manner, Ottolina et al. reported the
lipase-mediated regioselective esterification of chloramphenicol
for the synthesis of several derivatives in anhydrous acetone
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exploring the influence of different trifluoroethyl esters. Chromo-
bacterium viscosum lipase (CVL) or lipase G were the best bio-
catalytic agents, obtaining the corresponding esters after 24-72 h
of reaction ar 45 “C in moderate to excellent 3,rif_*ld5.E Later, Lin et al.
demonstrated the versatility of hydrolases, such as Lipozyme or the
protease from Bactillus subtilis in the synthesis of chloramphenicol
vinyl esters.?

Herein we develop the synthesis of a wide set of chloram-
phenicol esters by using complementary synthetic approaches,
such as acylation and hydrolysis processes. We have especially fo-
cused on the optimisation of the reaction conditions including the
scaling-up and the enzyme recycling outcome.

2. Results and discussion

First of all, different commercially available lipases were tested '*
in order to find the highest activity in the esterification of chlor-
amphenicol with a half-size chain activated ester, such as vinyl
decanoate (3b). From previous studies developed in our research
group, 1,4-dioxane was selected as a suitable solvent using 5 equiv
of the acyl donor (Scheme 1, Table 1)

0 CAL-B or PSL Toa 9

1+ e ol 0 0
0 R MeCN or Dioxane o N’UH%_(Q
20 0r 30 °C 2 4

250 rpm o c

3a, R= (CHz)14CHs
3b, R= (CHz)sCH3
3¢, R= (CHz)10CHa

2a, R= (CHz)14CHs, R'= H;
2b, R=(CHz)sCHs3, R'= H;
2¢, R= (CH2)1gCH3, R'= H;

3d, R= CH,CH; 2d, R=CH,CH,, R'= H;
3e, R= CHs 2e, R= CH;, R'= H;
3f, R=Ph 2f, R=Ph, R=H

4b, R= CO(CH,}sCH3, R'= CO(CH,)sCH;

Scheme 1. Lipase-mediated esterification of diloramphenicol (1) using vinyl esters
3a-fin organic solvents,

Table 1
Lipase-mediated reaction of 1 with 5 equiv of vinyl decanoate (3b}in 1 4-dicxane at
30-Cafter48 h

Entry Enzyme 2b° (%) b (%)
1 CAL-A 22 11

2 CAL-B 72 5

3 PSL-C Amano 87

4 PSL-CI G4

# Percentage of compounds determined by HPLC

After 48 h at 30 °C and 250 rpm, Candida antarctica lipase A
(CAL-A, entry 1) gave low conversion and poor selectivity, affording
the formation of the 3'-acylated compound (2b) and the 173"~
diacylated product (4b). C. antarctica lipase B (CAL-B) catalysed the
acylation reaction with good selectivity and reaction rate, yielding
72% of the desired 3'-monoacylated derivatve (entry 2). Mean-
while, as shown in entries 3 and 4, two different preparations of
Pseudomonas cepada lipase from Amano (PSL-C Amano, also known
as Burkholderia cepacia lipase) and type | from Aldrich (PSL-C 1),
produced with complete selectivity the monoester 2b in 87% and
94% conversion, respectively, as the sole product. These achieve-
ments were ideal starting points for further optimisation of the
reaction conditions.

Due to the results obtained for these two biocatalysts, a search
for a suitable solvent was carried out taking CAL-B and PSL as
catalysts applied to the regioselective esterification of chloram-
phenicol. Reactions were performed for 24 and 48 h (Table 2). The

Table 2
Lipase-mediated reaction of 1 with 5 eguiv of vinyl decanoate (3b) in different or-
ganic solvents at 30 °C

Entry Enzyme Solvent t(h) 20 (%)
1 CAL-B THF 24 31
2 CAL-B THF 48 37
3 CAL-B MeCN 24 74
4 CAL-B MeCN 48 B0
5 CAL-B TEME 24 27
(] CAL-B TEME 48 29
7 PSL-C Amano THF 24 15
8 PSL-C Amano THF 48 2
9 PSL-C Amano MeCN 24 51
10 PSL-C Amano MeCN 48 62
11 PSL-C Amano TEME 24 42
12 PSL-C Amano TEME 48 51
13 PSL-C I THF 24 12
14 PSL-CI THF 48 17
15 PSL-C1 MeCN 24 33
16 PSL-CI MeCN 48 50
17 PSL-C 1 TEME 24 38
18 PSL-C 1 TEME 48 43

# Percentage of monoester 2b determined by HPLC,

influence of tetrahydrofuran (THF), acetonitrile (MeCN), and tert-
butyl methyl ether (TBME) was initially examined with CAL-B
(entries 1-6), where the highest conversions were with MeCN
(entry4), which allowed the formation of 2b in 80% yield after 48 h.
It should be noted that the diacylated compound 4b was not
detected in any case. Different results were attained when using
PSL as a biocatalyst (entries 7—18). None of the three solvents im-
proved the high performance obtained in 1,4-dioxane (87 and 94%
in entries 3 and 4 of Table 1, respectively) although with acetonitrile
higher conversions than THF and TBME were achieved.

The effect of the temperature was analysed when employing the
best conditions previously found: (a) CAL-B and MeCN; or (b) PSL-C
I and 14-dioxane (Table 3)."" Surprisingly, CAL-B led to a higher
conversion into 2b at 20 “C rather than at 30 “C (entries 1 and 2),
although this enzyme usually presents an optimum temperature
between 30 and 40 °C.'"2 When using PSL-C|, a remarkable decrease
of the conversion occurred when going from 30 to 40 “C {entries 4
and 5), maybe caused by deactivation of the biocatalyst, meanwhile
the reaction at 20 °C (entry 3) led to a similar value than the one
obtained at 40 °C.

Table 3
Temperature effect in the lipase-catalysed acylation of 1 with 5 equiv of vinyl dec-
anoate (3b) after 48 h

Entry Enzyme Solvent T(=C) 2b° (%)
1 CAL-B MeCN 20 94
2 CAL-B MeCN 30 80
3 PSLC I 1,4-Dioxane 20 &1
4 PSL-C I 1,4-Dioxane 30 a4
5 PSLC I 1,4-Dioxane 40 58

* Percentage of compounds determined by HPLC,

After optimisation of the experimental conditions for the acyl-
ation reaction, we explored the possibilities to regioselectively
produce several chloramphenicol ester derivatives of different
length chain using CAL-B or both preparations of PSL-C as bio-
catalysts in MeCN or 1,4-dioxane as solvent, respectively. The best
results have been summarised in Table 4. Chloramphenicol palmi-
tate ester {2a) was selected as the first candidate due to its ther-
apeutical uses” and results were in accordance with the ones
obtained when using vinyl decanoate as acyl donor. Both CAL-B and
PSL-C | led to nearly complete conversions after 24 h of reaction
(entries 1 and 2).
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Table 4
Enzymatic acylation of 1 with 5 equiv of the vinyl ester 3a,c—T at different tem-
peratures in a 15 mM substrate concentration

Entry Enzyme 7({°C) Solvent Final product t{h) Conv*(%)
1 CAL-B 20 MeCN 2a 24 =99
2 PSL-C 30 14-Dioxane 2a 24 a5
3 CAL-B 20 Me{N 2c 24 ~99
4 PSL-C1 30 14-Dioxane 2c 24 o
5 CAL-B 20 MeCN 2d 24 =99
G PSL-C Amano 30 14-Dioxane 2d 24 99
i PSL-C1 30 14-Dioxane 2d 24 95
8 CAL-B 20 MeCN 2e 40 =99
-] PSL-C Amano 30 14-Dioxane 2e 40 97
10 CAL-B 20 Me{N 2f 40 4
11 PSL-C Amano 30 14-Dioxane 2f 40 17

# Percentage of compounds determined by HPLC

Next, vinyl laurate (3c) was reacted with 1 also observing an
excellent reactivity (entries 3 and 4), especially in the case of CAL-B,
which led to quantitative conversion of the monoester 2c. This
trend was also observed when the chain length of the vinyl ester
decreased, obtaining excellent results when vinyl propanocate (3d)
was employed as acyl donor with all the biocatalysts tested (entries
5-7). Surprisingly, longer reaction times were needed to reach high
conversion values using vinyl acetate (3e, entries 8 and 9). Vinyl
benzoate (3f) led to the lowest conversion values (entries 10 and
11} due w the poorer reactivity of this acyl donor. These results
present lipases as ideal catalysts for the regioselective acylation of
chloramphenicol, showing an excellent selectivity towards the ac-
ylation of the primary alcohol. It is important to remark that in no
case was the secondary hydroxyl group acylated to form the cor-
responding 1'-monoester or 1'3'-diester derivatives, even after
longer reaction times (data not shown).

From a preparative point of view, both higher substrate con-
centrations and recycling of the catalyst lead to more economical
and green processes.'* Therefore, after testing the solubility of all
products involved in these processes, the reactons to achieve 2a—f
were carried out at a higher concentration of chloramphenicol
{0.15 M), as summarised in Table 5.

‘Table 5
Lipase-mediated reaction of 1 with 5 equiv of the vinyl ester 3a—f at different
temperatures and 250 rpm at 0.15 M substrate concentration

Entry Enzyme T{*C) Solvent Final t(h) Conv’ (%) Isolated
prod wct yield” (%)
1 CAL-B 20 MelN 2a 3 =99 91
2 PSL-C L 30 1.4-Dioxane 2a 3 =99 75
3 PSL-C Amano 30 1,4-Dioxane 2a 48 79 78
4 CAL-B 20 MeCN 2b 3 =99 92
5 PSL-C 1 30 1.4-Dioxane 2b 4 =99 84
6 PSL-C Amano 30 1,4-Dioxane 2b 22 =459 |
7 CAL-B 20 MeCN 2c 4 =99 91
8 PSL-C | 30 1.4-Dioxane 2c 7 =99 BR
g PSL-C Amano 30 1.4-Dioxane 2¢ 10 =99 88
10 CAL-B 20 MeCN 2d 3 =99 85
1 PSLC L 30 1.4-Dioxane 2d 6 498 90
12 PSL-C Amano 30 1.4-Dioxane 2d 9 =99 82
13 CAL-B 20 MeCN 2e 3 =99 50
14 PSLCI 30 14-Dicxane 2e 6 99 a0
15  PSL-C Amano 30 1.4-Dioxane 2e 9 98 79
16 CAL-B 20 MeCN 2r 48 N 25
17 PSLC I 30 1.4-Dioxane 2 48 53 45
18 PSL-C Amano 30 1,4-Dioxane 2f 48 13 8

# Percentage of compounds determined by HPLC
" lsolated yields after purification by flash chromatography,

In all cases the reacdon imes diminished in comparison with
the more diluted one (see Table 4), finding that for CAL-B only 3 or
4 h were enough to afford total conversions into the corresponding
monoeesters 2a—e. Among all the enzymatic processes carried out
with PSL, PSL-C | showed better reaction rates than PSL-C Amano.
Finally, the biotransformations with vinyl benzoate (entries 16—18)
led also to higher conversions at 150 mM concentration rather than
15 mM, obtaining 45% isolated yield of monoester 2f with PSL-C |
(entry 17).

The next step was to smudy the recycling of the enzyme by
performing the acylation at 0.15M concentration of 1 and vinyl
palmitate with CAL-B in MeCN at 20 “C. The biocatalyst performed
the regioselective synthesis of 2a with total conversion after 3 h
during 10 cycles of reutilisation.

After having found excellent conversion in the biocatalysed
regioselective acylation of diol 1, we set up a preparative experi-
ment at 1 g-scale. For that, the biocatalytic processes to obtain
derivatives 2a—e were performed using the best conditions pre-
viously found for the acylation at 0.15 M concentration of 1: CAL-B
as biocatalyst, 5 equiv of the corresponding ester and MeCN as
solvent at 20 “C. All the reactions proceeded until complete con-
version to isolate 2a,b,d—e in 3 h, requiring 4 h for the laurate ester
2c. Additionally, the palmitate derivative 2a was obtained in 98%
conversion when the reaction was repeated at 0.25 M concentra-
tion of chloramphenicol. Further increase of substrate concentra-
tion led to solubility problems.

Previous experiments have demonstrated that the acylated de-
rivatives of chloramphenicol at the primary alcohol can be obtained
with high yields, but we were also interested in the obtaining of
analogues acylated at the more hindered secondary position. The
chemical modification of a secondary alcohol in the presence of
a primary one is a complicated feature, which has scarcely been
observed,'” Herein, taking advantage of the chemical complemen-
tarity shown by lipases in stereo- and regioselective processes,'® we
focused on the preparation of monoesters 5a—e by firstly synthe-
sising the diacylated derivatives 4a—e, and later performing the
regioselective lipase-catalysed hydrolysis at the primary position
(Scheme 2).

0 0
R o R“0 oH
i ’I}\lﬁ%fl i i Lo HN
0N~ Buffer/Org. solvent o -~
c J & 200r30°C = d o
250 pm

4a, R= (CHz)14CH5
4b, R= (CH2)sCHs
4c, R= (CHa)15CH,
4d, R= CH,CH
4e, R=CH,

5a, R= (CHy)1,CHs
5b, R= (CH,)5CH
5¢, R= (CHa)1oCH;
5d, R= CH,CHs
5@, R=CH,

Scheme 2. Lipase-catalysed hydrolysis of diacylated chloramphenicol derivatives
4a-e in aqueous media

Enzymatic hydrolyses were initially performed with the diac-
etylated compound 4e by employing a mixture of phosphate buffer
100mM pH 7.0 and an organic co-solvent (80:20 vv™ 1), such as
MeCN, 14-dioxane or THF with the previous lipases, but only CAL-B
showed activity (Table 6). Using this biocatalyst the 3"-acylated
derivative 2e was not observed in any case and the desired product
5¢ was mainly achieved in MeCN at 20 °C with high conversion
(78%), giving substrate 4e and chloramphenicol 1 as minor com-
pounds (entry 3). Percentage of MeCN in the reaction medium
(5-80%) and the pH of the reaction (range 55-8.5) were also
studied (see Supplementary data for more information), but no
further improvement of the conversion value was achieved.
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Table &
Lipase-mediated hydrolysis of 4e with CAL-B in a buffer/organic solvent sysiem
(80:20 vv ') at different temperatures and 250rpm at 015 M concentration
(t=24h)

Entry T{*C) Solvent ¥ (%) 2% (%) 5e° (%)
1 20 14- Dioxane 23 63 14
2 an 14-Dioxane 18 73 g
3 0 MeCN 14 8 78
4 n MeCN 8 18 74
5 20 THE 12 21 67
& 30 THE 16 54 a0

* Percentage of compounds determined by HPLC and 'H NMR.

The hydrolyses of diacylated derivatives 4a—d were then carried
out under the optimal conditions depicted in entry 3 of Table 6,
observing a correlation between the chain length of the ester moiety
and the enzymatic conversion {Fig. 2). Thus, when longer ester
moieties were employed, lower conversions were reached. While
thedipropionate compound 4d afforded 74% of 5d," didecanoate 4b
provided only a 10% of 5b, dilaurate 4c a 4% of 5c and dipalmitate 4a
did not react This effect can be explained because bulkier diacylated
products could not correctly fit in the active site of the enzyme.

100

90
B0
70
&0
50
a0
30
20
10
: =
2 3 10

chainlength (C)

eonv. (%)

Hg 2. Effect of the chain length in the CAL-B-catalysed hydrolysis of diacylated
chloramphenicol derivatives.

3. Conclusions

In summary, we have successfully demonstrated the versatility
of lipases, especially CAL-B, applied to the regioselective production
of chloramphenicol esters, acylating or hydrolysing the primary
position in short reaction times. Industrial application of the
transesterification reaction has been considered showing the pos-
sibility to carry out the experiments at high substrate concentra-
tions (0.25 M) and recycling the enzyme for a large number of
cycles (up to 10), thus obtaining interesting compounds, suchas the
palmitate derivadve with excellent yields. Furthermore, mono-
acylated compounds on the secondary alcohol group, difficult ©
achieve by conventional methodologies, were obtained with good
to moderate yields through biocatalysed regioselective hydrolytic
ProCEesses.

4. Experimental section
4.1. General

Immobilised C. antarctica lipase type B (CAL-B, Novozym 435,
7300 PLUJg) was a gift from Novo Nordisk Co. Immobilised B

cepacia lipases PSL-C Amano (1019 Ufg) and PSL-C 1 (1638 U/g)
were acquired from Amano Pharmaceutical Co. and Sigma—Aldrich,

respectively. C. antarctica lipase A (CAL-A) was purchased from
Codexis (2.6 U/mg of solid). All other reagents were purchased from
different commerdial sources and used without further purifica-
tion. Solvents were distilled over an adequate desiccant under ni-
trogen. Flash chromatographies were performed using silica gel 60
(230240 mesh).

42. General procedure for the esterification reaction of (- )}
chloramphenicol at 0.25 M substrate concentration using
vinyl palmitate

To a suspension of (—)-chloramphenicol (1, 1 g, 3.1 mmol) and
CAL-B (1 g) in dry MeCN (125 mL) under nitrogen atmosphere,
vinyl palmitate (3a, 4.26 g, 15.0 mmol) was added, and the reaction
was shaken at 20°C and 250 rpm. Aliquots were regularly analysed
by HPLC and the reaction was stopped after complete consumption
of the starting material after 1 h. Finally the enzyme was filtered off
and washed with EtOAc (3x10mL). The solvent was evaporated
under reduced pressure. The reaction crude was purified by flash
chromatography on silica gel (30% EtOAc/hexane) affording the
corresponding ester 2a (87% isolated yield). Characterizations of
monoester 2a and all nowvel compounds are given in the
Supplementary data file.
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F-Acylated compeund 3d {3%) and chloramphenicol (4%) were also
detected.
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