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RESUMO

O estudo quimico do basidiomiceto Lentinus strigellus foi realizado através da
investigacdo da producdo de metabdlitos secunddrios em diferentes meios de culturas,
além da sua utilizacdo em processos de biorreducdo de compostos carbonilicos pro-
quirais (cetona e -cetoéster). A partir de L. strigellus cultivado em meio de peptona foi
possivel isolar os benzopiranos 2,2-dimetil-6-metoxicroman-4-ona, 4-hidroxi-2,2-
dimetil-6-metoxicromano e (3R,45)-3,4-dihidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicromano do
meio liquido. Do micélio, foram isolados o alcaldéide inddlico echinulina e a
antraquinona fisciona, ambos inéditos para o gé€nero Lentinus. Do microrganismo
cultivado em Czapek, enriquecido com caldo de batata, foram isolados do meio liquido
0s mesmos benzopiranos produzidos em peptona, além de (3S,4S)-3,4-dihidroxi-2,2-
dimetil-6-metoxicromano. Quando Czapek foi utilizado como meio de cultivo, foram
isoladas a panepoxidona e a isopanepoxidona. Células em crescimento de L. strigellus
em meio de batata-dextrose foram investigadas, pela primeira vez, na biorreducdo
estereoseletiva da acetofenona e nove derivados aromaticos, além das cetonas alifaticas
ciclo-hexilmetilcetona, octan-2-ona, undecan-2-ona e do B-cetoéster 4-cloroacetoacetato
de metila. A maioria das cetonas aromdticas foi convertida ao respectivo dlcool de
configuracdo S, em excessos enantioméricos superiores a 99%. Exceto para a undecan-
2-ona, as cetonas alifaticas foram reduzidas enzimaticamente ao dlcool de configuracdo
S em elevadas taxas de conversdo e excessos enantioméricos. O [-cetoéster 4-
cloroacetoacetato de metila foi quimiosseletivamente reduzido ao dlcool correspondente
de configuracdo R, mas com excesso enantiomérico moderado.

Palavras-chave: Lentinus strigellus, Basidiomiceto, Biocatalise, Alcoois quirais.



ABSTRACT

The chemical study of the basidiomicete Lentinus strigellus was done by the
investigation of its secondary metabolites production in varied culture media, besides its
utilization in the bioreduction of prochiral carbonyl compounds (ketone and f-
ketoester). From the liquid medium of L. strigellus grown in peptone broth, it was
isolated the benzopyranes 2,2-dimethyl-6-methoxycroman-4-one, 4-hydroxy-2,2-
dimethyl-6-methoxycromane and (3R,4S)-3,4-dihydroxy-2,2-dimethyl-6-
methoxycromane . From the mycelium, the indol alkaloid echinuline and the
antraquinone fiscione were isolated, both compounds reported for the first time in
Lentinus. The same benzopyranes isolated from L. strigellus grown in peptone, besides
(3S,45)-3,4-dihydroxy-2,2-dimethyl-6-methoxycromane were isolated from the liquid
medium of the microorganism grown in Czapek medium enriched with potato broth.
When only Czapek was used as culture medium, panepoxidone and isopanepoxidone
were isolated. Growing cells of L. strigellus in potato-dextrose medium were
investigated, for the first time, in the stereoselective reduction of acetophenone and nine
aromatic derivatives, besides the aliphatic ketones cyclohexylmethylketone, octan-2-one
and undecan-2-one, and the [-ketoester methyl 4-chloroacetoacetate. Most of the
aromatic ketones were converted into the respective alcohols with S configuration in
high enantiomeric excesses (> 99%). Except for undecan-2-one, the aliphatic ketones
were enzimatically reduced to the alcohols with S configurations in high conversion
ratios and enantiomeric excesses. [-ketoester methyl 4-chloroacetoacetate was
chemoselectivelly reduced to its corresponding alcohol with R configuration but with
moderate ee.

Palavras-chave: Lentinus strigellus, Basidiomicete, Biocatalysis, Chiral alcohols.
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1. INTRODUCAO

Os fungos constituem um grupo numeroso de organismos, diversificado e de
enorme importancia ecoldgica e econdmica. O reino Fungi € o segundo maior grupo de
organismos, compreendendo cerca de 70.000 espécies identificadas e encontra-se
dividido em quatro filos: Chytridiomycota (790 espécies), Zygomicota (1060 espécies),
Ascomycota (32300 espécies) e Basidiomycota (22244 espécies) (LIMA, 2003).
Estimativas apontam que existam aproximadamente 1,5 milhdes de espécies diferentes

de fungos (MUELLER; BILLS; FOSTER, 2004).

A maior parte dos fungos, assim como as bactérias, desempenha um papel de
grande importincia na economia e na natureza. Esses seres, na busca de seu alimento,
decompdem as plantas mortas que revestem o solo das regides florestadas, e degradam
os restos de outros organismos. Nesse processo, produzem CO,, que passa para a
atmosfera, e diversas substincias minerais, que dissolvidas no solo pela chuva e
umidade, constituem alimento para outras plantas. Os fungos destroem materiais que, de
outra forma, se acumulariam em quantidades incalculdveis (BERGAMIN-FILHO;
KIMATE; AMORIN, 1995).

Além de tteis para a natureza, os fungos sdo tteis para o homem, pois podem ser
utilizados como alimento. As leveduras, por exemplo, sdo indispensdveis a producdo de
pao, queijo, vinho e cerveja (BERGAMIN-FILHO; KIMATE; AMORIN, 1995). Na
medicina, eles sdo fonte de varios medicamentos. A penicilina, um antibidtico
largamente utilizado, foi isolado do fungo Penicillium notatum e impulsionou a
pesquisa na drea de produtos naturais obtidos de fungos com atividade farmacoldgica
(PINTO, 2002). Desde a descoberta desse antibidtico, varios estudos continuam sendo
realizados na avaliagdo de estruturas quimicas de metabdlitos secunddrios de origem
flingica e suas atividades bioldgicas. Dados recentes apontam que mais de 1500
metabdlitos secundérios de fungos, caracterizados entre 1993 e 2001, exibiram atividade

antibiédtica ou antitumoral (STADLER; KELLER, 2008).

Em 1994, seis dos vintes medicamentos mais vendidos (representando um
mercado de aproximadamente 6,7 bilhdes de ddlares) eram de origem fingica ou
produzidos através de transformagdes quimicas de metabdlitos secundarios oriundos de

fungos. Como exemplo, pode-se citar a mevinolina, um agente redutor do nivel de
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colesterol, cuja comercializacdo mundial € de aproximadamente 1 bilhdo de délares por

ano (PINTO, 2002).

No entanto, os fungos também possuem um aspecto negativo, pois eles
produzem, entre outros metabdlitos, as micotoxinas, que podem provocar vdrias
doencas em homens e outros animais, infectar plantas, graos e alimentos acarretando

prejuizos na sua produg¢dao (BERGAMIN-FILHO; KIMATE; AMORIN, 1995).

Fungos filamentosos e leveduriformes (leveduras) sdo ainda empregados como
biocatalisadores na transformagdo de moléculas orgénicas, gerando produtos com alta
quimio-, regio- e estereosseletividade (KIM et al., 2007). Varios microrganismos estao
sendo investigados na sintese assimétrica de moléculas biologicamente ativas e de
interesse comercial (POLLARD; WOODLEY, 2006), principalmente nos setores
farmacéutico (PATEL, 2008) e de Quimica fina (STRAATHOF et al., 2002). Merece
destaque a producdo de dlcoois quirais através do emprego de enzimas alcool-

desidrogenases (ADHs) de origem fingica (MOORE et al., 2007).

Os cogumelos sdo macrofungos ricos em fibra dietética, minerais e vitaminas
(MANZI;, AGUZZI; PIZZOFERRATO, 2001). Devido a isso, eles se tornaram bastante
atraentes como fontes de alimento para o homem, bem como para obtencdo e
desenvolvimento de novas drogas (MANZI; PIZZOFERRATO, 2000). Alguns
componentes dos cogumelos podem diminuir o colesterol, modular o sistema
imunolégico e ainda inibir o crescimento tumoral (SMITH; ROWAN; SULLIVAN,
2002; WASSER, 2002). Extratos de muitos cogumelos, como de Lentinula edodes,
Agaricus blazei, Ganoderma lucidum, e Frondosa grifola, suprimem crescimento de
tumor, controlando o sistema imunolégico do hospedeiro (SCHEPETKIN; QUINN,
2006). Lentinula edodes (shiitake) é o segundo cogumelo comestivel mais popular no
mundo, e sua importancia é atribuida ao seu valor nutricional e aplicagdo médica
(HATVANI, 2001). Viérios componentes importantes, incluindo polissacarideos
biologicamente ativos, fibras dietéticas, ergosterol, vitaminas B1, B2 e C, e minerais,
foram isolados do basidiocarpo, micélio e meio de cultura utilizado no crescimento de

Lentinula edodes (CHOI et al., 2006).

Lentinus strigellus € um fungo comestivel e medicinal encontrado na América

do Sul, sendo descrito como fonte de polissacarideos bioativos (LIN et al., 2004).
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Nenhum estudo foi encontrado na literatura sobre a identificagdo de seus metabdlitos
secunddrios micromoleculares ou acerca do emprego do seu sistema enzimdtico em

biocatdlise, justificando o estudo quimico desse fungo.
Assim, os objetivos geral e especificos deste trabalho sdo:

Objetivo geral
v" Investigar o potencial quimico de Lentinus strigellus.
Objetivos especificos
v' TIsolar e caracterizar metabélitos secunddrios de L. strigellus a partir de extratos
organicos obtidos dos micélios e meios de culturas do microrganismo;
v" Empregar células em crescimento de L. strigellus em reagdes de reducdo de

compostos carbonilicos pro-quirais;

Além desta introdugdo (Capitulo 1), esta tese apresenta cinco outros capitulos: 2-
Consideragdes Taxonomicas; 3-Levantamento Bibliografico; 4-Resultados e Discussio;

5-Parte Experimental; 6-Conclusao.

Esta tese foi desenvolvida em parceria com os seguintes laboratdrios:
Laboratério de Bioquimica Micromolecular, do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCAR) - Projeto de Cooperacao Académica
CAPES/PROCAD-2005 “Nucleacdo e Consolidagdo de Grupos Atuando em Quimica
de Microrganismos na UFC e UFPA” - e Laboratério de Bioorganica, do Departamento
de Quimica da Universidad de Oviedo (Espanha) - Projeto de Cooperacao internacional
CAPES/DGU “Otimizacdo de processos biocataliticos para a sintese de compostos

organicos”.
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2. CONSIDERAC()ES TAXONOMICAS
2.1 O Género Lentinus

O género Lentinus Fr. (Polyporaceae) € caracterizado por possuir basidioma
clicibdide, pinelado, estipado e lamelado, firme; estipe excéntrico a subcentral
confluente com o pileo; sistema hifal dimitico; lamelas finas, duras, geralmente
serrilhadas; basidiésporos hialinos, elipticos e lisos (DA LUZ, 2008). Este género tem
uma distribui¢do mundial, mas as suas espécies ocorrem mais abundantemente em
regides tropicais. Os basidiocarpos s@o freqiientemente duros, com consisténcia quase
que lenhosa, e sdo mais persistentes que os membros tipicos dos Agaricales. Esta
caracteristica é a principal causa da sua abundincia na natureza e freqiientemente
representa o grupo dominante de fungos de agaricoide nas florestas tropicais, sendo
resistente até mesmo a periodos adversos de seca (VARGAS-ISLA; ISHIKAWA,
2008). Estudos de etinomicologia identificaram diferentes espécies de cogumelos do
género de Lentinus consumidas por grupos indigenas. As espécies Lentinus crinitus (L.)
Fr., L. velutinus Fr., L. glabratus Mont., L. cubensis Berk., L. strigosus (Schwein.) Fr.
sao consumidas pelo grupo Yanomami, na AmazoOnia brasileira (VARGAS-ISLA;
ISHIKAWA, 2008). O grupo indigena Uitoto, localizado em Araracuara, na Amazonia
colombiana, consome L. strigosus, L. concavus (Berk.), L. crinitus, e L. scleropus

(Pers.) Fr. (VARGAS-ISLA; ISHIKAWA, 2008).
2.2 A Espécie Lentinus strigellus

Lentinus strigellus Berk. (Fig. 1) € um cogumelo comestivel pertencente a sub-
classe Agaricomycetideae. Este basidiomiceto é encontrado freqiientemente em paises
tropicais, principalmente na America Latina (México, Cuba, Guadalupe, Brasil,
Paraguai, Colombia, Venezuela, Peru e Argentina), e normalmente crescem em ramos
podres ou madeira enterrada. Comparado com outros cogumelos comestiveis, como
Lentinulla edodes (Berk) Singer, esse macrofungo é considerado um novo membro da

familia dos cogumelos medicinais (LIN ez al., 2004).
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Figura 1: Cultura de L. strigellus em BDA (A) e na forma de cogumelo (B)
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3. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO
3.1 Metaboélitos Secundarios do Género Lentinus

Os microrganismos tém se destacado como fonte de metabdlitos secundarios
biologicamente ativos, com estruturas variadas e com aplica¢do no desenvolvimento de

novos agentes farmacéuticos (JANG et al., 2006).

Virias espécies de cogumelos t€m sido avaliadas, tanto por seu valor nutricional,
quanto por suas propriedades farmacoldgicas, uma vez que s3o alimentos
fisiologicamente benéficos. Além disso, algumas espécies tém efeitos terap€uticos
frente a vdrios tipos de doengas. Dentre as diversas propriedades fisioldgicas
apresentadas, destacam-se: manutencdo da homeostase, regulacio do biorritmo,
prevengdo de doengas como o cincer e doengas do coragdo, redugdo da pressdo arterial
e diminuicdo do nivel de colesterol no sangue (WASSER; WEIS, 1999). Das 10.000
espécies de cogumelos conhecidos, cerca de 700 delas sdo consideradas comestiveis e
mais de 200 tém valor medicinal, embora uma pequena parcela desses cogumelos seja
prépria para consumo (CHANG, 1996). Entre as espécies de cogumelos comestiveis,
apenas 20 sdo produzidas comercialmente, destacando-se Agaricus bisporus
(Champignon), Volvariella volvacea (Cogumelo de palha), Pleurotus ostreatus

(Hiratake), Auricularia auricula e Lentinula edodes (Shiitake) (CHANG, 1996).

Mais de 40 espécies do género Lentinus sdo conhecidas nos paises tropicais,
onde também sdo consumidas. As espécies Lentinus crinitus (L.) Fr., L. velutinus Fr., L.
glabratus Mont., L. cubensis Berk. e L. strigosus (Schwein.) Fr. sdo consumidas pelo
grupo indigena Yanomami, na AmazoOnia brasileira (VARGAS-ISLA; ISHIKAWA,
2008), e L. strigellus é considerada medicinal (LIN et al., 2004).

A importincia econdmica e bioldgica de espécies deste gé€nero justificou a
realizacdo de um levantamento bibliografico acerca dos seus metabdlitos secundarios
descritos na literatura. Este levantamento foi realizado através de pesquisa na base de

dados do Chemical Abstracts, até o ano de 2008.

A investigacdo dos constituintes volateis de Lentinus é bastante restrita na
literatura, sendo descrito apenas o estudo do corpo de frutificacdo de L. lepideus, sendo
identificados 43 compostos, dos quais 19 eram sesquiterpenos (WU et al., 2006). Os

compostos mais abundantes foram o 4cido hexadecandico e o 2-vinil malonato de
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metila e propila. Os compostos nonanal, (E)-2-nonenal, germacreno D, dcido nonandico
e 2-vinil malonato de metila e propila foram identificados como os responsdveis pelo

aroma caracteristico deste cogumelo.

A investigacdo quimica do g€nero Lentinus visando a identificagdo de
metabdlitos secunddrios fixos encontra-se descrita para 9 espécies: L. adharens, L.
connatus, L. crinitus, L. degener, L. dactyloides, L. giganteus, L. lepideus, L. strigosos e
L. torulosus. Dentre estas, destacam-se pela produg¢do de metabdlitos secunddrios as

espécies L. connatus, L. crinitus e L. strigosus (Tabela 1).

Tabela 1: Metabdlitos secunddrios isolados de espécies de Lentinus

Basidiomiceto = Metabdélito Secundario

L. adharens 23

L. connatus 5-6, 8, 15-19, 21

L. crinitus 5-6, 8, 15, 19-22

L. degener 23,30

L. dactyloides 4

L. giganteus 1-3,29

L. lepideus 27-28

L. strigosos 9-10, 13-16, 19, 21, 24
L. torulosus 7,11-12, 16

Foram identificados 30 metabdlitos secundarios isolados de Lentinus (Tabela 2,
p- 33), os quais se encontram distribuidos em classes diferentes: esteréides (1-4),
benzopiranos (5-10), sesquiterpenos (17-22, 24-28), benzoquinona (23), ciclohexanonas
a,pB-epoxidadas e derivados (11-16), entre outras (29-30).

Nos microrcanismos L. lepideus (ABRAHAM; HANSSEN; MOEHRINGER,
1988), L. crinitus (ABATE; ABRAHAM, 1994) e L. connatus (RUKACHAISIRIKUL
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et al., 2005) observou-se uma predominancia de sesquiterpenos. Uma benzoquinona foi
identificada em L. degener (ANCHEL et al., 1948) e L. adhaerens (LAUER et al,
1991), benzopiranos foram isolados de L. crinitus (ABRAHAM; ABATE, 1995) e L.
connatus (RUKACHAISIRIKUL et al., 2005) além de ciclohexanonas o,p-epoxidadas
de L. connatus (RUKACHAISIRIKUL er al, 2005), L. crinitus (PETROVA et al.,
2005; ERKEL; ANKE; STERNER, 1996; ABRAHAM; ABATE, 1995), L. strigosus
(COTA et al., 2008; KIS et al., 1970) e L. torulosus (KIS et al., 1970), dentre outras

classes de compostos.

Assim como em outros géneros, a produ¢do dos metabdlitos secundérios de
Lentinus mostrou-se diretamente influenciada pelas condi¢des de crescimento fingico
(temperatura, meio de cultura, tempo de crescimento e etc). Um bom exemplo é o
estudo da producdo de metabolitos secundarios de L. crinitus (ABRAHAM; ABATE,
1995), que se mostrou altamente dependente da fonte de carbono utilizada no meio de
cultura. Quando lactose foi empregada, observou-se o favorecimento da formacdo dos
antibidticos hipnofilina (21) e 1-desoxi-hipnofilina (22). A substitui¢do deste agucar por
manose levou a produgdo de 2,2-dimetil-6-metoxicroman-4-ona (5), panepoxidona (15)

e dihidro-hipnofilina (19) como constituintes majoritarios.

Os metabdlitos isolados deste género foram, principalmente, isolados de extratos
do corpo de frutificacdo de cogumelos comercializados. Quando cultivados em meio
liquido, a maioria dos metabdlitos foi isolada a partir de extratos do meio de cultivo, o
que mostra que os mesmos sao excretados para o meio apds sua produgdo ou formados
no préprio meio por enzimas liberadas pelo microrganismo. Os tempos de cultivos
utilizados nos estudos descritos na literatura mostraram-se variados, sendo possivel

encontrar cultivos entre 10 e 105 dias.
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Tabela 2: Estruturas dos metabdlitos secunddrios isolados do género Lentinus

° (3B,50,80,22F,24R)-5,8-epidioxyergosta-6,9

! e Acido dihidroeburicéico (4) (GASCOIGNE;
(11),22-trien-3-ol (3) (GAN et al., 2007)

ROBERTSON; SIMES, 1953)

@)
(6) R;=OH, R,=Me
M
o (7) Ry=H, R,=H €0

. 2,2-dimetil-6-metoxicroman-4-ona 5

(ABRAHAM; ABATE, 1995; O
RUKACHAISIRIKUL et al., 2005) e  4-hidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicromano  (8)
¢ 3-hidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicroman-4-ona (6) (ABRAHAM; ABATE, 1995;
(ABRAHAM; ABATE, 1995; RUKACHAISIRIKUL et al., 2005)

RUKACHAISIRIKUL et al., 2005)
® 6-hidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicroman-4-ona (7)
(KIS et al., 1970)

IIIIIIO
T

OH

OH
Meo\dt?H MeO
O O

® (1)-cis-3,4-dihidroxi-2,2-dimetil-6- ® ()-trans-3,4-dihidroxi-2,2-dimetil-6-
metoxicroman-4-ona (9) (KIS et al., 1970) metoxicroman-4-ona (10) (KIS et al., 1970)
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OH
OH
NS
(0]
¢ 7-desidropanepoxidol (11) (KIS et al., 1970) e [sopanepoxidona(12) (KIS et al., 1970)
(0]
\\\\\ / /
)
OH
e Neopanepoxidona(13) (KIS et al., 1970) ¢ Neopanepoxidol (14) (COTA et al., 2008; KIS et
al., 1970)
O OH (0] OH
WY = WY =
o), o,
OH O

e Panepoxidona (15) (ABRAHAM; ABATE, 1995; e Panepoxidiona (16) ( COTA et al., 2008 ; KIS et
ERKEL; ANKE; STERNER, 1996; KIS er al., al., 1970; RUKACHAISIRIKUL et al., 2005)

1970; PETROVA et al., 2005;

RUKACHAISIRIKUL et al., 2005)

e Connatus B (18) (RUKACHAISIRIKUL et al,
e Connatus A (17) (RUKACHAISIRIKUL et al., 2005)

2005)

(21) R,=OH
(19) R1=OH (22) R |=H
S (20) Ry=H e Hipnofilina (21) (ABRAHAM; ABATE, 1995;
¢ Dihidrohipnofilina (19) ( ABATE et al., 1994; ApB ATE; ABRAHAM, 1994; COTA et al., 2008;
ABRAHAM; ABATE 1995; COTA et al., 2008; RUKACHAISIRIKUL et al., 2005)
RUKACHAISIRIKUL et al., 2005) e I-desoxi-hipnofilina (22) (HARROWVEN;
* (20) (ABRAHAM: ABATE, 1995; ABATE: [ yCAS; HOWES, 2000; ABRAHAM; ABATE,
ABRAHAM, 1994) 1995; ABATE; ABRAHAM, 1994)
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0)
OMe
0]
° 5-metil-2-metoxi-1,4-benzoquinona (23)

(ANCHEL et al., 1948 ; LAUER et al., 1991)

(25) R;=Me

RN (26) R;=CH,OH
e Lentideuseter (25) (ABRAHAM; HANSSEN; ¢ Isolentideuseter (27) (ABRAHAM; HANSSEN;
MOEHRINGER, 1988) MOEHRINGER, 1988)

¢ ]0-hidroxilentideuseter (26) (ABRAHAM,;
HANSSEN; MOEHRINGER, 1988)

PO U GV

e Terrestrol (28) (ABRAHAM; HANSSEN;
MOEHRINGER, 1988) %/9\)% /9\)4\

* (29) (GAN et al., 2007)

OH
CO,H

e Acido 6-metilsalicilico (30) (PETTERSON, 1966)
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3.2 Cromanos e Croman-4-onas de Origem Fingica

O isolamento de trés cromanos ¢ uma croman-4-ona de L. strigellus
justificou a realizacdo de um levantamento bibliografico dessa classe de metabdlitos
secunddrios, com €énfase nos cromenos de origem fingica. O levantamento bibliografico

foi realizado na base de dados do Chemical Abstracts, sem restri¢do de periodo.

Cromanos e croman-4-onas podem ser classificados como benzopiranos (Fig. 2).
Esta classe encontra-se amplamente distribuida em plantas e fungos e tem chamado a
aten¢do de quimicos e farmacéuticos por exibirem um amplo espectro de atividades
bioldgicas, como inseticida, antifingica e antibacteriana, ou ainda como ingrediente em

alguns perfumes (MATOS; SOUSA; MORALIS, 2009).

@A) ° ®) ©

Figura 2: Esqueleto basico dos cromanos (A) e croman-4-ona (B)

Desde a descoberta dos benzopiranos, a nomeclatura destes compostos teve
muitas alteragdes, sendo encontradas na literatura véarias formas de numeracdo do
sistema de anéis. Nos ultimos anos, observa-se a predominincia da numeracdo

apresentada na Figura 3.

5
6 4a4
3
2
1
7 8SaO

Figura 3: Numerag¢do do esqueleto basico dos cromanos e croman-4-onas

Um total de 55 compostos de origem fiingica foi encontrado no levantamento
bibliogrifico (Tabela 4, p. 39), os quais foram isolados de 27 espécies de fungos

filamentosos (Tabela 3, p. 37).
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Tabela 3: Croman-4-onas e cromanos isolados de fungos

Fungo Croman-4-ona Cromano
Aposphaeria sp 37-38
Aspergillus duricaulis 47-48 69-72
Aspergillus fonsecaeus 47, 49-51
Blennoria sp 55-57, 59-62
Burkholderia sp 35
Chaetomium globosum 58
Coniothyrium minitans 66-68
Fusarium equiseti 65
Fusarium oxysporum 65
Fusarium roseum 65
Fusarium sporotrichioides 65
Gliocladium sp 54
Kionochaeta pughii 36 73
Lentinus connatus 5 8
Lentinus crinitus 57
Monodictys putredinis 31-32
Paecilomyces sp 54, 63-64 74
Panus conchatus 6
Panus rudis 9-10
Paraphaeosphaeria quadriseptata 44
Penicillium frequentans 53
Periconia siamensis 34
Phoma pigmentivora 33, 40-43, 45, 52
Phoma sp 39
Siphula ceratites 46
Stachybotrys microspora 75-81

Foram encontradas 37 estruturas de croman-4-onas € 18 de cromanos, sendo as
espécies flungicas Blennoria sp e Stachybotrys microspora, respectivamente, as maiores
produtoras (7 compostos cada) destas duas classes de metabdlitos secunddrios. Para o
género Lentinus encontra-se descrito o isolamento de trés croman-4-onas e trés
cromanos. Nas espécies Lentinus connatus, Aspergillus duricaulis, Kionochaeta pughii

e Paecilomyces sp foram encontrados tanto croman-4-onas quanto cromanos.
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Quase todos 0s compostos sdo substituidos na posicao 2, tendo como excegdo a
citomicetina (6), isolada de Penicillium frequentans (DEMETRIADOU et al., 1988), e
0os compostos 69-72, isolados de Aspergillus duricaulis (SAENGCHANTARA;
WALLACE, 1986).

O Unico cromano que apresenta um sistema espiroacetal em sua estrutura € a
paecilospirona (74), a qual foi isolada do fungo Paecilomyces sp. e possui atividade

antitumoral (NAMIKOSHI et al., 2000).

Dentre todos os compostos desta classe de origem fiingica, foram isolados doze
dimeros: monodictiocroma A (31) e B (32), isolados do fungo marinho Monodictys
putredinis (PONTIUS et al., 2008); cefalocromina (33), um pigmento isolado de Phoma
pigmentivora (MCGAHREN et al., 1972); aurasperona B (47), aurasperona C (48),
fonseciona B (49), fonseciona C (50) e fonseciona D (51), naftocromanonas isoladas de
espécies de Aspergillus (SAENGCHANTARA; WALLACE, 1986); 4cido secalonico D
(54), isolado dos fungos Paecilomyces sp e Gliocladium sp e que mostrou uma
atividade citotéxica frente células KB (IC50 < 1 pg ml™") e inibidora da topoisomerase
humana (IC50 de 0,16 pmol ml™") (GUO er al., 2007); Paecilina A (63), isolado de
Paecilomyces sp (GUO et al., 2007); SMTP 7 (80) e SMTP 8 (81), dois cromanos
isolados de Stachybotrys microspora (HU et al., 2000).

De Stachybotrys microspora, uma série de compostos com o grupo N-
carboxibutila (75-81) foi isolada. Este grupo presente nas moléculas é derivado dos

aminoécidos serina, fenilalanina, leucina ou triptofano (HASUMI et al., 1998).

Através deste levantamento bibliografico, foi ainda possivel observar que os
compostos 2,2-dimetil-6-metoxicroman-4-ona (5), 4-hidroxi-2,2-dimetil-6-
metoxicromano (8), 3S5,4S-dihidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicromano (9) e 3R4S-
dihidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicromano (10), descritos pela primeira vez neste trabalho
como metabdlito secundario de L. strigellus, foram anteriormente isolados de L.
connatus (8, 8), L.crinitus (5, 8) e Panus rudis (L.strigosus) (9-10), sendo que os dois

altimos foram isolados como racematos.
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Tabela 4: Estruturas de cromanos e croman-4-onas de origem fiingica

O
OH O HO

2

2

(0] 2
Z

e Monodictiocromona A (31) (PONTIUS et al., 2008) e Monodictiocromona B (32) (PONTIUS et al., 2008)

o OH OH

HO 0

¢ (45) MACGAHREN et al,, 1972)
OH OH O
® Cefalocromina (33) (MACGAHREN et al., 1972)

(34) R1=M€, R2=H, R3=OH, R4=H, R5=H
(35) R;=CH,0OH, Ry=H, Ry=H, R,=H, Rs=H
R O (36) R|=Me, R,=H, R3=H, R4=0H, Rs=H
R, (37) R;=CHCHCH,CH,CHj3, R,=CH,CO,H, R3=H, R;=OMe, Rs=OH
) (38) R,=CHCHCH,CH,CH3, R,=CH,CO,Et, Ry=H, R,=OH, Rs=H
(39) R,=Me, R,=OMe, R3=H, R4=OH, Rs=CH,CH,0H
Ry O~ "R,  (40)R;=Me, R,=OH, R;=CH,CH,OH, R,=OMe, Rs=H
Rs (41) R;=Me, R,=OH, R;=CH,CH,COCHj3, R,=OMe, Rs=H
(42) R;=Me, R,=OH, R;=H, R,=H, Rs=H
(43) R1=M€, R2=H, R3=CO2H, R4=H, R5=OH
(44) R,=CHCHCH,CH,CHj3, R,=CH,CO,H, R3=H, R,=OH, Rs=H

® 6-hidroxi-2-metilcroman-4-ona (34) (BHILABUTRA et al., 2007)

e 2-hidroximetilcroman-4-ona (35) (KANG et al., 2004)

® 7-hidroxi-2-metilcroman-4-ona (36)(PITTAYAKHAJONWUT et al., 2002)

e Aposphaeria A (37) (KROHN et al., 1996)

¢ Aposphaeria B (38) (KROHN et al., 1996)

® 7-hidroxi-8(2-hidroxietil)-5-metoxi-2-metilcroman-4-ona (39) (SAENGCHANTARA; WALLACE, 1986)
® 5-hidroxi-7(2-hidroxietil)-7-metoxi-2-metilcroman-4-ona (40) (MACGAHREN et al., 1972)
® 5-hidroxi-6(3-oxobutil)-7-metoxi-2-metilcroman-4-ona (41) (MACGAHREN et al., 1972)

® 5-hidroxi-2-metilcroman-4-ona (42) (MACGAHREN et al., 1972)

e Acido roselinico (43) (MACGAHREN et al., 1972)

e Aposphaerina C (44) (WIJERATNE; PARANAGAMA; GUNATILAKA, 2006)
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OH
MeO
(0] OH
HO I (0] I OH
OH 0
CO,H

¢ Oxisipulina (46) (SAENGCHANTARA; WALLACE, (47) R;=Me

1986) (48) R;=H
e Aurasperona B (47) (SAENGCHANTARA;
WALLACE, 1986)
e Aurasperona C (48) (SAENGCHANTARA;
WALLACE, 1986)

OMe OH O OMe OH O

OH O

e Fonsecinona B (49) (SAENGCHANTARA; ® Fonsecinona C (50) (SAENGCHANTARA;
WALLACE, 1986) WALLACE, 1986)

OMe OH O R, 0
R3 R,
MeO R4 O
MeO Me (5) R1=H, R2=H, R3=OMC
X
| (52) R1=H, R2=H, R3=CHO
7 (6) R1=OH, R2=H, R3=OMC
| (7) Ry=H, R,=H, R3=0H
J (0] e 2 2-dimetil -6-metoxicroman-4-ona (5) ABRAHAM,;
ABATE, 1995; RUKACHAISIRIKUL et al., 2005)
O ® (52)(MACGAHREN et al, 1972)
® (5)-3-hidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicroman-4-ona  (6)
OH (ABRAHAM; ABATE, 1995)

e Fonsecinona D (51) (SAENGCHANTARA; I g-hidroxi-2,2—dimetilcr0man-4-0na (7) (KIS et al.,
WALLACE, 1986) 70)

X
= O
O




Levantamento Bibliogrdfico

COLHO OH O

HO _
HO 0] :
¢ Citomicetina (53) (DEMETRIADOU et al., 1985) :
.'\
CH,0” Y0
e Acido secaldnico D (54) (GUO et al., 2007; REN et
al., 2005)

(55)R;= Me, Ry=H
(56)R;= Me, Ry=H

(87) R;=H, R,=Me
. e Chaetomanona (58) (KANOKMEDHAKUL et al,
¢ Blennolido A (55) (ZHANG et al., 2008) 2002)
¢ Blennolido B (56) (ZHANG et al., 2008)
e Blennolido C (57) (ZHANG et al., 2008)
OH

OH O OH O
¢ Blenolido D (59) (ZHANG et al., 2008) « Blenolido E (60) (ZHANG et al., 2008)
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OH O
® Blenolido F (61) (ZHANG et al., 2008)

MeO

OH O

e Paecilina A (63) (GUO et al., 2007)

HO

0

e Fusarocromanona (65) (MIROCHA er al,
MORRISON et al., 2002; PATHRE et al., 1986)

1989;

Rs 0

(8) R;=H, Ry=OH, R;=H, R,=OMe, Rs=H
(66) R,=% OH, R,=P OH, Ry=H, R4=COMe, Rs=H
(67) R,=P OH, R,=P OH, R;=H, R,=COMe, Rs=H
(68) R{=0. OH, R2=(3 OH, R3=H, R,=CHOHMe, Rs=H
4-hidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicromano (8
(ABRAHAM; ABATE, 1995; RAKUCHAISIRIKUL et
al., 2005)
® (35,4R)-3,4-dihidroxi-6-carboxi-2,2-dimetilcromano
(66) (MACHIDA et al., 2001)
* (3R,4R)-3,4-dihidroxi-6-acetoxi-2,2-dimetilcromano
(67) MACHIDA et al., 2001)
® (35,4R)-3,4-dihidroxi-6-(1-hidroxietil )-2,2-
dimetilcromano (68) (MACHIDA et al., 2001)

OH
Meo\dtgm
0

e (%)-cis-3,4-dihidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicromano
(9) (KIS et al., 1970)

OH

MeO OH

0)

® (f)-trans-3,4-dihidroxi-2,2-dimetil -6-metoxicromano
(10) (KIS et al., 1970)
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OH
O OH
o X
MeO O
® (69) (SAENGCHANTARA; WALLACE, 1986) ® (70) (SAENGCHANTARA; WALLACE, 1986)
OH
O OH
OH
o
MeO O
® (71) (SAENGCHANTARA; WALLACE, 1986) ® (72) (SAENGCHANTARA; WALLACE, 1986)

e Pughinina (73) (PITTAYAKHAJONWUT et al,
2002)

e Estaplabina (75) (HASUMI et al., 1998) e SMTP 3 (76) (HASUMI et al., 1998)
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e SMTP 7 (80) (HU; OHYAMA; HASUMI, 2000)

Hin OH

* SMTP 8 (81) (HU; OHYAMA; HASUMI, 2000)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e Identificacao de Metabdélitos Secundarios

4.2.1 Isolamento e Identificagcdo de LS1

Durante a concentracdo do extrato acetato de etila do micélio de L. strigellus,
crescido em meio de peptona sob condicdes estaticas (Item 5.7.1, p. 189), observou-se a
formagdo de um precipitado (37,7 mg). Depois de separado, o material foi purificado
por cromatografia em camada delgada em gel de silica, eluida com hexano/acetato de
etila 50%, e forneceu 16,2 mg de um sélido amorfo branco (p.f. = 237-241°C),
denominado de LS1 (Item 5.8.1, p. 190).

O espectro de massa (Fig. 6, p. 50) de LS1 apresentou o pico ion molecular com
razao massa/carga igual a 461 daltons, sugerindo se tratar de um composto com um
nimero impar de dtomos de nitrogénio.

O espectro de RMN 'H (Fig. 7, p. 50) de LS1 apresentou trés simpletos em 9,61,
9,37 ¢ 8,78 & para um hidrogénio cada, os quais foram atribuidos a hidrogénios ligados
a atomo de nitrogénio. Foram também observados dois sinais referentes a hidrogénios
de anel aromidtico em 7,73 (1H, s) e 7,08 & (1H, s); sinais em 3,57 (2H, d, J=7,3 Hz),
5,62 (1H, tl, J=6,7 Hz), 1,75 (3H, s) e 1,72 & (3H, s), que juntos caracterizaram a
presenca de uma isoprenila (3,3-dimetilalila) com metilas magneticamente diferentes;
sinais em 3,59 (2H, d, J=7,8 Hz), 5,48 (1H, tl, J=6,7 Hz), 1,61 (3H, s) e 1,68 & (3H, s),
que indicaram a presenca de um segundo grupo isoprenila (3,3-dimetilalila) na
molécula; sinais em 6,30 (1H, dd, /=10,4 e 17,4 Hz), 5,15 (1H, d, /=10,4 Hz), 5,18 (1H,
d, J=17,4 Hz), 1,61 (3H, s) e 1,59 (3H, s) atribuidos a um grupo 1,1-dimetilalila ligado a
carbono spz, com hidrogénios metilicos magneticamente diferentes e hidrogénios
terminais diastereotdpicos; sinais em 4,80 (2H, dl, J=11,3 Hz), 4,38 (1H, ql, J/=7,1 Hz),
4,11 (1H, d, J=14,3 Hz), 3,65 (1H, d, J=11,7 Hz) e 1,78 (3H, d, J=7,1 Hz), este ultimo
referente a uma metila ligada a carbono metinico.

O espectro de RMN "*C-BB (Fig. 10, p. 52) para essa substincia apresentou
vinte e oito sinais, dentre eles dois (169,1 e 169,0 8) atribuidos a duas carbonilas de
lactama e treze sinais entre 147,5 - 107,1 & associados a carbonos spz. Como o espectro
de RMN 'H sugeriu a presenca de duas isoprenilas, os sinais em 132,7, 131,5, 126,0,
124,1, 35,5, 31,0, 26,2, 26,2, 18,3 e 18,1 d foram atribuidos a estes dois grupamentos na
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molécula. A presenca do grupo 1,1-dimetilalila foi confirmada através dos sinais em
147,5, 111,9, 40,0 e 28,8 §, sendo o ultimo atribuido a dois carbonos. O espectro
mostrou ainda os sinais em 57,3, 52,1, 33,0 e 22,2 8.

Comparacio entre os espectros de RMN "*C-DEPT 135" (Fig. 13, p. 53) e "°C-
BB revelou a presenca de onze carbonos nio hidrogenados (C), sete carbonos metinicos
(CH), quatro carbonos metilénicos (CH,) e sete carbonos metilicos (CH3), uma vez que
foram sugeridos dois carbonos para o sinal em 28,8 d.

O espectro de RMN bidimensional HSQC (Fig. 16, p. 55) de LS1 apresentou as
correlagdes dos hidrogénios de anel aromadtico em 7,73 e 7,08 & com os respectivos
carbonos em 116,4 ¢ 122,8 §; dos hidrogénios de olefina em 5,18 ¢ 5,15 & com o
carbono 111,9 , confirmando tratar-se de hidrogénios diastereotépicos; em 6,30, 5,62 e
5,48 & com os carbonos em 147,5, 126,0 e 124,1 J, respectivamente. Apresentou ainda a
correlacdo dos hidrogénios metilénicos em 4,80 & com o carbono 57,3 9; dos
hidrogénios diastereotdpicos em 4,10 e 3,65 & com o carbono 33,0 §; dos hidrogénios
metilicos em 4,38 & com o carbono 52,1 §; em 3,59 & com o carbono 31,0 9d; em 3,57
com o carbono 35,5 8. Foram também observadas as seguintes correlagdes: dos
hidrogénios metilicos em 1,78 & com o carbono 22,2 J; do hidrogénio em 1,75 8 com o
carbono 18,3 §; do hidrogénio em 1,72 8 com o carbono 26,2 J; do hidrogénio em 1,68
d com o carbono 26,2 §; do hidrogénio em 1,61 & com o carbono 18,1 J; dos
hidrogénios em 1,61 e 1,59 & com o carbono 28,8 d. Esta dltima correlagéo corroborou a
sugestao de dois carbonos para o sinal em 28,8 d.

O espectro bidimensional HMBC (Fig. 19, p. 56) de LS1 possibilitou
correlacionar os hidrogénios em 7,73 & com os carbonos em 133,8 (21), 122,8 (31), 107,1
D) e 35,58 CJ); em 7,08 & com os carbonos 116,4 (°J), 35,5 CJ) e 31,0 & (*J), que
juntos indicam a posicdo das duas isoprenilas na molécula (Fig. 4, p. 48). A
confirmagdo da presenca do grupo 1,1-dimetilalila, bem como sua localizacdo, foi
realizada pela correlacdo dos hidrogénios em 6,30 & com os carbonos em 40,0 (ZJ), 28,8
CJ) e 142,4 8 (J); em 5,18 § com os carbonos 147,5 (/) € 40,0 § (*J); em 5,15 § com o
carbono 40,0 & J); em 1,61 & com os carbonos 132,7 (), 40,0 (), 147,5 CJ), 142,4
D), 124,1 CJ), 28,8 C1) e 26,2 § CJ); em 1,59 & com os carbonos 147,5 (), 142.4 C)),
124,1 C7), 40,0 ) e 28,8 & () (Fig. 4, p. 43).
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Figura 4: Acoplamentos observados no espectro bidimensional HMBC de LS1: posicionamento das
isoprenilas e do sistema dimetilalila na molécula

A presenca das isoprenilas na molécula foi ainda confirmada pela correlagdo a
longa distincia do hidrogénio em 5,62 6 com os carbonos 35,5 (ZJ), 26,2 (3D e 18,3 8
(J); em 5,56 § com os carbonos 126,0 (), 131,5 CJ), 122,8 (/) e 116,48 CJ); em 1,75
& com os carbonos 131,5 (3)), 126,0 (J), 26,2 & (J); em 1,72 § com os carbonos 131,5
(2J), 126,0 (3D, 18,3 & (3D para uma das isoprenilas (Fig. 4, p. 48); do hidrogénio em
5,48 & com o carbono 35,5 (*J), 26,4 (*J) e 18,4 8 (*J); em 3,59 § com os carbonos 124, 1
(%)) e 133,78 (*J) e em 1,68 & com os carbonos 132,7 (3)), 124,1 J) e 18,1 8 (\J) para a
outra isoprenila (Fig. 4, p. 48). Mostrou ainda a existéncia de um sistema inddlico pela
correla¢do do hidrogénio em 9,61 & com os carbonos 1424 (ZJ), 133,7 (ZJ), 130,8 (3D e
107,1 & CJ); além do acoplamento dos hidrogénios metilénicos diastereotopicos em
4,11 e 3,65 & com os carbonos 107,1 (3J), 57,5 (*)), 169,0 (*J), 142,4 (*J) e 130,8 & ()
mostram que este se encontra ligado ao anel inddlico e a um grupamento 6-
metilpiperazino-2,5-diona, sendo a presenca deste mostrada pelas correlagcdes dos
hidrogénios em 4,80 & com o carbono 169,0 & (*J); em 4,38 & com os carbonos 169,1
(2J) e2229d (2D; em 1,78 & com os carbonos 52,1 (2D e 169,1 & (3D; em 9,37 & com os
carbonos 169,1 (*J) e 57,3 (*J); em 8,78 & com os carbonos 169,0 (/) e 52,1 & (*J) &
(Tab. 5, p. 49, Fig. 5).

Figura 5: Acoplamentos observados no espectro bidimensional HMBC de LS1: posicionamento do
sistema 6-metilpiperazino-2,5-diona na molécula

A andlise dos dados discutidos permitiu propor para LS1 a estrutura do alcaldide
inddlico triprenilado echinulina, inédito no género Lentinus e isolado anteriormente de

varias espécies de fungos filamentosos, tais como Chaetomium globosum (SOMDEJ, et
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al., 2002) e Eurodium repens (PODOIJIL et al., 1978). Este alcaldide foi também

isolado de plantas das familias Anacardiaceae,

(TALAPATRA et al., 2001).

Cucurbitaceae e Orchidaceae

Tabela 5: Dados de RMN 'H (500 MHz) e '*C (125 MHz) de LS1 em CsDsN

HMQC HMBC
C COSY
S c y 7

2 142,4
3 107,1
4 7,73 (1H, s) 116,4 133,0 35,5;107,1; 122,8
5 133,7
6 7,08 (1H, s) 122,8 31,0; 35,5; 1164
7 124,6
8 130,8
9 133,7
2a 40,0
2b 6,30 (1H, dd, J=104e 17,4 Hz) 147,5 5,15;5,18 40,0 28,8; 1424
2c 5,15 (1H, d, J=10,4 Hz) 111,9 5,18; 6,30 40,0

5,18 (1H, d, J=17,4 Hz) 5,15; 6,30 147.5 40,0
2d 1,63 (3H, s) 28,8 40,0; 132,77 26,2; 28.,8; 124,1; 142,4; 147,5
2e 1,60 (3H, s) 28,8 28.8;40,0; 142,4; 147,5

4,11 (1H, d, J=14,3 Hz) 3,65;4,80 57,3;107,1 130,8; 1424
3 3,65 (1H, d, J=11,7 Hz) 330 4,11;4,80 57,3;107,1 130,8; 142,4; 169,0
3b 4,80 (2H, dl, J=11,3 Hz) 57,3 3,65;4,11 169,0
3c 169,0
3d 4,38 (1H, ql, J/=7,1 Hz) 52,1 1,78 22,2;169,1
3e 169,1
S5a 3,57 (2H, d, J=7,3 Hz) 35,5 5,62 126,0 116,4; 122,8; 131,5
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Tabela 6: Dados de RMN 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) de LS1 em CsDsN (Cont.).

5b 5,62 (1H, tl, J=6,7 Hz) 1260 357 355 18,3; 26,2
5c 131,5
5d 1,72 (3H, s) 26,2 131,5 18,3; 126,0
Se 1,75 (3H, s) 18,3 131,5 26,2; 126,0
7Ta 3,59 (2H, d, J=7,8 Hz) 31,0 5,48 124,1 133,7
b 5,48 (1H, tl, J=6,7 Hz) 124,1 359 31,0 18,1; 26,1
e 132,7
7d 1,68 (3H, s) 26,1 132,7 18,1; 124,1
7e 1,61 (3H, s) 18,1
CH; 1,78 (3H, d, J=7,1 Hz) 222 438 52,1 169,1
8,78 (1H, s) 52,0; 169,0
9,37 (1H, s) 57,3;169,1
9,61 (1H, s) 142,4 107,1; 130,8

1 L] 194 778
) | 57 123 144154 180 o' 208218 234 248 264 7y 319 461

T T

i 1
36 50

S\\papea

9.63 15
359 H 160 163 H

Figura 7: Espectro de RMN '"H de LS1 (CsDsN, 500 MHz)
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Figura 9: Expansio do espectro de RMN 'H de LS1 (CsDsN, 500 MHz)
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Figura 13: Espectro de RMN 13C — DEPT 135° de LS1 (CsDsN, 125 MHz)
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Figura 14: Espectro bidimensional COSY 'H-'H de LS1 (CsDsN, 125 MHz)

.61

Figura 15: Expansao do espectro bidimensional COSY 'H-'"H de LS1 (CsDsN, 500 MHz)
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Figura 16: Espectro bidimensional HSQC de LS1 (CsDsN, 125 MHz)

Figura 17: Expansao do espectro bidimensional HSQC de LS1 (CsDsN, 125 MHz)
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Figura 19: Espectro bidimensional HMBC de LS1 (CsDsN, 500 MHz /125 MHz)
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Figura 21: Expansao do espectro bidimensional HMBC de LS1 (CsDsN, 500 MHz /125 MHz)
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Figura 22: Expansao do espectro bidimensional HMBC de LS1 (CsDsN, 500 MHz /125 MHz)

Figura 23: Expansao do espectro bidimensional HMBC de LS1 (CsDsN, 500 MHz /125 MHz)
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Figura 24: Expansao do espectro bidimensional HMBC de LS1 (CsDsN, 500 MHz /125 MHz)

Figura 25: Expansao do espectro bidimensional HMBC de LS1 (CsDsN, 500 MHz /125 MHz)
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4.2.2 Isolamento e Identificagdo de LS2

Fracionamentos cromatograficos sucessivos da fracdo EAcLS2, proveniente do
extrato AcOEt do micélio de L. strigellus, cultivado em peptona sob condi¢des estdticas
(Item 5.8.3, p. 191), levaram ao isolamento cristais vermelhos em forma de agulha, com

faixa de fusdo 207,5 - 209,8 °C, denominado de LS2.

O espectro de RMN "“C-BB (Fig. 31, p. 65) apresentou dezesseis linhas
espectrais, sendo duas delas (191,0 e 182,2 ) caracteristicas de cetonas conjugadas;
doze sinais em regido de carbono sp2 (107,0-162,8 3), sendo trés deles oxigenados
(162,8, 165,4 € 166,8 3), além de um sinal caracteristico de metoxila em 56,3 § e outro

em 22,4 J atribuido a uma metila.

O espectro de RMN 'H (Fig. 29, p. 64) de LS2 apresentou dois simpletos em
12,32 e 12,12 9, caracteristicos de hidroxilas queladas com grupo carbonila através de
ligacdo de hidrogénio; sinais caracteristicos de hidrogénios de anel aromético em 7,63
(1H, s), 7,37 (1H, d, J = 2,5 Hz), 7,09 (1H, s) e 6,69 & (1H, d, J = 2,5 Hz) que, pelos
padrdes de acoplamento e valores das constantes de acoplamento, indicaram a presenca
de dois anéis arométicos com um padrido de acoplamento meta para seus hidrogénios.
Pode-se observar ainda a presenga de dois simpletos em 3,95 (3H, s) e 2,46 8 (3H, s),
sendo o primeiro caracteristico de grupamento metoxila e o segundo de metila, ambos

ligados a anel aromatico.

A partir dos dados discutidos, pode-se sugerir a férmula molecular C;sH;,0s
para o composto, a qual estd de acordo com o pico fon molecular de razdo massa/carga

igual a 284 Daltons, observado no espectro de massa (Fig. 28, p. 63) de LS2.

O espectro bidimensional HSQC (Fig. 32, p. 65) permitiu correlacionar os
hidrogénios dos anéis arométicos em 7,09, 7,63, 7,37 e 6,69 d, com os carbonos 124,7,
121,5, 108,4 ¢ 107,0 §, respectivamente. Os hidrogénios do grupo metoxila em 3,95 &
foram associados ao carbono 56,3 8 e¢ os do grupo metila em 2,46 & foram

correlacionados ao carbono em 22,4 d.

A partir da andlise dos dados espectrométricos discutidos, foi possivel sugerir

para LS2 a estrutura de uma antraquinona trioxigenada, com os dois anéis aromaticos
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dissubstituidos. Apds levantamento bibliografico de antraquinonas com esse padrio de
substitui¢do e de oxigenacdo, foram propostas para o composto isolado as estruturas da
1,5-dihidroxi-7-metil-3-metoxiantraquinona (82) (SOB er al., 2008) e fisciona (83)
(SMETANINA et al., 2007), apresentadas na Figura 26.

OH O
CH;0 ‘ ' g
82) 0 OH

Figura 26: Estruturas da 1,5-dihidroxi-7-metil-3-metoxiantraquinona (82) e fisciona (83)

O espectro bidimensional HMBC (Fig. 33, p. 66) de LS2 mostrou as correlacdes
a longa distancia do hidrogénio em 12,3 8 com os carbonos em 165,4 (ZJ), 110,5 (3D e
107,0 8 (J); em 12,12 & com os carbonos 162,8 (*J), e 113,9 (), possibilitando
confirmar a localizacdo das hidroxilas na molécula (Fig. 27). Foram ainda observados
os acoplamentos do hidrogénio em 7,09 & com os carbonos 121,5 (SJ), 113,9 (3J) e 22,4
8 (*J); em 7,63 & com os carbonos em 124,7 3J), 113,9 CJ) € 22,4 § (*J); em 7,37 & com
os carbonos 166,8 (%)), 182,2 ()), 110,5 (*J) e 107,0 § (*J); em 6,69 & com os carbonos
166,8 (AJ), 165,4 (*J), 110,5 CJ) e 108,4 & (J) (Tab. 7, p. 63, Fig. 27).

Figura 27: Principais acoplamentos a longa distdncia de LS2 observados no espectro bidimensional
HMBC

Assim, as correlacdes observadas no espectro bidimensional HMBC permitiram
concluir que LS2 tratava-se da antraquinona fisciona (83), um pigmento isolado de
varios microrganismos (SMETANINA et al., 2007) e plantas (CHOI et al., 2007,
KOMATSU et al.,, 2006; LU et al., 2007). Esta antraquinona é conhecida por sua
potente atividade antibacteriana, (SMETANINA et al., 2007), além de inibir a enzima
fosfatase Cdc25B com ICsy de 62,5 ug mL" (CHOI et al., 2007)
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Tabela 7: Comparacdo dos dados de RMN 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) da antraquinona fisciona
(SMETANINA et al., 2007) com os de LS2, ambos em CDCl,

RMN 'H RMN “C
¢ fisciona LS2 fisciona LS2
1 162,5 162,8
2 7,08 (1H, s) 7,09 (1H, s) 124,5 124,7
3 148.,4 148,7
4 7,62 (1H, s) 7,63 (1H, s) 121,3 121,5
4a 133,2 133,5
5 7,36 (1H, s) 7,37 (1H, d, J=2,5 Hz) 108,2 108,4
6 166,5 166,8
7 6,69 (1H, s) 6,69 (1H, d, J=2,5 Hz) 106,8 107,0
8 165,2 165,4
8a 110,3 110,5
9 190,8 191,0
9a 113,7 1139
10 182,0 182,2
10a 135,2 135,5
CH; 2,45 (3H, s) 2,46 (3H, s) 22,1 22,4
OCH; 3,94 (3H, s) 3,95 3H, s) 56,1 56,3
OH 12,12 (1H, s)
OH 12,32 (1H, s)
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Tabela 8: Dados de RMN 'H (500 MHz) e '*C (125 MHz) de LS2 em CDCl,

HSQC HMBC

C SH(H) Sc(b) 2] 3J
1 162,8
2 7,09 (1H, s) 124,7 22,4: 113,9; 121,5
3 148,7
4 7,63 (1H, s) 121,5 22.4;113,9; 124,7
4a 133,5
5 7,37 (1H, d, J=2,5 Hz) 108,4 166,8 107,0; 110,5; 182,2
6 166,8
7 6,69 (1H, d, J=2,5 Hz) 107,0  165.4; 166,8 108,4; 110,5
8 165,4

8a 110,5
9 191,0

9a 113,9
10 182,2

10a 135,5

CH, 2,46 (3H, s) 22,4

OCH; 3,95 (3H, s) 56,3
OH 12,12 (1H, s) 162,8 113,9
OH 12,32 (1H, s) 165,4 107,0; 110,5

Figura 28: Espectro de massa de LS2 (IE, 70 eV)
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Figura 30: Expansdo do espectro de RMN 'H de LS2 (CDCl;, 500 MHz)
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Figura 31: Espectro de RMN 3C -BB de LS2 (CDCls, 125 MHz)

Figura 32: Espectro de HSQC de LS2 (CDCl;, 500 MHz /125 MHz)
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Figura 33: Espectro de HMBC de LS2 (CDCl;, 500 MHz /125 MHz)

Figura 34: Expansao do espectro de HMBC de LS2 (CDCl;, 500 MHz /125 MHz)
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Figura 36: Expansao do espectro de HMBC de LS2 (CDCl;, 500 MHz /125 MHz)
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4.2.3 Isolamento e Identificacdo de LS3

Fracionamentos cromatograficos sucessivos do extrato obtido a partir da particdo
liquido-liquido oriundo do meio de cultura peptona utilizado no cultivo de L. strigellus,
sob agitacdo, (Item 5.7.2, p. 189), permitiram a obtencdo de um liquido viscoso
marrom, que apds andlise por CCDA apresentou-se como um unico spot e foi

denominado de LS3 (Item 5.8.5, p. 192).

O espectro de RMN 'H (Fig. 40, p. 72) de LS3 mostrou dois simpletos em 1,29 e
1,42 J para trés hidrogénios cada, associados a duas metilas; sinais em 1,83 (1H, dd, J =
13,1 € 8,8 Hz) e 2,14 & (1H, dd, J = 13,1 e 6,2 Hz); sinal em 4,80 & (1H, dd, J = 8,8 € 6,2
Hz) referente a hidrogénio ligado a carbono oxigenado; simpleto em 3,76 & (3H, s),
caracteristico de grupamento metoxila. Foram ainda observados sinais em 6,72 8 (1H, d,
J =89 Hz), 6,77 & (1H, dd, J = 8,9 ¢ 2,9 Hz), ¢ 7,00 & (1H, d, J = 2,9 Hz), justificando a

presenga de um anel aromatico trissubstituido, com hidrogénios meta posicionados.

O espectro de RMN C-BB (Fig. 43, p. 73) para essa substincia apresentou
doze sinais, dos quais seis encontravam-se na regido de carbonos sp2 (111,8-153,6),
sendo dois deles funcionalizados (147,3 e 153,6 d); seis sinais caracteristicos de
carbonos sp3, dois deles (75,2 e 64,1 ) atribuidos a carbonos oxigenados e um (56,0 8)
referente a grupo metoxila. Foi observado ainda um sinal em 43,0 J, provavelmente
pertencente a carbono metilénico, além de dois sinais em 25,8 e 29,1 J, referente as

duas metilas identificadas no espectro de RMN 'H.

Comparacdo entre o espectro de RMN BC-DEPT 135 (Fig. 44, p. 74) e o
espectro de RMN C-BB mostrou a presenga de quatro carbonos nao hidrogenados (C),
quatro carbonos metinicos (CH), um carbono metilénico (CH;) em 43,0 8, confirmando

o deslocamento para este grupo, e trés sinais de carbonos metilicos (CHj3).

A andlise do espectro de RMN bidimensional HSQC (Fig. 47, p. 75) permitiu
correlacionar os hidrogénios metilicos em 1,29 e 1,42 d aos carbonos 25,8 ¢ 29,1 9,
respectivamente; os hidrogénios em 1,83 e 2,14 & com o carbono 43,0 9, indicando que
estes dois hidrogénios eram diastereotépicos. Mostrou ainda a correlagdo do hidrogénio

em 4,80 com o carbono carbindlico em 64,1 §; dos hidrogénios em 3,76 & com o
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carbono em 56,0 d; dos hidrogénios de anel aromdtico em 6,72, 6,77 e 7,00 & com os

carbonos 118,1, 116,1 ¢ 111,8 J, respectivamente.

A partir dos dados discutidos, pode-se sugerir a férmula molecular Ci,H;603
para o composto, a qual esta de acordo com o pico fon molecular de razdo massa/carga

igual a 208 Daltons, observado no espectro de massa (Fig. 39, p. 71) de LS3.

Estes dados, principalmente o padrdo de acoplamento obtido no espectro de
RMN 'H, permitiram propor para LS3 a estrutura do 4-hidroxi-2,2-dimetil-6-
metoxicromano (Fig. 37), isolado anteriormente de Lentinus connatus
(RUKACHAISIRIKUL et al., 2005) e Lentinus crinitus (ABRAHAM; ABATE, 1995) e

sintetizado por Wang e colaboradores (2004).

CH;0

Figura 37: Estrutura do 4-hidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicromano.

A confirmagdo da estrutura proposta se deu através da andlise do espectro de
RMN bidimensional HMBC (Fig. 48, p. 76) de LS3. As seguintes correlacdes a longa
distincia foram observadas: hidrogénios em 1,29 & com os carbonos 75,2 (2J), 29,1 (31)
e 43,0 8 C): hidrogénios em 1,42 & com os carbonos 75,2 D), 25,8 CD) e 43,0 8 (CJ);
hidrogénios em 1,83 e 2,14 § com os carbonos 64,1 (*J), 75,2 (%)), 25,8 J) 29,1 CJ) e
1249 & (3 J), o que confirmou a natureza diastereotdpica desses dois hidrogénios, além
da sua localiza¢do na molécula; hidrogénios em 4,80 & com os carbonos 64,1 ), 75,2
Ch, 11,8 CH e 1473 8 ). A localizagdo da metoxila na molécula foi determinada
através da correlacdo dos hidrogénios em 3,76 8 com o carbono 153,6 CJ); foi possivel
observar ainda a correlagdo dos hidrogénios arométicos em 6,72 & com os carbonos
147,3 ), 124,9 CJ) e 153,6 8 (J); em 6,77 & com os carbonos 153,6 (3J), 111,8 CJ) e
147,3 & (\J); em 7,00 §, com os carbonos 124,9 (), 153,6 (), 64,1 (), 116,1 CJ) e
147,3 8 \J) (Tab. 9, p. 71, Fig. 38, p. 70).
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Figura 38: Principais acoplamentos a longa distancia observados no espectro de RMN bidimensional
HMBC de LS3

Por tratar-se de uma molécula quiral, a rotacdo especifica deste composto foi
obtida ([0(]])25 = -1,2 (¢ = 042, CHCl3)). Entretanto, embora a literatura
(RUKACHAISIRIKUL ef al., 2005; ABRAHAM; ABATE, 1995) atribua a
configuracdo § para o 4-hidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicromano isolado de Lentinus
connatus e Lentinus crinitus, ndo foi possivel ter acesso a rotagcdo especifica desta

molécula para fins de comparacdo com a isolada de L. strigellus.

Tabela 9: Deslocamentos quimicos (8) de RMN C de LS3 com padrio de hidrogenacdo obtido pela
comparacio dos espectros 3C-BB e DEPT-135°

C CH CH, CH; TOTAL
75,2 64,1 43,0 25,8
118,1 111,8 29,1
124,9 116,1 56,0
153,6 118,1
Cy C4H, CH, C,Hs CiHpz

=C-0 C-0 O-CH3; Ci2H1603
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Tabela 10: Dados de RMN 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) LS3 em CDCl,

HSQC COSY HMBC
C 2 3
du dc J J
2 75,2
3 2,14(1H,dd, J=6,2¢ 13,3 Hz) 43,0
1.83(1H, dd, J=8.8 ¢ 13.3 Hz) 4,80 64,1; 76,2 25,8;29,1; 124,9

4 4,80 (1H, dd, J=6,2e 8,8 Hz) 64,1 2,14;1,83 43,0;124,9 75,2;111,8; 147,3

5 7,00 (1H, d, J=2,9 Hz) 111,8 124,9; 153,6  64,1; 116,1; 147,3

6 153,6

7 6,77 (1H, dd, J=2,9 e 8,9 Hz) 116,1 6,72 153,6 111,8; 147,3

8 6,72 (1H, d, J=8,9 Hz) 118,1 6,77 147,3 124,9; 153,6

9 147,3

10 124.9
CH; 1,29 (3H, s) 25,8 75,2 29,1; 43,0
CH3 1,42 (3H, s) 29,1 75,2 29,1; 43,0

OCH; 3,76 3H, s) 56,0 153.6
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Figura 39: Espectro de massa de LS3 (IE, 70 eV)
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Figura 41: Expansdo do espectro de RMN 'H de LS3 (CDCl;, 500 MHz)
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Figura 43: Espectro de RMN *C —BB de LS3 (CDCl;, 125 MHz)
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Figura 45: Espectro bidimensional COSY '"H-'H de LS3 (CDCl;, 500 MHz)
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Figura 46: Expansao do espectro bidimensional COSY H-"H de LS3 (CDCl;, 500 MHz)

Figura 47: Espectro bidimensional HSQC de LS3 (CDCl;, 500 MHz /125 MHz)
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Figura 49: Expansao do espectro bidimensional HMBC de LS3 (CDCl;, 500 MHz /125 MHz)
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Figura 50: Expansio do espectro bidimensional HMBC de LS3 (CDCl;, 500 MHz /125 MHz)

Figura 51: Expansao do espectro bidimensional HMBC de LS3 (CDCl;, 500 MHz/125 MHz)
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4.2.4 Isolamento e Identificagdo de LS4

Ap6s particao liquido-liquido do meio de cultura peptona proveniente do cultivo
do basidiomiceto L. strigellus sob agitacdo (PMeLSA), o extrato acetato de etila foi
submetido a sucessivos fracionamentos cromatograficos, levando ao isolamento de um
liquido viscoso, levemente esverdeado, denominado LS4 (Item 5.8.6, p. 193). Em

CCDA, quando revelado com vanilina, apresentava coloragdo azul.

O espectro de massa (Fig. 54, p. 82) de LS4 apresentou o pico fon molecular

com razdo massa/carga igual a 206 Daltons.

O espectro de RMN 'H (Fig. 55, p. 82) de LS4 apresentou um sinal em 1,43 §
(6H, s), indicando a presenca de duas metilas magneticamente idénticas; sinal em 2,69 &
(2H, s), possivelmente de um fragmento CH, isolado; um simpleto em 3,79 & (3H),
caracteristico de grupamento metoxila. Foram ainda observados sinais em 6,85 o (1H, d,
J =90 Hz), 7,07 8 (1H, dd, J = 9,0 e 3,1 Hz), ¢ 7,28 8 (1H, d, J = 3,1 Hz), que

caracterizaram a presenga de um anel aromadtico trisubstituido.

O espectro de RMN C-BB (Fig. 57, p. 83) para essa substincia apresentou
onze sinais, dentre eles um sinal (192,7 §) de carbonila conjugada; seis sinais de
carbonos sp2 (107,2-154,3 3), sendo dois deles funcionalizados (153,8 e 154,8 3); quatro
sinais de carbonos sp3, sendo um deles (79,2 ), possivelmente, de um carbono nédo
hidrogenado e oxigenado, um caracteristico de grupo metoxila (55,9 J) e outro do
carbono metilénico (49,0 8) identificado no espectro de RMN "H. Este ultimo, pelo
valor de deslocamento quimico, foi sugerido estar ligado a uma carbonila (192,7 J).
Como o sinal em 26,7 & é caracteristico de grupamento metila, ¢ o espectro de RMN 'H
indicou a presenca de duas unidades deste substituinte na molécula, foi possivel supor
que o sinal em 26,7 J é referente as duas metilas presentes na molécula. Assim, ao invés

de onze, foram propostos doze dtomos de carbono para LS4.

Comparagdo entre os espectros de RMN *C-DEPT 135 (Fig. 59, p. 84) e C-
BB mostrou a presenca de cinco carbonos nido hidrogenados (C), trés carbonos
metinicos (CH), um carbono metilénico (CH,) em 49,0 8, confirmando o deslocamento

para este grupo, e um sinal associado a dois carbonos metilicos (CHj3).
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O espectro de RMN bidimensional HSQC (Fig. 61, p. 85) de LS4 apresentou as
correlagdes dos hidrogénios em 7,28, 7,07, e 6,85 & com os carbonos 107,2, 125,5, e
119,8 d respectivamente; do hidrogénio em 3,79 & com o carbono em 55,9 d e dos

hidrogénios em 2,69 e 1,43 & com os respectivos carbonos em 49,0 e 26,7 9.

Os dados discutidos anteriormente permitiram sugerir para LS4 a férmula
molecular C;H;4O3 e a estrutura de uma cromanona. Comparacdo com dados da
literatura (WANG et al., 2004) (Tab. 10, p. 80) para esta classe de moléculas, permitiu
propor para o composto isolado a estrutura da 2,2-dimetil-6-metoxicroman-4-ona (Fig.

52).

Figura 52: Estrutura da 2,2-dimetil-6-metoxicroman-4-ona

A proposicdo estrutural foi confirmada através da andlise do espectro
bidimensional HMBC (Fig. 62, p. 86) do composto. As seguintes correlacdes foram
observadas: hidrogénios em 7,28 & com os carbonos 120,1 (2J), 153,8 (ZJ), 125,2 (3J),
154,8 (CJ), e 192,7 & CJ); em 7,07 & com os carbonos 153,8 ()), 107,2 *J) e 154,8 §
(J); em 6,85 & com os carbonos em 1548 & (3)), 120,1 & CJ) e 153,8 & CJ). A
correlag@o a longa distdncia da metoxila em 3,79 6 com o carbono 153,8 & (3 J) do anel
aromdtico confirmou a localiza¢do deste grupo na molécula. Foi também observado o
acoplamento dos hidrogénios em 2,69 & com os carbonos 79,2 6 (ZJ), 192,7 & (ZJ), 26,7
8 CJ) e 120,1 8 (J), confirmando a ligacdo do carbono metilénico ao grupo carbonila. O
espectro HMBC apresentou ainda o acoplamento dos hidrogénios em 1,43 & com os

carbonos 79,2 (/) € 49,0 & (°J) (Tab. 12, p. 81; Fig. 53, p.80).
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Figura 53: Principais acoplamentos a longa distancia de LS4

A 2,2-dimetil-6-metoxicroman-4-ona foi anteriormente isolada de Lentinus
connatus (RUKACHAISIRIKUL et al., 2005) e Lentinus crinitus (ABRAHAM;
ABATE, 1995). Vale ressaltar que esta molécula foi obtida por Wang e colaboradores
(2004) como intermedidrio na sintese de varios 3,4-dihidroxi-2,2-dimetil-6-
metoxicromanos. Nenhum dado acerca da atividade bioldgica desta molécula foi

encontrado na literatura.

Tabela 11: Deslocamentos quimicos de RMN "°C (8) de LS4 com padréo de hidrogenagdo obtido pela
comparagio dos espectros "C-BB e DEPT-135°

C CH CH; CH; TOTAL
792 107.2 49,0 26,7
120,1 119,5 26,7
153,8 125,5 55,9
154,8
192,7

Cs GsHs CH, C2Hs CuHn
C=0 0-CH; C12H 1405

C-O0
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Tabela 12: Comparagio entre os dados de RMN 'H (CDCl;) da 2,2-dimetil-6-metoxicroman-4-ona
(WANG er al., 2004) e LS4

RMN 'H

¢ (WANG et al., 2004) ® LS4®

2

3 2,73 (2H, s) 2,69 (2H, s)

4

5 7,28 (1H, d, J=3,1 Hz)

6

7 6,86-7,32 (3H, m) 7,07 (1H, dd, J=3,1 € 9,0 Hz)

8 6,85 (1H, d, J=9,0 Hz)

9

10

2xCH; 1,49 (6H, s) 1,43 (6H, s)
OCH; 3,82 (3H, s) 3,79 (3H, s)
(a) 200 MHz; (b) 500 MHz;
Tabela 13: Dados de RMN "H (500 MHz) e "*C (125 MHz) de LS4 em CDCl,
HSQC COSY HMBC
C 2 3
On 3¢ J J
2 79,2
3 2,69 (2H, s) 49,0 79,2; 192,7 26,7; 120,1
4 192,7
5 7,28 (1H, d, J=3,1 Hz) 107,2 120,1; 153,8 125,2; 154,8; 192,7
6 153,8
7 7,07 (1H, dd, J=3,1e9,0Hz) 125,5 6,85 153,8 107,2; 154,8
8 6,85 (1H, d, J=9,0 Hz) 1198 7,07 154,8 120,1; 153,8
9 154,8
10 120,1
2x CH; 1,43 (6H, s) 26,7 79,2 49,0
OCH; 3,79 (3H, s) 55,9 153,8
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Figura 54: Espectro de massa de LS4 (IE, 70 eV)

Figura 55: Espectro de RMN 'H de LS4 (CDCl;, 500 MHz)
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Figura 56: Expansao do espectro de RMN "H de LS4 (CDCl;, 500 MHz)
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Figura 57: Espectro de RMN *C —BB de LS4 (CDCl;, 125 MHz)
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Figura 58: Expansdo do espectro de RMN C -BB de LS4 (CDCls, 125 MHz)
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Figura 59: Espectro de RMN "*C —DEPT 135° de LS4 (CDCl;, 125 MHz)
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Figura 60: Expansio do espectro bidimensional COSY '"H-'H de LS4 (CDCl;, 500 MHz)

Figura 61: Espectro bidimensional HSQC de LS4 (CDCl;, 500 MHz/125 MHz)
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Figura 62: Espectro bidimensional HMBC de LS4 (CDCl;, 500 MHz/125 MHz)



Resultados e Discussdo | 87

4.2.5 Isolamento e Identificacdo de LS5

Fracionamentos cromatograficos sucessivos do extrato obtido a partir da particao
liquido-liquido do meio de cultura peptona utilizado no cultivo de L. strigellus sob
agitacdo (Item 5.7.2, p. 189), permitiram o isolamento de um liquido viscoso marrom

denominado de LS5 (Item 5.8.7, p. 194).

O espectro de RMN BC-BB (Fig. 68, p. 92) apresentou doze sinais, dos quais
seis encontravam-se em regido de carbono sp2 (111,7-153,9), trés (70,2, 76,9 e 78,2 d)
atribuidos a carbonos sp” oxigenados, além um sinal caracteristico de metoxila (56,0 &)

e dois sinais em 18,8 e 26,8 9, atribuidos a duas metilas.

A comparagdo entre o espectro de RMN BC-DEPT 135 (Fig. 70, p. 93) e 0
espectro de RMN "*C-BB revelou a presenca de quatro carbonos ndo hidrogenados (C),
cinco carbonos metinicos (CH), dois deles (70,2 e 76,9 §) em regido de carbono sp3 ,

além de trés sinais para carbonos metilicos (CH3), um deles (56,0 8) de grupo metoxila.

O espectro de RMN 'H (Fig. 66, p. 91) de LS5 apresentou dois simpletos em
1,17 e 1,43 & para trés hidrogénios cada, atribuidos a duas metilas presentes na
molécula; simpleto em 3,73 & (3H), caracteristico de grupamento metoxila; sinais em
3,56 (1H,d, J = 8,6 Hz) € 4,51 & (1H, d, J = 8,6 Hz), associados a dois hidrogénios vicinais
ligados a carbono oxigenado e com configuragdo trans entre si. Foram ainda observados
sinais referentes a hidrogénios de anel aromético em 6,70 & (1H, d, J = 8,8 Hz), 6,76 &
(1H, dd, J = 8,8 ¢ 2,7 Hz), € 6,96 & (1H, d, J = 2,7 Hz), sugerindo tratar-se de um sistema

trissubstituido, com hidrogénios meta posicionados.

O espectro bidimensional HSQC (Fig. 72, p. 94) mostrou a correlacdo dos
hidrogénios do anel aromdtico em 6,96, 6,76 ¢ 6,70 & com os carbonos 111,7, 116,2 e
117,8 9§, respectivamente. Mostrou também a correlagdo dos hidrogénios dos grupos
metilas em 3,73, 1,43 e 1,17 & com os carbonos 56,0, 26,8 ¢ 18,8 9, respectivamente,
além da correlacdo dos hidrogénios dos carbonos metinicos em 4,51 e 3,56 & com os

seus respectivos carbonos em 70,0 e 76,9 4.
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O espectro de massa (Fig. 65, p. 90) de LS5 apresentou o pico fon molecular

com razdo massa/carga de 224 daltons, sugerindo a férmula molecular C;,H;603.

Os dados discutidos sugeriram a estrutura de um cromano, semelhante a
proposta para LS3 (Item 4.2.3, p. 67), mas hidroxilado nas posi¢des 3 e 4. Através de
levantamento bibliogréfico, foi possivel propor para o produto isolado a estrutura do

(3R",4S8")-3,4-dihidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicromano (Fig. 63) (WANG et al., 2004).

SimmnQ
am

Figura 63: Estrutura do (3R*,45%)-3,4-dihidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicromano

A estrutura proposta foi confirmada através do espectro bidimensional HMBC
(Fig. 73, p. 94), o qual apresentou as seguintes correlacdes principais: hidrogénio em
3,56 & com os carbonos em 70,2 (3J), 78,2 (J), 18,8 CJ) € 26,8 & (°J); em 4,51 & com os
carbonos 76,9 (ZJ), 123,9 (ZJ), 111,8 (3J) e 146,4 (3 J), confirmando a localizacdo destes

hidrogénios na molécula (Fig. 64).

Figura 64: Principais acoplamentos a longa distincia observados no espectro de RMN bidimensional
HMBC de LS5

Através da comparagdo da rotacdo especifica de LS5 ([()L]D25 =-4,1 (c 0,50,
acetona)) com dados da literatura para o (3R,45)-3,4-dihidroxi-2,2-dimetil-6-
metoxicromano, sintetizado assimetricamente ([a]p> = - 31 (¢ 3,2, acetona)) (WANG et
al., 2004), foi possivel estabelecer a mesma configuragdo absoluta para o produto
isolado de L. strigellus. Vale ressaltar que este metabdlito secundério foi anteriormente
isolado do basidiomiceto Panus rudis (L. strigosus) (KIS et al., 1970) e apresenta varias

propriedades fisioldgicas (WANG et al., 2004).
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Tabela 14: Deslocamentos quimicos de RMN C (8) de LS5 com padrio de hidrogenagdo obtido pela
comparagio dos espectros '"C-BB e DEPT-135°

C CH CH; CH; TOTAL
78,3 76,9 18,8
123,9 78,3 26,8
146,4 111,8 56,0
153,9 116,2

117,9

Cy CsH; C,Hg CiiHu

C-0 C-O0 0-CH; C12H1603

Tabela 15: Comparagio dos dados de RMN 'H e "*C do (3R, 45)-3,4-dihidroxi-2,2-dimetil-6-
metoxicromano (WANG ef al., 2004) com os de LS5

RMN 'H RMN “C
¢ (WANG et al., 2004) @ LS5® (WANG et al., 2004)® 1859
2 78,1 78,3
3 333(IH, dd,J=8,6,52Hz) 3,56 (1H, d, J=8,6 Hz) 74,8 76,9
4  427(1H,m,J=86,6,8Hz) 4,51 (1H, d, J=8,6 Hz) 68,2 70,2
5 6,96 (1H, d, J=2,7 Hz) 112,4 111,8
6 153,0 153,9
7 6,58-6,90 (3H, m) 6,76 (1H, dd, J=2,7 e 8,8 Hz) 114,8 116,2
8 6,70 (1H, d, J=8,8 Hz) 116,7 117.9
9 145,8 146,4
10 126,3 123,9
CH; 1,06 3H, s) 1,17 (3H, s) 19,0 18,8
CH; 1,31 3H, s) 1,43 (3H, s) 26,8 26,8
OCHj; 3,67 3H, s) 3,73 (3H, s) 55,3 56,0

(a) DMSO 400 MHz; (b) CDCI3500 MHz; (¢) DMSO 100 MHz; (d) CDCl; 125 MHz
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Tabela 16: Dados de RMN 'H (500 MHz) e *C (125 MHz) de LS5 em CDCl,

HSQC COSY HMBC
C 2 3
dn dc J J
2 78,3
3 3,56 (1H, d, J=8,6 Hz) 76,9 4,51 70,2; 78,3 18.,8; 26,8
4 4,51 (1H, d, J=8,6 Hz) 70,2 3,56 76,9; 1239 111,8; 146,4
5 6,96 (1H, d, J/=2,7 Hz) 111,8 123,9; 153,9 70,2; 116,2; 146,4
6 153,9
7 6,76 (1H, dd, J=2,7 e 8,8 Hz) 116,2 6,70 153,9 111,8; 146,4
8 6,70 (1H, d, J=8,8 Hz) 117,9 6,76 146,4 123,9; 153,9
9 146.4
10 123,9
CH; 1,17 (3H, s) 18,8 78,2 26,8; 76,9
CH; 1,43 (3H, s) 26,8 78,2 18,8; 76,9
OCHj3 3,73 (3H, s) 56,0 153,9

22
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Figura 65: Espectro de massa de LS5 (IE, 70 eV)



Resultados e Discussdo | 91

V N

OH

3,73

Hyco. 8% 451 _oH
3,56
6,70 O

1,43

Figura 67: Expansdo do espectro de RMN 'H de LS5 (CDCls;, 500 MHz)



Resultados e Discussdo | 92

Figura 69: Expansdo do espectro de RMN "*C —BB de LS5 (CDCls, 125 MHz)
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Figura 71: Espectro bidimensional COSY '"H-'H de LS5 (CDCl;, 500 MHz)
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Figura 72: Espectro bidimensional HSQC de LS5 (CDCl;, 500 MHz/125 MHz)

Figura 73: Espectro bidimensional HMBC de LS5 (CDCl;, 500 MHz/125 MHz)
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Figura 74: Expansio do espectro bidimensional HMBC de LS5 (CDCl;, 500 MHz/125 MHz)

Figura 75: Expansao do espectro bidimensional HMBC de LS5 (CDCl;, 500 MHz/125 MHz)
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4.2.6 Isolamento e Identificagdo de LS6

Fracionamentos cromatograficos sucessivos do extrato acetato de etila, obtido da
parti¢do liquido-liquido do meio de cultura peptona, preparado com caldo de batata, do
cultivo de L. strigellus sob agitacio (Item 5.7.2, p. 189), permitiram o isolamento de um

liquido viscoso marron denominado L.S6 (Item 5.8.12, p. 197).

O espectro de RMN 'H (Fig. 78, p. 98) de LS6 mostrou-se muito semelhante ao
de LSS5, identificado como (3R,4S5)-3,4-dihidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicroman-4-ona
(Ttem 4.2.5, p. 87). Foram observados dois simpletos em 1,27 e 1,48 & para trés
hidrogénios cada, atribuidos a duas metilas; simpleto em 3,78 & (3H, s), caracteristico
de grupamento metoxila; sinais em 3,69 (1H, d, J = 4,3 Hz) e 4,77 8 (1H, d, J = 4,3 Hz),
que pelo valores de deslocamento quimico e acoplamento, foram associados a dois
hidrogénios vicinais com configuragdo cis, ambos ligados a carbonos oxigenados.
Foram ainda observados sinais referentes a hidrogénios de anel aromdtico em 7,08 &
(1H, d, J=2,8 Hz), 6,78 6 (1H, dd, J=89¢e 2,8 Hz) e 6,51 6 (1H, t, / = 8,9 Hz), indicando

um padrio de acoplamento meta entre os dois primeiros.

Da mesma forma, o espectro de RMN BC-BB (Fig. 80, p. 99) de LS6 mostrou
grandes similaridades ao de LSS5 (Item 4.2.5, p. 86). Doze sinais foram observados,
estando seis em regido de carbono sp2 (112,8-154,6 J), dois em regidao de carbono
oxigenados; trés (77,7, 71,9 e 65,8 8) em regido de carbono sp3 oxigenados; um sinal
caracteristico de grupo metoxila (56,0 d), e dois sinais (25,1 e 23,3 9) atribuidos a duas

metilas.

Comparagdo entre o espectro de RMN *C-DEPT 135" (Fig. 81, p. 100) ¢ o
espectro de RMN "°C-BB revelou a presenca de quatro carbonos ndo hidrogenados (C),
cinco carbonos metinicos (CH), dois deles (71,9 e 65,8 8) em regido de carbono sp3 ,
além de trés sinais para carbonos metilicos (CH3), um deles (56,0 d) referente ao grupo

metoxila.

O espectro de massa (Fig. 77, p. 98) de LS6, apresentou o pico fon molecular

com razdo massa/carga de 224 daltons, sugerindo a férmular C;,H ;603

Os dados discutidos, juntamente com a comparagdo dos dados obtidos para LS5

(Tab. 16, p. 97), indicam que LS6 se tratava de um diasteroisomero de LS5, com
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configuracdo cis para as duas hidroxilas (Fig. 76). Este produto natural foi
anteriormente isolado do basidiomiceto Panus rudes (L. strigosus) (KIS et al., 1970) e a
configuragdo absoluta 35,45 foi estabelecida apds compara¢do da rotagdo especifica
([a]D® = -5,0 (c 0,1, CHCl3)) de LS6 com dados da literatura para a mesma molécula
([a]D* = -8,4 (c 3,14, CHCly)), sintetizada assimetricamente (WANG et al., 2004).

SimmnQ
T

CH;0 2

Figura 76: Estrutura da (35,4S)-3,4-dihidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicromano

Tabela 17: Comparagio dos dados de RMN 'H (500 MHz) e "*C (125 MHz) das substancias LS6 e LS5,
ambas em CDCl;

RMN 'H RMN “C
C LS6 LS5 LS6 LS5
2 77,7 78,3
3 3,69 (1H, d, J=4,2 Hz) 3,56 (1H,d, J=8,6 Hz) 71,9 76,9
4 4,77 (1H, d, J=4,2 Hz) 4,51 (1H,d,J=8,6 Hz) 65,8 70,2
5 7,08 (1H, d, J=2,8 Hz) 6,96 (1H,d, J=2,7Hz)  112,8 111,88
6 154,6 153,9
7 6,78 (1H,dd,J=2,8¢9,0Hz) 6,76 (1H, dd, J=2,7¢8,8 116,6 116,2
Hz)
8 6,75 (1H, t, J=9,0 Hz) 6,70 (1H, d, J=8,8 Hz)  118,1 117,9
9 146,0 1464
10 123,1 1239
CH; 1,27 (3H, s) 1,17 (3H, s) 233 18,8
CH; 1,48 (3H, s) 1,43 (3H, s) 251 26,8

OCH3 3,78 3H, s) 3,73 (3H, s) 56,0 56,0
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Figura 78: Espectro de RMN 'H de LS6 (CDCl;, 500 MHz)
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Figura 80: Espectro de RMN *C —BB de LS6 (CDCls, 125 MHz)
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Figura 81: Espectro de RMN "°C —DEPT 135° de LS6 (CDCl;, 125 MHz)
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4.2.7 Isolamento e Identificacdo de LS7

Apbs sucessivos fracionamentos cromatograficos do extrato acetato de etila,
obtido da particdo liquido-liquido do meio Czapek proveniente do crescimento de L.
strigellus sob agitacdo (Item 5.7.2, p. 189), permitiram o isolamento de um liquido

viscoso marron, denominado L.S7 (Item 5.8.17, p. 200).

O espectro de RMN 'H (Fig. 86, p. 105) de LS7 mostrou a um sinal centrado em
6,63 & (1H, m), atribuido a um hidrogénio de olefina conjugada; sinais em 5,27 (1H, d,
J=10,0 Hz) e 4,95 6 (1H, d, J=10,0 Hz), 4,62 (1H, d, J=5,0 Hz), 3,73 (1H, tl, J=3,0 Hz)
e 3,42 6 (1H, d, J=3,0 Hz). Foi possivel observar ainda dois sinais em 1,68 (3H, d, J=1,0
Hz), e 1,67 6 (3H, s), atribuidos a duas metilas.

O espectro de RMN C-BB (Fig. 88, p. 106) apresentou onze linhas espectrais,
sendo uma delas (194,5 §) caracteristica de cetona conjugada; quatro sinais em 139,2,
138,1, 138,0 e 123,8 9, caracteristicos de carbono spz. Como nido foram observados
hidrogénios de anel aromdtico no espectro de RMN 'H, estes sinais foram associados a
duas ligagdes duplas na molécula. O espectro também apresentou quatro sinais
referentes a carbonos sp3 oxigenados (64,9, 62,9, 57,8 € 53,9 d) e sinais em 25,9 ¢ 18,4

0, referentes as duas metilas presentes na molécula.

Através da comparagdo entre os espectros de RMN BC-DEPT 135 (Fig. 90, p.
107) e *C-BB foi possivel deduzir a presenca de trés carbonos ndo hidrogenados (C),
seis carbonos metinicos (CH) e dois sinais de carbonos metilicos, anteriormente

atribuidos a dois grupos metilas na molécula.

O espectro de RMN bidimensional HSQC (Fig. 92, p. 108) de LS7 apresentou as
correlacdes dos hidrogénios ligados a carbonos sp3 oxigenado em 5,27, 4,62, 3,73 e 3,42
d com os carbonos 64,9, 62,9, 57,8 e 53,9 9§, respectivamente; dos hidrogénios de
olefinas em 6,63e 4,95 3 com os seus respectivos carbonos em 138,0 e 123,8 §; dos
hidrogénios em 1,68 6 com o carbono em 18,4 §; além dos hidrogénios em 1,67 & com o

carbono 25,9 6.

Os dados discutidos, principalmente o padrao de acoplamento obtido no espectro
de RMN 'H, permitiram sugerir para LS7 a estrutura da panepoxidona, cuja

configuragdo relativa encontra-se apresentada na Fig. 82 (p. 102). A Tabela 18 (p. 104)
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apresenta a comparacio dos dados de RMN 'H e C de LS7 com os descritos na

literatura (COTA et al., 2008) para este produto natural.

Figura 82: Estrutura da panepoxidona

A estrutura proposta foi também confirmada através da anélise dos espectros de

RMN bidimensional COSY 'H-"H (Fig. 91, p. 107) e HMBC (Fig. 93, p. 108) de LS7.

O espectro de COSY 'H-'H (Fig. 91, p. 107) possibilitou correlacionar, de forma
inequivoca, a relagdo vicinal entre o hidrogénio em 3,73 8 ¢ os hidrogénios em 4,62 e
3,42 §; a correlag@o entre os hidrogénios 6,63 e 4,62 9, além dos hidrogénios em 5,27 e

4,95 § (Fig. 83) (Tab. 17, p. 103).

Figura 83: Acoplamentos dos hidrogénios vicinais de LS7

Através do espectro de HMBC (Fig. 93, p. 108) de LS7 foi possivel
correlacionar o hidrogénio em 6,63 & com os carbonos, 139,2 (ZJ), 57,8 (3J), 64,9 (3D e
194,5 & (*J); em 5,27 & com os carbonos 138,1 CJ) e 194,5 & (*J); em 4,62 & com os
carbonos em 57,8 (%), 138,0 (3)) € 53,9 8 CJ); em 3,73 & com os carbonos 53,9 (*J),
62,9 (A1) e 138,0 & (*J); em 3,42 & com os carbonos 57,8 (*J), 194,5 (*J) e 139,2 & CJ).
Foi ainda observada a correlagdo a longa distincia da metila em 1,68 & com os carbonos

138,1 (*J), 25,9 (J) 123,8 & (°J) e da metila em 1,67 & com os carbonos 138,1 (%)), 18,4
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(SJ) 123,8 & (3J), confirmando a localizagdo das metilas no sistema isoprenilico (Fig.

84).

Figura 84: Principais acoplamentos a longa distancia de LS7

A panepoxidona isolada de L. strigellus apresentou a rotacio especifica [a]p> =

- 59 (c 0,4, CH,Cl,), o que esta de acordo com o valor de [()L]D25 =-61 (c 0,4, CH,Cl,)

descrito na literatura para este composto (COTA et al., 2008). Este produto natural foi
anteriormente isolado de L. connatus (RUKACHAISIRIKUL et al., 2005), L. strigosos
(COTA et al., 2008) e L. crinitus (ERKEL; ANKE; STERNER, 1996; ABRAHAM;

ABATE, 1995), sendo inédito para L. strigellus. E conhecido pela sua potente atividade
inibitéria de NF-kB (SHOTWELL et al., 2002; ERKEL; ANKE; STERNER, 1996),
tendo sua sintese total descrita na literatura (SHOTWELL et al., 2000).

Tabela 18: Dados de RMN 'H (500 MHz) e '*C (125 MHz) de LS7 em CDCl,

HSQC COSY HMBC

C 2 3

Ou 8¢ J J
1 194,5
2 3,42 (1H, d, J=3,0 Hz) 53,9 3,73 57,8;194,5 139,2
3 3,73 (1H, tl, J=3,0 Hz) 57,8 4,61; 6,62 53,9; 62,9 138.0
4 4,62 (1H, d, J/=5,0 Hz) 62,9 3,73; 6,62  57,8;138,0 53,9
5 6,63 (1H, m) 138,0  3,73; 4,61 139,2 57,8; 64,9; 194,5
6 139,2
7 5,27 (1H, d, J=9,5 Hz) 64,9 4,95 123,8 138,1; 194,5
8 4,95 (1H, dl, J=9,5 Hz) 123,8  1,68; 5,27 18,4; 25,9
9 138,1
10 1,68(3H, d, J=1,0 Hz) 18,4 4,95 138,1 25,9; 123,8
11 1,67 (3H,s) 25,9 138,1 18,4;123,8
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Tabela 19: Comparacio entre os dados de RMN 'H e "*C (CDCl;) da panepoxidona (COTA et al., 2008) e

LS7
RMN 'H RMN “C
¢ panepoxidona® LS7® panepoxidona® LS7?
1 194,5 194,5
2 3,46 (1H, dd, J=1,0 ¢ 3,6 Hz) 3,42 (1H, d, J=3,0 Hz) 53,9 53,9
3 3,80 (1H, dq, J=1,3,2,5¢e 3,6 Hz) 3,73 (1H, tl, J=3,0 Hz) 57,7 57,8
4 4,68 (1H, sl) 4,62 (1H, d, J=5,0 Hz) 63,2 62,9
5 6,70 (1H, ddd, J=1,3,2,5¢ 3,6 Hz) 6,63 (1H, m) 137,8 138,0
6 139,0 139,2
7 5,29 (1H, qd, J=1,3 ¢ 8,8 Hz) 5,27 (1H, d, J=9,5 Hz) 65,4 64,9
8 5,02 (1H, d, J=8,8 Hz) 4,95 (1H, dl, J=9,5 Hz) 123,7 123,8
9 138,3 138,1
10 1,72(6H, s) 1,68(3H, d, J=1,0 Hz) 18,4 18,4
11 1,67 (3H,s) 25,9 25,9

(a) 400 MHz; (b) 500 MHz; (c) 100 MHz; (d) 125 MHz
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Figura 85: Espectro de massa de LS7 (IE, 70 eV)
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Figura 87: Expansdo do espectro de RMN 'H de LS7 (CDCl;, 500 MHz)




Resultados e Discussdo | 106

77.477
77.222
76.968

/
.

T
100

T T T T T T
170 160 150 140 130 110

T T T
200 190 180

T T T T T T T T T T T
141 140 135 134 133 32 131 130 129 124 123

Figura 89: Expansdo do espectro de RMN *C —BB de LS7 (CDCl, 125 MHz)
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Figura 90: Espectro de RMN "*C —DEPT 135° de LS7 (CDCl;, 125 MHz)

Figura 91: Espectro bidimensional COSY 'H-'H de LS7 (CDCls;, 500 MHz)
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Figura 92: Espectro de HSQC de LS7 (CDCl;, 125 MHz)

Figura 93: Espectro de HMBC de LS7 (CDCl;, 125 MHz)
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Figura 94: Expansao do espectro de HMBC de LS7 (CDCl;, 125 MHz)

Figura 95: Expansao do espectro de HMBC de LS7 (CDCl;, 125 MHz)
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4.2.8 Isolamento e Identificacdo de LS8

Apds sucessivos fracionamentos cromatogrificos do extrato acetato de etila,
obtido da particdo liquido-liquido do meio Czapek proveniente do crescimento de L.
strigellus sob agitacdo (Item 5.7.2, p. 189), permitiram o isolamento de um liquido

viscoso marron, denominado LS8 (Item 5.8.18, p. 201).

O espectro de RMN 'H (Fig. 100, p. 113) de LS8 mostrou dois sinais centrados
em 6,67 & (1H, d, J=16 Hz) e 6,35 & (1H, d, J=16 Hz), atribuidos a hidrogénios de
olefina conjugada com relacdo trans; sinal em 5,95 (1H, sl) atribuido um hidrogénio de
uma olefina trissubstituida; sinais em 4,76 (1H, d, J/=2,0 Hz), 3,89 ¢ (1H, dd, J/=3,3 e 4,0
Hz) e 3,41 o (1H, dd, J=2,0 e 4,0 Hz), associados a trés hidrogénios ligados a carbono
sp3 oxigenado. Foi possivel observar ainda dois sinais em 1,33 (3H, s), e 1,32 6 (3H, s),

atribuidos a duas metilas.

O espectro de RMN *C-BB (Fig. 102, p. 114) apresentou dez linhas espectrais,
sendo uma delas (195,7 §) caracteristica de cetona conjugada; quatro sinais em 156,4,
148,6, 125,0 e 122,1 §, atribuidos a carbonos spz, das duas olefinas sugeridas no
espectro de RMN 'H e pelos deslocamentos nos permitem sugerir também que ambas
encontram-se conjugadas com a carbonila. O espectro também apresentou quatro sinais
referentes a carbonos sp3 oxigenados (71,7, 66,3, 57,6 e 55,1 §) e sinal em 29,4 3, que
foram atribuidos as duas metilas identificadas pelo espectro de RMN 'H. Assim a

molécula deve possuir dtomos de carbono ao invés de dez.

Através da comparagdo entre os espectros de RMN BC-DEPT 135 (Fig. 103, p.
115) e *C-BB foi possivel deduzir a presenca de trés carbonos ndo hidrogenados (C),
seis carbonos metinicos (CH) e dois sinais de carbonos metilicos, atribuidos a dois

grupos metilas.

O espectro de RMN bidimensional HSQC (Fig. 105, p. 116) de LS8 apresentou
as correlagdes dos hidrogénios de olefinas em 6,67, 6,35 e 5,90 & com os seus
respectivos carbonos em 148,6, 125,0 e 122,1 J; dos hidrogénios ligados a carbonos sp3
oxigenado em 4,76, 3,85 e 3,41 & com os carbonos 66,3, 57,6 e 55,1 9, respectivamente;
dos hidrogénios em 1,33 e 1,32 3 com o carbono em 29,8 3, confirmando que este sinal

no espectro de RMN 3C-BB ¢ referente as duas metilas (Tab. 19, p. 112).
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Os dados discutidos, principalmente o padrdao de acoplamento obtido no espectro
de RMN 'H, permitiram sugerir para LS8 a estrutura da isopanepoxidona, cuja

configuragdo relativa estd apresentada na Fig. 96.

\)
o))
)

Figura 96: Estrutura da isopanepoxidona

A estrutura proposta foi também confirmada através da anélise dos espectros de
RMN bidimensional COSY 'H-'H (Fig. 104, p. 115) e HMBC (Fig. 107, p. 117) de
LS8.

O espectro de RMN bidimensional COSY 'H-'H (Fig. 104, p. 115) possibilitou
correlacionar o hidrogénios de olefina em 6,67 ¢ 6,35 3, do hidrogénio em 5,90 com o
hidrogénio em 4,76 3; em 3,41 com os hidrogénios em 5,90 e 3,85 §; em 4,76 com o0s

hidrogénios em 5,90 e 3,85 9.

6,35
ﬁ% q
ss 0 OH

Figura 97: Acoplamentos dos hidrogénios vicinais de LS8

Através do espectro de HMBC (Fig. 107, p. 117) de LS8 foi possivel
correlacionar entre outros o hidrogénio em 6,67 & com os carbonos, 125,0 (ZJ), 71,7 (ZJ),
156,4 CJ) e 29,8 8 (*J); em 6,35 & com os carbonos 156,4 (AJ), 148,6 (*)), 122,1 CJ),
71,7 CJ) e 66,3 & (*J); em 5,90 & com os carbonos em 156,4 (*J), 125,0 (J), 66,3 CJ) e
55,1 8 (\J); em 4,76 § com os carbonos 156,4 (), 57,6 (), 125,0 () e 122,1 8 CJ);
em 3,85 & com os carbonos 66,3 (ZJ), 55,1 ) e 156,4 & CJ); em 3,41 & com os
carbonos em 57,6 (ZJ) e 122,19 (3J). Foi ainda observada a correlagdo a longa distincia

das metilas em 1,33 ¢ 1,32 & com os carbonos 71,7 (3J) e 148,6 & (*J) (Fig. 98, p. 112).
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Figura 98: Principais acoplamentos a longa distancia de LS8

A molécula isolada de L. strigellus apresentou rotacdo especifica [alp® = + 145

(c 0,25, MeOH) e foi anteriormente obtida de Panus conchatus (L. strigosus) (KIS et

al., 1970). Assim como a panepoxidona, este produto natural é conhecido pela sua

potente atividade inibitéria de NF-kB (SHOTWELL et al., 2000; ERKEL; ANKE;

STERNER, 1996) e tem sua sintese total descrita na literatura (SHOTWELL et al.,

2000, 2002).

Tabela 20: Dados de RMN 'H (500 MHz) e "*C (125 MHz) de LS8 em CD;0D

HSQC COSY HMBC
C 2 3
On oc J J

1 4,76 (1H, d, J=2,0 Hz) 66,3 3,85;590 57,6;156,4 122.1; 125,0
2 3,85 (1H, t, J/=3,8 Hz) 57,6  3,41;4,76;

55,1; 66,3 156,4

5,90

3 3,41(1H,dd,J=3,8¢2,0Hz) 55,1 3,85;5,90 57,6 122,1
4 195,7
5 5,90 (1H, sl) 122,1 3,41;4,76 156,4 55,1; 66,3; 124,9
6 156,4
7 6,35 (1H, d, J=16,0 Hz) 125,0 6,67 148,6; 156,4 66,3;71,7; 122,1
8 6,67 (1H, d, J/=16,0 Hz) 148.6 6,35 71,7; 124,9 29.8; 156,4
9 71,7
10 1,32 (3H, s) 29.8 71,7 148.6
11 1,33 (3H,s) 29,8 71,7 148.6
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Figura 99: Espectro de massa de LS8 (IE, 70 eV)

Figura 100: Espectro de RMN 'H de LS8 (CD;0D, 500 MHz)
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Figura 102: Espectro de RMN 3C -BB de LS8 (CD,0D, 125 MHz)
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Figura 103: Espectro de RMN C-DEPT 135° de LS8 (CD;0D, 125 MHz)

Figura 104: Espectro bidimensional COSY 'H-'H de LS8 (CD;0D, 500 MHz)
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Figura 105: Espectro bidimensional HSQC de LS8 (CD;0D, 500 MHz/125 MHz)

Figura 106: Expansdo do espectro bidimensional HSQC de LS8 (CD;0D, 500 MHz/125 MHz)
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Figura 107: Espectro bidimensional HMBC de LS8 (CD;0D, 500 MHz/125 MHz)

Figura 108: Expansdo do espectro bidimensional HMBC de LS8 (CD;0D, 500 MHz/125 MHz)
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Figura 109: Expansdo do espectro bidimensional HMBC de LS8 (CD;0D, 500 MHz/125 MHz)
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4.3 Biocatalise

O emprego de fontes naturais (células inteiras ou enzimas isoladas) como
catalisadores na transformacdo de moléculas organicas sintéticas € uma prética
empregada hd centenas de anos. Entretanto, foi somente na década de 80 que se
reconheceu o grande potencial dos sistemas vivos como catalisadores naturais de

transformacdes organicas (TORSELL, 1997; BOMMARIUS, 2004).

O termo biocatdlise ou biotransformacdo refere-se aos processos em que um
catalisador bioldgico € utilizado na conversdo de um substrato organico, em um numero
limitado de etapas, sendo a enzima o biocatalisador (DERMIJIAN et al, 1999;
BOMMARIUS, 2004).

Os estudos cientificos acerca da biocatélise estdo sendo impulsionados como um
suporte para sinteses quimicas, ou seja, para ampliacdes, degradacdes ou resolugdes
racémicas de compostos naturais ou sintéticos (MATSUDA; YAMANAKA;
NAKAMURA, 2009). Atualmente, o emprego de biotransformacdes de moléculas
organicas ocupa um lugar de destaque na quimica orginica sintética contemporanea
(FABER, 2000). Vdrias revisdes sobre o assunto podem ser encontradas na literatura

(ABRAHAM; SPASSOV, 2002).

4.3.1 As Enzimas e a Biotransformacéo

A aplicag¢do de enzimas em sintese representa uma alternativa vidvel, chamada
“quimica ecologicamente correta”, principalmente pelo controle ambiental. A
versatilidade de reacdes catalisadas por enzimas e microrganismos é de particular
interesse devido as vdrias vantagens apresentadas a biocatdlise. A grande diversidade de
processos metabodlitos, condi¢cdes brandas de reacdes, e enorme variedade de

microrganismos na natureza sao alguns privilégios evidentes em sinteses organicas.

Enzimas sdo proteinas que catalisam com grande eficiéncia as reacdes
biolégicas. Sdo formadas por longas cadeias de aminoacidos unidas por ligacdes
peptidicas e articuladas em estruturas tridimensionais. Possuem em suas estruturas
grupos polares tais como -COOH, -OH, -NH,, -SH e -CONH,, que auxiliam na catilise

enzimdtica. Sua eficiéncia catalitica e estrutura sdo mais estiveis em meio aquoso, no
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entanto, muitas enzimas tém sido usadas como catalisador em varios solventes
organicos. Enzimas sdo empregadas, por exemplo, em processos industriais,
procedimentos analiticos, na medicina, tecnologia de alimentos e biorremediagao,

devido a sua alta seletividade (SILVERMAN, 2002).

As enzimas podem utilizar uma enorme variedade de compostos organicos como
substrato nas reagOes enzimdticas, dentre os quais podemos citar: compostos
aromdticos, esterdides, alcaldides, cumarinas, terpendides e lignanas. Outra vantagem
na utilizagdo das enzimas € a grande variedade de reagdes catalisadas que sdo
encontradas na literatura, podendo destacar-se as rea¢Oes de hidrdlise, acetilacdo,
oxidacdo, redugdo, metilacdo, isomerizacdo, glicosilagdo, dentre outras (BOMMARIUS,

2004).

A grande vantagem das enzimas € a alta seletividade de suas reacdes mostrando
uma grande diferenciagcdo enantiomérica entre seus substratos, esta seletividade pode ser
de trés tipos: quimiosseletividade - atuam num dnico tipo de grupo funcional,
preservando assim outras funcdes existentes na molécula; regiosseletividade - podem
distinguir grupos funcionais que estdo quimicamente situados em diferentes regides no
mesmo substrato; enantiosseletividade - a grande maioria das enzimas sdo formadas a
partir de L-aminoécidos e dessa forma atuam como catalisadores quirais. Isto significa
que, alguma forma quiral e proquiral no substrato tem que ser reconhecida pela enzima

para a formagéo do complexo enzima-substrato (BOMMARIUS, 2004).

Uma outra vantagem das enzimas é sua elevada efici€éncia como catalisador, pois
sdo capazes de acelerar as reagcdes de 10 a 10" vezes em média, comparadas com as
reacOes ndo enzimaticas correspondentes. Como conseqiiéncia, a concentragdo molar do
catalisador biolégico (enzima) é da ordem de 10° a 10 %, bem menor que a de

catalisadores quimicos que sdo cerca de 0,1 a 1% bem mais elevado.

A utiliza¢do de biocatalisadores também apresenta algumas desvantagens que
devem ser consideradas: as enzimas estdo presentes na natureza em uma Unica forma
enantiomérica, tornando impossivel inverter a indu¢do quiral de uma determinada
reacdo enzimdtica. Trabalhar sob condi¢des brandas pode, as vezes, se transformar em
desvantagem uma vez que, um aumento de pH e temperatura, bem como elevadas

concentragdes de sal podem causar a desativacio da proteina.
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O principio de um catalisador € diminuir a energia de ativacdo. Assim a enzima
se liga a uma molécula de substrato em uma regido especifica, denominada sitio de
ligacdo. Esta regido é um encaixe que apresenta um lado envolvido por cadeias de

aminodcidos que ajudam a ligar o substrato, e o outro lado desta cadeia age na catdlise.

Virias teorias vém sendo desenvolvidas no intuito de melhor entender a catalise
enzimdtica. Porém, dentre as propostas apresentadas até hoje, as mais conhecidas serdo

resumidas a seguir.

4.3.2 Modelos Enzimaticos

A nocdo de que as interacdes entre uma enzima e seu substrato seriam
complementares foi introduzida, inicialmente, pelo famoso modelo “chave-fechadura”,
proposto por Emil Fischer, em 1894. Neste tipo de modelo o substrato se ajusta a
enzima como uma chave se ajusta a fechadura (Figura: 110). O substrato aloja-se na
por¢do enzimdtica que apresenta uma configuracdo complementar a sua, enquanto os
grupos quimicos estabelecem as ligacdes com o sitio ativo. Esse mecanismo, que admite
uma estrutura rigida para a enzima, embora aceito por um bom periodo, mostrou-se
incapaz de explicar o fato de muitas enzimas, como as lipases, converterem ndo apenas
0s seus substratos naturais, mas também muitos substratos ndo naturais de

caracteristicas estruturais diferentes (FABER, 2000).

enzima ‘

Figura 110: Mecanismo de acdo enzimdtica chave-fechadura.
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A teoria do encaixe induzido foi desenvolvida inicialmente por Koshland e
colaboradores em 1958, baseada em sistemas enzimadticos. Esta teoria sugere que,
através da complexacdo, o substrato induz uma mudanca conformacional na subunidade
da enzima com a qual interage. Esta mudanca pode ser transmitida as subunidades
vizinhas, induzindo na enzima a conformacdo responsdvel pelo processo catalitico
promovendo assim um encaixe perfeito entre seu sitio ativo e o substrato envolvido

(FABER, 2000).

Em outras palavras, a teoria do encaixe induzido considera a capacidade do
ligante de selecionar ou induzir a modificagdo da estrutura tridimensional de seu
receptor bioldgico, ao mesmo tempo em que este receptor tem a propriedade de
reconhecer uma ou um conjunto de conformacdes do(s) ligante(s). Este, ao acarretar
uma mudanga conformacional de seu receptor, pode estar induzindo-o a adotar a

conformacdo responsavel por seu reconhecimento (Figura 111).

O mecanismo pode ser comparado a interacdo da mao com a luva, onde a miao
representa o substrato e a luva a enzima. Essa proposta mostrou-se capaz de explicar
porque em muitos casos sd0 necessarios apenas alguns requisitos estruturais para que

certos substratos sejam transformados por uma determinada enzima.

= +

enzima

enzima + e

Figura 111: Mecanismo de a¢@o enzimadtica encaixe induzido.

Através desse mecanismo de acdo pode-se entender porque muitas enzimas sao
ativas frente a substratos ndo naturais que possuem caracteristicas estruturais diferentes

dos seus substratos naturais.
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A regra dos trés pontos foi sugerida por A. G. Ogston (1940) e é amplamente
utilizada para explicar a enantiosseletividade das enzimas. Segundo essa teoria, para se
obter um alto grau de enantiosseletividade em uma conversdo enzimética, o substrato
deve estar aprisionado firmemente em um espago tridimensional. Como conseqiiéncia,
torna-se necessdria a existéncia de pelo menos trés diferentes pontos de ligagcdo entre o
substrato e o sitio ativo da enzima. De acordo com essa teoria, a estereoespecifidade das
enzimas € explicada pela existéncia de trés pontos ou sitios diferentes de interacdo, entre
a enzima e o substrato. Os pontos de ligacdo se unem a grupos especificos no substrato,
levando a enzima e o substrato a se posicionarem em uma orientagdo fixa, um em
relacdo ao outro, colocando o grupo do substrato a ser transformado sob o sitio de

catdlise da enzima (Figura 112) (FABER, 2000).

T  SUBSTRATO
F
- /c —
_R" ' _
SITIO ATIVO
A i TR, - |
AT = ' ./J
_ %
ENZIMA

Figura 112: Representagdo da estereosseletividade pela regra dos trés pontos.

A regido onde os sitios ligantes e cataliticos estdo situados é denominada de sitio
ativo da enzima. Esta regidio compreende uma pequena porcdo do volume total da
enzima e normalmente encontra-se na superficie ou préxima a esta, de modo a ser

acessivel ao substrato.

A alta especificidade da acdo enzimadtica é, portanto, governada pela habilidade
da enzima de se ligar ao substrato, sob a forma de um estado de transi¢do, durante a

7z

conversdo do substrato em produto. Uma substincia é assim considerada um bom
substrato quando € capaz de formar um estado de transi¢do estdvel, que assegure a
formacdo do produto em uma velocidade relativamente alta. A especificidade
enzimdtica pode ser exemplificada pela discriminagdo entre enantidmeros de um

substrato racémico R e S, no qual a quiralidade estd localizada em um 4tomo de carbono
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sp>. A Figura 113, mostra como um sitio ativo da enzima é capaz de diferenciar entre o
par de enantidmeros (R ou §). No caso 1, ocorre um acoplamento perfeito entre o
enantiomero R e o sitio ativo da enzima, permitindo dessa forma uma conversao sobre o
grupo D do substrato. No caso 2, o enantidmero S ndo consegue "encaixar" de forma

adequada para que ocorra a conversao.

Somente o enantidmero R, do par racémico ird sofrer a conversdo enzimaética,

explicando dessa forma o motivo da alta seletividade das reagdes enzimaticas.

PAR ENANTIOMERICO

o 5 D
i ! |
x_ ] X
a ; T o L .
" 5
A B> 0

GRUPD REATIVD

A .

f o | { D
- S K
= - .
Al Sl
| _ ,f
B sime atvo ™
Cago 1 Caso 2

Figura 113: Exemplo esquemadtico da seletividade enzimatica.

4.3.3 Utilizag@o de Microrganismos em Reagdes de Biotransformagao

Os microrganismos sdo de interesse particular como biocatalisadores uma vez
que, dentre outras vantagens, apresentam um crescimento rapido, fornecendo elevadas
quantidades de enzimas, além de produzirem todas as enzimas necessdrias para catalisar
os mais diversos tipos de reacdes quimicas (DEMIRIJIAN et al., 1999).

Fungos filamentosos e leveduriformes (leveduras) sdo empregados como
biocatalisadores na transformagdo de moléculas orgénicas, gerando produtos com alta
quimio-, regio- e estereosseletividade (KIM et al., 2007). Varios microrganismos estao
sendo investigados na sintese assimétrica de moléculas biologicamente ativas e de
interesse comercial (POLLARD; WOODLEY, 2006). Merece destaque a producdo de
dlcoois quirais através do emprego de enzimas dlcool-desidrogenases (ADHs) de origem

fingica (MOORE et al., 2007; PIOVAN et al., 2008).
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As reacgdes catalisadas por microrganismos podem ser realizadas utilizando duas

metodologias:

1- Células em crescimento: Os substratos e a inoculacdo sdo adicionados
simultaneamente ao meio de cultura ou os substratos sdo adicionados durante a fase de
crescimento do microrganismo. Durante a fase de crescimento do microrganismo ocorre
a formacdo do seu complexo enzimdtico capaz de metabolizar os nutrientes. Se o
composto de partida for adicionado nessa fase ele pode induzir a formagdo de enzimas
normalmente ndo produzidas pelo microorganismo, aumentando assim os resultados

positivos na biocatélise.

2- Células em repouso: O microrganismo ¢ inicialmente cultivado sob condi¢des
Otimas até seu crescimento e posteriormente a biomassa é separada por filtracdo ou
centrifugacdo. Em seguida as células sdo transferidas para um outro meio de cultura
como, dgua e glicose e o substrato é entdo adicionado. A composi¢do do meio de cultura
facilita o isolamento do produto, porém a transformacdo depende de enzimas ja

formadas.

4.3.4 Utilizacdo de ADHs em biocatilise

A enzima dlcool desidrogenase, pertencente a sub-classe das oxidorredutases
(SILVERMEN, 2002), € uma enzima intracelular envolvida no catabolismo da glicose
de microrganismos (PRESECKI; VASIC-RACKI, 2005), que catalisa a oxidacdo
reversivel de dlcoois aos correspondentes compostos carbonilados (SILVERMEN,
2002) (aldeidos e cetonas), bastante empregada na sintese orgénica devido ao seu
grande potencial de resolucdo de centros quirais (MATSUDA; YAMANAKA;
NAKAMURA, 2009).

A reducdo assimétrica de cetonas e aldeidos pré-quirais pode ser feita usando
desidrogenases isoladas ou células microbianas integras, fornecendo os respectivos
dlcoois secunddrios ou primdrios. No caso de cetonas pro-quirais, a estereoquimica do
dlcool formado na biorredugd@o pode ser prevista pela regra de Prelog, a qual postula o
ataque do hidreto pela pseudo face re da carbonila, formando o dlcool de configuracdo S
(Fig. 114, p. 126) (SALVI; CHATTOPADHYAY, 2001). A maioria das desidrogenases

favorece a formacdo de produtos com especificidade Prelog, enquanto que dlcoois anti-
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Prelog sdo mais dificeis de serem obtidos (FABER, 2000). Na Tabela 20 sdo mostradas

algumas enzimas dlcool desidrogenases descritas na literatura.

Figura 114: Modelo da especificidade de Prelog

Prelog
O
ADH
Anti-Prelog
0
face si °
G = grupo grande
P = grupo pequeno
face re ADH = 4lcool desidrogenase

AD = dinucleotiteo de nicotinamida-adenina

Tabela 21: Especificidade de enzimas na redugdo de cetonas.

Enzima Especificidade Cofator
Thermonaerobum brockii- ADH Prelog NADPH
Candida parapsilosis- ADH Prelog NADH
Lactobacillus kefir- ADH Anti-Prelog NADPH
Mucor javanicus- ADH Anti-Prelog NADPH

Na reducdo do 1-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]etanona, os dois isdmeros
configuracionais podem ser obtidos com elevado grau de pureza (99% ee) de acordo
com a enzima utilizada (Esquema 1, p. 127). Para a obtencdo do estereoisdbmero R a
enzima Lactobacillus kefe ADL € recomendada, enquanto que o estereoisomero de
configuracdo oposta é obtido quando se utiliza dlcool desidrogenase de figado de cavalo

(HLADH) (GELO-PUIIC, 2006).
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OH
CF;3

HLADH s
CF; (S)
CF3

CF;
' R
CF; L. kefir

1-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]etanona (R)

CF3

Esquema 1: Redugdo estereoespecifica de 1-[3,5-bis(trifluorometil)fenilJetanona.

Quando se utiliza o fungo Geotrichum candidum em conjunto com Amberlite
XAD-7 uma série de cetonas foram reduzidas aos seus alcoois secundarios com excesso

enantiomérico satisfatério (NAKAMURA, 2002) como mostrado no esquema 2.

G. candidum G. candidum
OH IFO 5767 @) IFO 5767 OH
)\ XAD-7 )K aerobica B
- —_— :
R 30°C.1d R 3°C,1d - RO\
(S)-a-f a-f (Rya-f
74 - 92% Rend. 56 - 99% Rend.
92 -99% ee 85-99% ee

R: a=Ph, b=p-Br-Ph, c=(CH,),Ph, d=CH,OPh, e=2-Py, f=3-Py

Esquema 2: Redugdo enantiosseletiva de cetonas por G. candidum.

Dependendo do meio utilizado, o fungo G. candidum pode gerar o alcool de
configuracdo R ou S. No primeiro caso, quando a reagcdo € conduzida sob condi¢des
aerdbias, este produto é preferencialmente obtido. A adicdo de Amberlite XAD-7 ao
meio promove a inversdo na enantiosseletividade do produto gerando assim o

estereoisOmero S.

Uma série de o-hidroxifeniletanonas o-, m- e p- substituidas foram reduzidas aos
correspondentes 1,2-didis usando células de Geotrichum sp. como catalisador (WEI,

2000) (Tabela 21, p. 128).
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Tabela 22: Redugdo de a-hidroxifeniletanonas por células de Geotrichum sp.

0] OH
OH Geotrichum sp. OH
R —————> R
30°C
a-h a-h
Substrato R t(h) Rend. ee(%) Configuracao
a H 16 62 91 S
b 0-Cl 15 77 60 R
C m-Cl 12 93 77 S
d p-Cl 12 91 96 S
e 0-NO, 15 37 47 R
f m-NO, 12 84 98,5 S
g p-NO, 10 95 99 S
h p-CH3SO,NH 48 67 99,5 S

Observa-se que a posicdo do substituinte tem efeito na enantioseletividade
mostrada por este microrganismo. Cetonas o-substituidas levam geralmente a 1,2-diois
de configuracdo R com moderado excesso enantiomérico. Enquanto ($)-1,2-diois sdo
obtidos na reducdo das cetonas m- e p- substituidas com excelente excesso

enantiomérico.

4.4 Bioprospeccao de Atividade Alcool Desidrogenases (ADHs) em L. strigellus

A atividade ADH de L. striguellus (Item 5.9, p. 201) foi investigada
empregando-se fucsina basica como corante do substrato enzimatico (DELAMATER,
1948; KLIGMAN; MESCON, 1950; PUCHTLER; MELOAN; BREWTON, 1975;
HILLOCKS, 1985; MADSEN et al., 1998). Nesse ensaio, o piruvato formado a partir
do metabolismo da glicose segue a rota da fermentacdo alcodlica (Figura 115, p. 129)
produzindo acetaldeido, que logo em seguida é reduzido a etanol pela acdo de ADHs
(ESPOSITO; AZEVEDO, 2004; NELSON; COX, 2006; PRESECKI; VASIC-RACKI,
2005). A fucsina bésica reage com o acetaldeido, mudando a coloragdo das colonias

para rosa (PUCHTLER; MELOAN; BREWTON, 1975).
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Extracelular Intracelular

Glicosefiﬁ»Glicose

Tnoszfosfato NAD*
¢<: NADH
Fosfoenolpiruvato

Piruvato Acetaldeido Etanol
\_.: ADH
Citoplasma CO;

Mitocéndria Piruvato Processo de trasporte

Figura 115: Metabolismo da glicose (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004)

A atividade ADH foi detectada pelo método de difusdo em gel, empregando-se
como meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) suplementado com 0,1% de fucsina
basica. O ensaio foi realizado em triplicata e o fungo Fusarium oxysporum foi

empregado como controle positivo (Fig. 116).

BDA BDA + fucsina basica

Figura 116: Colodnia de Fusarium oxysporum (controle positivo), crescidas em BDA e BDA + fucsina

Ap6s sete dias de crescimento, foi observado o desenvolvimento da coloracio
rosa na cultura fingica suplementada com fuccina basica (Fig. 117, p. 130), indicando
atividade ADH positiva. Embora o experimento empregado seja apenas qualitativo, a
intensidade da coloragdo rosa observada nas colonias de L. strigellus sugeriu que a

atividade ADH desse basidiomiceto € elevada.
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BDA BDA + fucsina basica

Figura 117: Colonias de L. strigelllus, crescidas em BDA e BDA + fucsina

A atividade ADH positiva de L. strigellus motivou o emprego desse
microrganismo como biocatalisador na reducio de compostos carbonilicos pro-quirais,

visando a obtencdo de alcodis opticamente ativos (Item 5.10, p. 201).

4.5 Biorreducao de Cetonas Pro-Quirais por Células em Crescimento de L.

strigellus

O estudo da biorreducdo de cetonas aromdticas pré-quirais para obtencdo de
alcodis opticamente ativos foi realizado empregando-se células em crescimento do
microrganismo L. strigellus. Inicialmente, a acetofenona (84) foi empregada como

modelo na otimizagdo das condi¢des reacionais.

Ap6s sete dias de crescimento fingico em meio de batata-dextrose (BD) sob
agitacdo e a 28 °C, 10 mg da cetona foram adicionados ao meio reacional (Item 5.10.6,
p- 205). Uma aliquota de 1,0 mL da reag@o foi retirada a cada 1, 3 e 6 dias e analisada
por CLAE (Item 5.10.6.1, p. 204). O valor de conversdo da acetofenona no seu
respectivo dlcool foi determinado através de uma curva de calibragdo previamente
construida (Fig. 1118, p. 134). Os tempos de retencdo da cetona e do dlcool foram
determinados pela injecdo de padrdoes no CLAE, tanto em coluna aquiral quanto em

quiral, para posterior comparagdo com o produto reacional.

Apés 1 dia de reacdo, o 1-feniletan-1-ol foi formado em elevado excesso
enantiomérico (ee >99%), mas com baixo valor de conversio (39%). A
enantiosseletividade da reagdo foi mantida ao longo do tempo reacional (3 e 6 dias),

com um significativo aumento do valor de conversao da cetona em alcool (84%).

Como previsto pela regra Prelog, o dlcool formado apresentou configuracdo S.
Esta estereoquimica foi determinada pela comparacdo da rotacdo Optica do produto

isolado com os dos enantidmeros R e S do 1-feniletan-1-ol padrio.
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A partir do resultado obtido com a biorreducdo da acetofenona (84), outras sete
cetonas pré-quirais (85-91), contendo grupos doadores (OMe e Me) e retiradores (NO>)
de elétrons no anel aromdtico, foram investigadas como substrato nas mesmas
condigdes reacionais. Da mesma forma que para 84, os valores de conversdo das
cetonas em 4lcool foram determinados através de curvas de calibracdo previamente
construidas (Figs. 119-125, p. 134-137) e os tempos de retencdo das cetonas e dos

alcodis foram determinados por CLAE.

As Figuras 126-205 (p. 138-157) mostram os cromatogramas das reagdes de
biorreducdo e os dados extraidos dos mesmos encontram-se resumidos na Tabela 22 (p.
133). E possivel observar que, com exce¢do da 3-metoxiacetofenona (entrada 9) e 4-
nitroacetofenona (entrada 21), todos os derivados da acetofenona foram convertidos aos
dlcoois correspondentes em elevados excessos enantioméricos (>90%). Na maioria dos

casos, as maiores conversdes foram obtidas com 3 e 6 dias de reagao.

A mesma estereoquimica S foi encontrada em todos os dlcoois majoritariamente
produzidos. Assim como para o 1-feniletan-1-ol, a configuragdo absoluta dos dlcoois foi
determinada através da comparacdo da rotagcdo dptica de cada produto isolado com

dados da literatura para os enantiomeros R e S.

Nas cetonas contendo o grupo OMe no anel, observou-se a melhor conversao e
ee quando este grupo se encontrava na posi¢do orto (entrada 6). A 3-nitroacetofenona
foi o derivado nitrado que apresentou as melhores conversdo e ee (entradas 17-18).
Valores inferiores de conversdes foram observados nos produtos da biorreducdo da 4-
metilacetofenona, mas com ee >99% quando a reagdo foi realizada em 1 e 3 dias

(entradas 22-23).

Quando o grupo NO, se encontrava na posicao orto, observou-se, apds seis dias
de reacdo, um menor valor de conversdo (49%, entrada 15) em relacdo a cetonas

substituidas com o grupo OMe nesta mesma posi¢do (97%, entrada 6).

Para o derivado substituido com o grupo retirador de elétrons na posi¢do meta
observou-se uma alta conversdo com apenas 1 dia de reacdo (80%, entrada 16) e um ee
de 97,5% (entrada 16). Entretanto, a substituicdo do meta-NO, por meta-OMe levou a

conversoes inferiores (64%, entrada 8) e ee similares (97%, entrada 7).
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A mesma taxa de conversdo (58%, entradas 11 e 23) e excesso enantiomérico
(99%, entradas 11 e 23) foram observadas apds 3 dias de reacdo para as cetonas que
continham grupos ativadores do anel (OMe e Me) na posic¢do para. Observou-se ainda
que o acréscimo no tempo da reacdo levou ao aumento na conversio (77%, entrada 12),
havendo uma diminui¢@o no valor do excesso enantiomérico no sexto dia (92%, entrada
12). A presenca de um grupo nitro na mesma posicado mostrou melhoras nas taxas de
conversao (98%, entrada 20) e um decréscimo no excesso enantiomérico (94%, entrada

20) ap6s 3 dias de reacdo.

Em suma, a inser¢@o dos grupos metoxilas nas posicdes orto ou para levaram a
formacdo do produto de reducdo em maiores taxas de conversdo, quando comparadas
com as reacdes envolvendo este mesmo grupo na posicdo meta. De maneira contrdria, a
presenca de um grupo desativador nas posi¢des orfo ou para promoveu uma reducio
nas taxas de conversdo e excesso enantiomérico dos produtos reacionais, quando

comparados com as rea¢des envolvendo a cetona m-NQO; substituida.

Biorredugdes de cetonas arométicas substituidas com grupo doador de elétrons
(OMe) sao relatados na literatura utilizando células integras de Daucus carota L.
Observou-se um aumento na conversdo e no ee quando derivados meta-substituidos
foram utilizados (MACZKA; MIRONOWICZ, 2004). Assim, as conversdes e ee
obtidos nos estudos com L. strigellus foram superiores aos da literatura para cetonas

substituidas em orto e para, e inferiores para os derivados meta substituidos.

Estudos da biotransformacdo de cetonas pro-quirais pelo fungo Alternaria
alternata (KURBANOGLU et al., 2007) revelaram que quando grupos retiradores de
elétrons sdo inseridos, os alcodis produzidos com altas conversdes e ee sdo os
substituidos na posi¢cdo meta. Estes resultados estdo de acordo com os observados nos

estudos com L. strigellus.
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Tabela 23: Resultado da biorredugdo de cetonas aromdticas pré-quirais por células em crescimento de L.

strigellus 0 OH
L. strigellus em BD )
R, R, 1.3 ¢ 6 dias, 28°C R; R,
R) 200 rpm R,
(84) R =H, R,=H, R3=H (92) R =H, Ry=H, R3=H
(85) R |=OMe, R,=H, R3=H (93) R 1=OMe, Ry=H, R3=H
(86) R1=NO,, R,=H, R;=H (94) R1=NO;, Ro=H, R3=H
(87) R1=H, R,=OMe, R3=H (95) R =H, R,=OMe, R3=H
(88) R =H, Ry=NOy, R;=H (96) R =H, Ry=NO,, R3=H
SRR Bl Rl SR R s
(91) R =H, R,=H, R3=Me (99) R |=H, Ry=H, R3=Me
Entrada R t (dias) Conversao (%) ee (%)
1 1 39,0 >99,0
2 H 3 83,0 >99,0
3 6 84,0 >99,0
4 1 50,0 >99,0
5 2-OMe 3 91,5 >99,0
6 6 96,5 97,0
7 1 33,5 97,0
8 3-OMe 3 64,0 93,0
7 6 59,0 77,0
10 1 28,0 >99,0
11 4-OMe 3 58,0 >99,0
12 6 77,0 92,0
13 1 8,5 98,5
14 2-NO, 3 47,5 98,5
15 6 49,0 99,0
16 1 80,0 97,5
17 3-NO, 3 99,0 97,5
18 6 99,0 97,5
19 1 86,0 99,0
20 4-NO, 3 98,0 94,0
21 6 98,0 62,0
22 1 17,0 >99,0
23 4-Me 3 57,5 >99,0
24 6 83,0 92,5




Resultados e Discussdo | 134

T T T
0,2 0,3

CONCENTRACAO

Figura 118: Curva de calibra¢io do 1-feniletan-1-ol

T T
0,2 0,3

CONCENTRAGAO

Figura 119: Curva de calibragio do 1-(2-metoxifenil)etan-1-ol
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02 03
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Figura 120: Curva de calibragio do 1-(3-metoxifenil)etan-1-ol

T T T
0,2 0,3

CONCENTRAGCAO

Figura 121: Curva de calibragio do 1-(4-metoxifenil)etan-1-ol
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02 03
CONCENTRAGAO

Figura 122: Curva de calibracido do 1-(2-nitrofenil)etan-1-ol

T T T~ T 1T T T T 1
0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45

CONCENTRAGAO

Figura 123: Curva de calibracdo do 1-(3-nitrofenil)etan-1-ol
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Figura 124: Curva de calibracdo do 1-(4-nitrofenil)etan-1-ol

02 03
CONCENTRAGAO

Figura 125: Curva de calibracdo do 1-(4-metilfenil)etan-1-ol
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Figura 127: Cromatograma do padrdo do 1-feniletan-1-ol

Figura 128: Cromatograma da biorredugdo da acetofenona apés 1 dia

Figura 129: Cromatograma da biorreducio da acetofenona ap6s 3 dias
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Figura 130: Cromatograma da biorreducio da acetofenona ap6s 6 dias

Figura 133: Cromatograma da biorreducio da acetofenona apés 1 dia em coluna quiral
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Figura 134: Cromatograma da biorreducdo da acetofenona ap6s 3 dias em coluna quiral

Figura 136: Cromatograma do padrdo da 4’-metilacetofenona

Figura 137: Cromatograma do padrdo do 1-(4-metilfenil)etan-1-ol
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Figura 138: Cromatograma da mistura de padrdes do 1-(4-metilfenil)etan-1-ol e acetofenona

Figura 140: Cromatograma da biorredu¢do da 4’-metilacetofenona apds 3 dias

;l (\
A
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Figura 141: Cromatograma da biorredu¢do da 4’-metilacetofenona apds 6 dias
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Figura 144: Cromatograma da biorredugdo da 4’-metilacetofenona apds 1 dia em coluna quiral

Figura 145: Cromatograma da biorreducio da 4’-metilacetofenona apds 3 dias em coluna quiral
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Figura 147: Cromatograma do padrdo da 2’-metoxiacetofenona

Figura 149: Cromatograma da biorreducdo da 2’-metoxiacetofenona ap6s 1 dia.
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Figura 151: Cromatograma da biorreducdo da 2’-metoxiacetofenona apds 6 dias

Figura 152: Cromatograma do padrdo da 2’-metoxiacetofenona em coluna quiral

Figura 153: Cromatograma do padrdo do 1-(2-Metoxifenil)etan-1-ol em coluna quiral
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Figura 154: Cromatograma da biorreducdo da 2’-metoxiacetofenona apds 1 dia em coluna quiral
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Figura 156: Cromatograma da biorreducgdo da 2’-metoxiacetofenona apés 6 dias em coluna quiral

Figura 157: Cromatograma do padrdo da 3’-metoxiacetofenona
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Figura 159: Cromatograma da biorreducio da 3’-metoxiacetofenona ap6s 1 dia

Figura 161: Cromatograma da biorreducdo da 3’-metoxiacetofenona apds 6 dias
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Figura 162: Cromatograma do padrdo da 3’-metoxiacetofenona em coluna quiral

Figura 163: Cromatograma do padrdo do 1-(3-Metoxifenil)etan-1-ol em coluna quiral
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Figura 165: Cromatograma da biorreducdo da 3’-metoxiacetofenona apds 3 dia em coluna quiral
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Figura 168: Cromatograma do padrdo do 1-(4-Metoxifenil)etan-1-ol

Figura 169: Cromatograma da biorreducio da 4’-metoxiacetofenona ap6s 1 dia
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Figura 170: Cromatograma da biorreducdo da 4’-metoxiacetofenona apds 3 dias

Figura 172: Cromatograma do padrdo da 4’-Metoxifenilacetofenona em coluna quiral

Figura 173: Cromatograma do padrdo do 1-(4-Metoxifenil)etan-1-ol em coluna quiral
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Figura 174: Cromatograma da biorreducgdo da 4’-metoxiacetofenona apés 3 dias em coluna quiral

Figura 176: Cromatograma do padrdo da 2’-nitroacetofenona

Figura 177: Cromatograma do padrdo do 1-(2-Nitrofenil)etan-1-ol
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Figura 181: Cromatograma do padrdo do 2’-nitroacetofenona em coluna quiral
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Figura 184: Cromatograma da biorredugdo da 2’-nitroacetofenona apds 3 dias em coluna quiral

Figura 185: Cromatograma da biorreducio da 2’-nitroacetofenona apds 6 dias em coluna quiral



Resultados e Discussdo | 153

Figura 186: Cromatograma do padrdo do 3’-nitroacetofenona

Figura 187: Cromatograma do padrdo do 1-(3-Nitrofenil)etan-1-ol

Figura 188: Cromatograma da biorredugdo da 3’-nitroacetofenona apés 1 dia

Figura 189: Cromatograma da biorreducdo da 3’-nitroacetofenona apds 3 dias
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Figura 193: Cromatograma da biorreducdo da 3’-nitroacetofenona apds 1 dia em coluna quiral
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Figura 194: Cromatograma da biorreducdo da 3’-nitroacetofenona apés 3 dias em coluna quiral

NO,

Figura 196: Cromatograma do padrdo da 4’-nitroacetofenona

Figura 197: Cromatograma do padrdo do 1-(4-Nitrofenill)etan-1-ol
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Figura 199: Cromatograma da biorreducdo da 4’ -nitroacetofenona apds 3 dias

Figura 200: Cromatograma da biorredugdo da 4’-nitroacetofenona apds 6 dias

15593
15.59

Figura 201: Cromatograma do padrdo da 4’-nitroacetofenona em coluna quiral
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Figura 205: Cromatograma da biorreducdo da 4’ -nitroacetofenona apds 6 dia em coluna quiral



Resultados e Discussdo | 158

Foram também investigadas as reagdes de biorreducdo das cetonas ¢i-cloradas
100 e 101, empregando-se o fungo L. strigellus como biocatalisador (Tab. 23, p. 158).
Os valores de conversdo das cetonas em dlcool foram determinados através de curvas de
calibrag@o previamente construidas (Figs. 206-207, p. 159) e os tempos de retencdo das

cetonas e dos alcodis foram determinados por CLAE.

Nos cromatogramas dessas duas cetonas (Figs. 208-225, p. 160-164), foram
observados elevados valores de conversao, mas com reducdo nos valores de ee, quando
comparados com as cetonas nao halogenadas. Entre as duas cetonas, observou-se apenas
um leve aumento na conversdao e excesso enantiomérico do produto de reducdo da
cetona contendo o anel halogenado. Estes resultados s@o contrdrios aos observados na
utilizacdo da dlcool desidrogenase YMR226¢ de Saccharomyces cerevisiae por Yang e
colaboradores (2007), os quais observaram uma diminui¢do nos valores de conversdo e

excesso enatiomérico.

A mesma seletividade facial anteriormente observada (produto Prelog) no estudo
da acetofenona e derivados foi obtida, com o produto majoritdrio apresentando
configuragdo R devido a mudanga na prioridade dos grupos (prioridade de C.I.P) no

centro estereogénico formado.

Tabela 24: Resultado da biorreducdo de cetonas o-halogenadas por células em crescimento de L.
strigellus

0 OH
a cl
L. strigellus em BD (R)
R, 1, 3 e 6 dias, 28°C R
R, 200 rpm R,
(100) R,=H, Ry=H (102) Ry=H, Ry=H
(101) R ,=Cl, R,=Cl (103) R;=CL, R,=Cl

Entrada R t (dias) Conversao (%) ee (%)  Configuracio

1 1 85,0 78,0 R
2 H 3 92,0 78,0 R
3 6 96,0 77,5 R
4 1 96,0 90,5 R
5 Cl 3 97,5 90,5 R
6 6 96,0 90,5 R
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Figura 206: Curva de calibracdo do 2-Clorofeniletan-1-ol
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Figura 207: Curva de calibracio do 2-Cloro-1-(3,4-diclorofenil)etan-1-ol
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Figura 210: Cromatograma da biorreducgdo da 2-cloroacetofenona apds 1 dia

Figura 211: Cromatograma da biorreduc¢io da 2-cloroacetofenona apés 3 dias
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Figura 215: Cromatograma da biorreducio da 2-cloroacetofenona apds 3 dias em coluna quiral
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Figura 217: Cromatograma do padrdo da 2,3’,4’-tricloroacetofenona

Figura 218: Cromatograma do padrdo do 2-Cloro-1-(3,4-diclorofenil)etan-1-ol

Figura 219: Cromatograma da biorreducio da 2,3’,4’-tricloroacetofenona apds 1 dia
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Figura 223: Cromatograma da biorreducio da 2,3’,4’-tricloroacetofenona apds 1 dia em coluna quiral



Resultados e Discussdo | 164

Figura 224: Cromatograma da biorreducdo da 2,3’,4’-tricloroacetofenona apés 3 dias em coluna quiral

Figura 225: Cromatograma da biorreducdo da 2,3’,4’-tricloroacetofenona apés 6 dias em coluna quiral

4.4.2 Biorreducdo de cetonas alifaticas pro-quirais e 3-cetoéster

Uma vez que o microrganismo apresentou um grande potencial biorredutor
frente a cetonas aromaticas, resolveu-se analisar o potencial deste mesmo fungo quando
cetonas alifdticas (105-107) e B-cetoéster (104) pré-quirais sdo empregados como
substratos (Esquema 4). O procedimento para as reacdes foi o mesmo descrito

anteriormente para as cetonas aromaticas.

(0] OH
Lentinus strigellus em BD
R, > R,
Ry 1, 3 e 6 dias, 28 °C Ry
200 rpm

(104) R1=CH,COOCH, R,=Cl (108) R{=CH,COOCH, R,=Cl
(105) R;=CH,(CH;)4CHj3, R,=H (109) R ;=CH,(CH;,)4CHj3, R,=H
(106) R1:CH2(CH2)7CH3, R2=H (110) R1:CH2(CH2)7CH3, R2=H
(107) R4=Cy, R,=H (111) Ry=Cy, R,=H

Esquema 3: Cetonas aliféticas utilizadas nas biorreducdo com L. strigellus

Para a determinac¢do das conversdes, os tempos de retengdo de todos os

substratos e seus respectivos alcodis foram determinados pela injecdo de padrdes no
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CG/DIC em coluna aquiral. Os excessos enantioméricos dos dlcoois formados foram
determinados através da andlise dos acetatos correspondentes (Item 5.10.4, p. 203) em

CG/DIC (coluna quiral) (Item 5.10.6.2, p. 205).

Os resultados apresentados na Tabela 24 revelam que, embora 100% de
conversdo tenha sido obtido para o B-cetoéster (104), este apresentou baixo excesso
enantiomérico no produto formado (entradas 1-3). Excelentes conversdes e ee foram
observados na biorreducdo da octan-2-ona (105). Entretanto, uma reducio significativa
nesses valores foi obtida com o aumento da cadeia carbdnica, empregando-se a
undecan-2-ona (106) como substrato. A biorreducdo da ciclo-hexilmetilcetona (107)

gerou o dlcool correspondente em excelente conversio e bom ee.

Assim como nas cetonas aromaticas a-cloradas, a biorreducdo do P-cetoéster
(104) gerou preferencialmente um 4dlcool de configuracio R (Produto Prelog) em 32-
43% ee. Quando a alcool desidrogenase YMR226¢ de Saccharomyces cerevisiae foi
utilizada na biorreducdo deste substrato, observou-se igual excesso enantiomérico
(YANG et al., 2007). As trés cetonas alifaticas testadas geraram alcodis de configuracdo
S, 0 que também era esperado para estes compostos.

Tabela 25: Resultado da biorredugdo das cetonas alifaticas (104-107) por células em crescimento de L.
strigellus

Entrada Cetona t (dias) Conversao (%) ee (%)
1 1 100,0 32,0
2 B-cetoéster 3 100,0 34,5
3 6 100,0 43,0
4 1 69,0 >99,0
5 Octan-2-ona 3 96,5 >99,0
6 6 90,0 92,5
7 1 26,5 62,0
8 Undecan-2-ona 3 57,0 63,0
9 6 52,0 65,0
10 1 9,0 96,5
11 Ciclo-hexilmetilcetona 3 100,0 90,5
12 6 88,0 88,5
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Figura 226: Cromatograma do padrio do 4-cloroacetoacetato

Figura 227: Cromatograma da biorreducdo do 4-cloroacetoacetato apds 1 dia
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Figura 228: Cromatograma da biorredugdo do 4-cloroacetoacetato apds 3 dias

Figura 229: Cromatograma da biorreducdo do 4-cloroacetoacetato apds 6 dias
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Figura 230: Cromatograma do padrdo do 4-cloro-3-hidroxibutanoato de metila

Figura 231: Cromatograma da biorreducdo do 4-cloroacetoacetato apds 1 dia em coluna quiral
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Figura 232: Cromatograma da biorredu¢io do 4-cloroacetoacetato de metila apés 3 dias em coluna quiral

Figura 233: Cromatograma da biorreducio do 4-cloroacetoacetato apds 6 dias em coluna quiral
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Figura 234: Cromatograma do padrdo do octan-2-ona

Figura 235: Cromatograma do padrdo da octan-2-ol
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Figura 236: Cromatograma da biorreducdo da octan-2-ona apds 1 dia

Figura 237: Cromatograma da biorreducio da octan-2-ona apds 3 dias



Resultados e Discussdo | 172

|
B __fp\,}“.n,A_f\ )

Figura 238: Cromatograma da biorredu¢do da octan-2-ona ap6s 6 dias

Figura 239: Cromatograma do padrdo do octan-2-ol em coluna quiral
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Figura 240: Cromatograma da biorredugdo da octan-2-ona apds 1 dia em coluna quiral
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Figura 241: Cromatograma da biorreducio da octan-2-ona apds 3 dias em coluna quiral
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Figura 242: Cromatograma da biorredugdo da octan-2-ona apds 6 dias em coluna quiral

Figura 243: Cromatograma do padrdo undecan-2-ona
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Figura 245: Cromatograma da biorreducio da undecan-2-ona ap6s 1 dia
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Figura 246: Cromatograma da biorreducdo da undecan-2-ona ap6s 3 dias

Figura 247: Cromatograma da biorreducdo da undecan-2-ona apds 6 dias
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Figura 248: Cromatograma do padrdo do undecan-2-ol em coluna quiral

Figura 249: Cromatograma da biorreducdo da undecan-2-ona apds 1 dia em coluna quiral



Resultados e Discussdo | 178

Figura 250: Cromatograma da biorredu¢do da undecan-2-ona apds 3 dias, em coluna quiral

Figura 251: Cromatograma da biorreducdo da undecan-2-ona ap6s 6 dias, em coluna quiral
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Figura 252: Cromatograma do padrdo do ciclo-hexilmetilcetona

Figura 253: Cromatograma do padrdo do 1-ciclo-hexilmetiletan-1-ol
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Figura 254: Cromatograma da biorredugdo da ciclo-hexilmetilcetona apés 1 dia

Figura 255: Cromatograma da biorreducdo da ciclo-hexilmetilcetona apds 3 dias
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Figura 256: Cromatograma da biorreducio da ciclo-hexilmetilcetona apds 6 dias

Figura 257: Cromatograma do padrdo do 1-ciclo-hexiletan-1-ol em coluna quiral
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Figura 259: Cromatograma da biorreducio da ciclo-hexilmetilcetona apds 3 dias em coluna quiral
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Figura 260: Cromatograma da biorreducdo da ciclo-hexilmetilcetona apds 6 dias em coluna quiral
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5. PARTE EXPERIMENTAL
5.1 Microrganismo

A cepa de Lentinus strigellus foi adquirida no Banco de Germoplasma de
Cogumelos para Uso Humano da Embrapa de Brasilia-DF, onde se encontra registrada

na colecdo sob o cédigo CC-40. Este fungo foi coletado na cidade de Guaraquecaba-PR.
5.2 Métodos Cromatograficos
5.2.1 Cromatografia em Gel de Silica

As cromatografias de adsorcdo em coluna foram realizadas utilizando gel de
silica da VETEC (¢ mm 0,063-0,200) c6d. 195 e gel de silica 60 da MERCK (¢ mm
0,040-0,063). O comprimento e didmetro das colunas variaram de acordo com as

quantidades de amostra a serem cromatografadas e adsorventes utilizados.

As andlises cromatogrificas em camada delgada analitica (CCD) foram
realizadas em cromatofolhas de aluminio e plastico cobertas com gel silica 60 F,s4 com
CaSO, da MERCK e as preparativas foram realizadas em placas de vidro recoberta com
gel de silica 60 G da VETEC, preparadas no Laboratério de Biotecnologia e Sintese

Orgéanica da Universidade Federal do Ceara.

A revelagdo das substincias nas cromatoplacas foi feita pela exposi¢do das
mesmas a radiacdo ultravioleta (365 nm), empregando-se uma lampada UV modelo
UVSL-25 da Mineral Light, e pulverizacdo com solug@o de vanilina-dcido percldrico

em etanol, seguido de aquecimento.
5.2.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As separagdes cromatogriaficas por CLAE foram realizadas em um Hewlett
Packard 1100 Chromatography, com detector de Ultravioleta (UV), do Departamento de
Quimica Organica e Inorganica da Universidad de Oviedo (Espanha). Foram utilizadas
as colunas Tracer Spherisorb, Daicel Chiralcel OD, Chiralpak AS e Chirapak IA,

variando as condi¢gdes de andlise de acordo com o substrato especifico.
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5.2.3 Cromatografia Gasosa acoplada a Detector de loniza¢do de Chama (CG/DIC)

As andlises por cromatografia gasosa foram realizadas em equipamento
cromatografico Hewlett Packard 6890 Series II, do Departamento de Quimica Organica
e Inorganica da Universidad de Oviedo (Espanha). As colunas HP-1 (Hewlett Packard),
CP-Chiralsil DEX CB (Varian) e RT-BETADEXse (Restek) foram empregadas (30 m x
0.25 mm x 0.25 pm, 1.0 bar N,), variando as condi¢des de andlise de acordo com o

substrato especifico.
5.3 Métodos espectrométricos
5.3.1 Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e de
Carbono-13 (RMN 13 C) uni- e bidimensionais, foram obtidos no Centro Nordestino de
Aplicacdo e Uso de Ressondncia Magnética Nuclear (CENAUREMN), da Universidade
Federal do Ceard, utilizando espectrdmetro Bruker modelo Avance DRX-500, que opera

na freqii€éncia do hidrogénio-1 a 500 MHz, e na freqiiéncia do carbono-13 a 125 MHz.

Nas dissolugdes das amostras utilizou-se como solvente metanol, piridina e

cloroférmio deuterados.

Nos espectros de hidrogénio-1 e carbono-13, os deslocamentos quimicos (J)
foram expressos em partes por milhdo (ppm) e referenciados pelos picos do hidrogénio
e do carbono pertencentes as moléculas residuais ndo deuteradas dos solventes. Os

valores da tabela Cambrigde Isotope Laboratories Inc. foi empregada como referéncia.

As multiplicidades das bandas de absor¢@o do hidrogénio nos espectros de RMN
'H foram indicadas segundo a convencdo: s (simpleto), d (dupleto), dd (duplo dupleto),

ddd (duplo duplo dupleto), dI (dupleto largo), t (tripleto) e m (multipleto).

O padrido de hidrogenacdo dos carbonos foi descrito segundo a convencdo: C
(carbono ndo hidrogenado); CH (carbono metinico); CH, (carbono metilénico) e CHj3
(carbono metilico) e foi determinado através da técnica DEPT (Distortionless
Enhancement by Polarization Transfer) com angulo de nutacéo de 135° (CH e CH; com
amplitudes em oposicdo ao CH,). Os carbonos nao hidrogenados foram caracterizados

pela subtrac¢@o do espectro DEPT 135° do espectro BB.
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5.3.2 Espectrometria de Massa (EM)

Os espectros de massa foram obtidos na Central Analitica do Departamento de
Quimica Organica e Inorganica, da Universidade Federal do Cear4d em espectrometro de

massa QP5050A da SHIMADZU, operando com impacto eletronico de 70 eV.
5.4 Ponto de Fusao

Os pontos de fusdo ndo corrigidos foram obtidos no Departamento de Quimica
Orgénica e Inorginica da Universidade Federal do Ceard em um aparelho digital da
Micro Quimica, modelo MQAPF-302. As determinagdes foram realizadas a uma taxa

de aquecimento de 4 °C/min.
5.5 Rotacao ()ptica

As rotagdes Opticas dos metabdlitos secundarios isolados de L. strigellus foram
obtidas em polarimetro digital PERKIN ELMER 341, do Departamento de Quimica
Orgénica e Inorginica da Universidade Federal do Ceard. As rotagdes Opticas dos
alcodis produzidos nas reagdes de biotransformacdo foram obtidas em polarimetro
digital PERKIN ELMER 241, do Departamento de Quimica Organica e Inorganica,
Universidade de Oviedo (Espanha).

5.6 Preparacao dos Meios de Cultura

Na preservagdo do microrganismo e no cultivo prévio do microrganismo em
placas de Petri foi utilizado o meio de cultura sélido batata-dextrose-agar (BDA). No
estudo quimico de L. strigellus utilizou-se os meios de cultura liquidos peptona, Czapek
e Czapek com caldo de batata. Nos estudos de biotransformacao foi utilizado o meio de
cultura sintético batata-dextrose (BD), adquirido da Sigma-Aldrich®. Na avalia¢do da
atividade élcool desidrogenase (ADH) do microrganismo empregou-se o meio BDA

acrescido de fuccina basica.

Depois de preparados, os meios foram distribuidos em erlenmeyers ou placas de
Petri e autoclavados 4 121 "C por 15 minutos antes da inoculagdo do microrganismos. O

volume de cada meio nos erlenmeyers variou em fungdo de cada experimento.
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5.6.1 Meio BDA (batata-dextrose-agar)

O meio de cultura BDA foi preparado utilizando o caldo proveniente do
cozimento de batata inglesa em dgua destilada (200,0 g/L), seguido da filtracdo para

retirada das particulas sélidas e adicao de glicose (20,0 g/L) e dgar (17,0 g/L).

5.6.2 Peptona

O meio de cultura de peptona foi preparado utilizando peptona (1,0 g/L), extrato
de levedura (2,0 g/L), glicose (39,0 g/L), KH,PO4 (1,0 g/L), MgS0O,4.7H,0 (0,2 g/L)) e
(NH4)2S04 (5,0 g/L).

5.6.3 Czapek

O meio de cultura Czapek foi preparado utilizando glicose (30,0 g/L), NaN3 (3,0
g/L), KCI (0,5 g/L), KH,PO4 (1,0 g/L), MgS04.7H,0 (0,5 g/L) e FeSO4.7H,O (0,01
g/L).

5.6.4 Czapek com Caldo de Batata

O meio de cultura Czapek enriquecido com caldo de batata foi preparado
utilizando o caldo proveniente do cozimento de batata inglesa em dgua destilada (200
g/L), seguido da filtracdo para retirada das particulas sdlidas e adi¢do de glicose (30,0
g/L), NaN3 (3,0 g/L), KCl (0,5 g/L), KH,PO4 (1,0 g/L), MgS04.7H,0 (0,5 g/L) e FeSO4
7H,0 (0,01 g/L).

5.6.5BD

O meio de cultura BD foi preparado através da dissolucdo de 24,0 g do meio

sintético da Sigma-Aldrich® em 1,0 L de dgua destilada.
5.6.6 BDA + fucsina bésica

O meio de cultura BDA + fucsina foi preparado utilizando o caldo proveniente
do cozimento de batata inglesa em 4dgua destilada (200,0 g/L), seguido da filtracdo para
retirada das particulas sélidas, adi¢do de glicose (20,0 g/L), 4gar (17,0 g/L) e fucsina
basica (25,0 mg em 5,0 mL de etanol).
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5.7 Cultivos de Lentinus strigellus
5.7.1 Crescimento de Lentinus strigellus sob Condi¢des Estaticas

O fungo Lentinus strigellus foi reativado através da sua incubacdo, de forma
asséptica, em placas de Petri contendo o meio BDA a aproximadamente 29°C. O fungo
foi mantido em crescimento por aproximadamente sete dias. Posteriormente, pequenos
fragmentos (discos de 7,0 mm) foram distribuidos assepticamente em 30 erlenmeyers de
500,0 mL contendo aproximadamente 270,0 mL de meio de peptona por erlenmeyer
(total de 8,0 L de meio de cultura), previamente autoclavados a 121 °C. O fungo foi
mantido em crescimento durante 28 dias de forma estitica e a temperatura ambiente
(aproximadamente 29 °C). Apés este periodo, o material foi filtrado em funil de
Biichner, o micélio foi seco a temperatura ambiente até peso constante (17,5 g) e
extraido com hexano, AcOEt e metanol. O filtrado (meio liquido) foi submetido a
particdo liquido-liquido com AcOEt. As fragdes orgéinicas foram concentradas em

evaporador rotativo e suas massas se apresentam na Tabela 25.

Tabela 26: Extratos obtidos no cultivo de L. strigellus em peptona sob condicdes estdticas

Fonte Solvente Fracao Massa (mg)
Hexano EHLS 520,0
Micélio AcOEt EAcLS 595,5
MeOH EMLS 1030,0
Meio liquido AcOEt PMeLS 1039,0

5.7.2 Crescimento de Lentinus strigellus Sob Agitagio

Ap6s o crescimento do fungo em placas de Petri, pequenos fragmentos (discos
de 7 mm) foram distribuidos, assepticamente, em 30 erlenmeyers de 250,0 mL contendo
aproximadamente 175,0 mL de meio (peptona, Czapek ou Czapek com caldo de batata)
por erlenmeyer (total de 5,0 L de meio de cultura), previamente autoclavados a 121 °C.
O fungo foi mantido em crescimento durante 28 dias sob agitacdo em mesa agitadora a
150 rpm. Apo6s este periodo, o micélio foi filtrado em funil de Biichner e em seguida
seco a temperatura ambiente até peso constante (peptona: 16,7 g; Czapek: 15,0 g;

Czapek com caldo de batata: 15,5 g). O micélio foi submetido a extragdo com hexano,
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AcOEt e metanol, e o filtrado foi particionado com AcOEt. Todos os extratos foram

concentrados em evaporador rotativo e suas massas se encontram descritas na Tabela

26.
Tabela 27: Extratos obtidos nos cultivos de L. strigellus sob agitacio
Meio Solvente Sigla Massa (mg)
Hexano EHLSA 464.,9
AcOEt EAcLSA 433,8
Peptona
MeOH EMLSA 1210,0
Particao PMeLSA 1410,0
Hexano EHLSAC 400,2
AcOEt EAcCLSAC 295,0
Czapek
MeOH EMLSAC 1400,0
Particao PMeLSAC 1850,0
Hexano EHLSACB 76,0
AcOEt EAcCLSACB 3929
Czapek/batata
MeOH EMLSACB 2257,0
Particao PMeLSACB 1570,0

5.8 Isolamento de Metabolitos Secundarios de L. strigellus

5.8.1 Isolamento de LS1

Durante a concentragdo do extrato AcOEt do micélio de L. strigellus obtido do

cultivo em meio de peptona sob condigdes estiticas (Item 5.7.1, p. 189), observou-se a

formacéo de um precipitado, o qual foi separado e pesado (37,7 mg). Este foi submetido

a uma purificagdo em placa preparativa, eluida em hexano/AcOEt 50%, e forneceu 16,2

mg de um soélido branco amorfo, denominado de LS1 e identificado como sendo o

alcaléide inddlico echinulina (Item 4.2.1, p. 45).

5.8.2 Fracionamento Cromatografico de EAcLS

O extrato EAcLS (380,0 mg), proveniente do cultivo de L. strigellus em meio de

peptona sob condicdes estdticas, foi previamente adsorvido em uma pequena quantidade

de gel de silica flash e aplicado em coluna cromatogrifica pré-empacotada com o

mesmo adsorvente (16,0 g) em hexano. O material foi eluido com CHCl; (100,0 mL),
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hexano/AcOEt 30% (100,0 mL), hexano/AcOEt 50% (100,0 mL) e MeOH (50,0 mL) e
as fragdes foram analisadas por CCD para posterior agrupamento das mesmas de acordo
com suas similaridades. Um total de 10 fra¢des foi obtido, cujas massas encontram-se
descritas na Tabela 27.

Tabela 28: Fracionamento cromatogrifico de EAcLS

Cadigo Fracoes agrupadas Massa (mg)
EAcLS 1 1-4 29,0
EAcLS 2 5-12 59,0
EAcLS 3 14-17 24,4
EAcLS 4 18-19 14,1
EAcLS 5 20-27 62,0
EAcLS 6 28-31 6,6
EAcLS 7 32-40 17,3
EAcLS 8 41-45 12,9
EAcLS 9 46-50 22,0
EAcLS 10 (MeOH) 112,5
TOTAL 359,8

5.8.3 Fracionamento cromatografico de EAcLS 2: isolamento de LS2

A fracdo EAcLS 2 (59,0 mg), obtida no Item 5.8.2, foi previamente adsorvida em
uma pequena quantidade de gel de silica e aplicada em coluna cromatografica pré-
empacotada com gel de silica (12,0 g) em hexano. O material foi eluido com
hexano/AcOEt 5% (100,0 mL) e hexano/AcOEt 10% (100,0 mL), e as fracdes foram
analisadas por CCD para posterior agrupamento. Foram obtidas tré€s fracdes, as quais se

encontram apresentadas na Tabela 28.

Tabela 29: Fracionamento cromatografico de EAcLS 2

Cadigo Fracoes agrupadas Massa (mg)
EAcLS 2,1 (1-14) 20,5
EAcLS 2,2 (15-25) 5,0
EAcLS 2,3 (26-34) 29,7

TOTAL 55,2
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A fragcdo EAcLS 2,2 apresentou-se como soélido cristalino, vermelho, em forma

de agulhas, que foi identificado como sendo a antraquinona fisciona (Item 4.2.2, p. 59).

5.8.4 Fracionamento cromatogrifico de PMeLSA

A fragdo PMeLSA (865,0 mg), obtida no Item 5.7.2, foi dissolvida em metanol,

aplicada com uma pipeta em coluna cromatogréfica pré-empacotada com sephadex

(40,0 g) em metanol e eluida com 450,0 mL do mesmo solvente. Em seguida, as fragdes

foram analisadas por CCD e agrupadas conforme a Tabela 29.

Tabela 30: Fracionamento cromatogrifico de PMeLSA

Cadigo

Fracoes agrupadas Massa (mg)

PMeLSA 1
PMeLSA 2
PMeLSA 3
PMeLSA 4
PMeLSA 5
PMeLSA 6
PMeLSA 7
PMeLSA 8

(10-16)
(17-26)
(27-28)
(29-31)
(32-39)
(40-42)
(43-49)
(50-59)

TOTAL

3.4
20,2
32,0
158,7

459,8
58,7
60,9
36.4

830,1

5.8.5 Fracionamento Cromatografico de PMeLSA 4: Isolamento de LS3

A fracdo PMeLSA 4 (158,0 mg), foi adsorvida em uma pequena quantidade de gel

de silica e aplicada em uma coluna cromatografica pré-empacotada com gel de silica
tipo flash (18,0 g) em hexano. O material foi eluido com hexano/AcOEt 20% (100,0
mL), hexano/AcOEt 30% (200,0 mL), hexano/AcOEt 50% (200,0 mL), AcOEt (100,0

mL) e MeOH (100,0 mL). Em seguida as fra¢des foram analisadas por CCD e reunidas

conforme a Tabela 30 (p. 193).
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Tabela 31: Fracionamento cromatografico de PMeLSA 4

Cadigo Fracoes agrupadas Massa (mg)
PMeLSA 4,1 (1-5) 3,5
PMeLSA 4,2 (6) 1,2
PMeLSA 4,3 (7-18) 10,2
PMeLSA 4,4 (19-36) 10,6
PMeLSA 4,5 (37-46) 4,7
PMeLSA 4,6 (47-57) 12,8
PMeLSA 4,7 (60-70) 3,7
PMeLSA 4,8 (71-77) 7,9
PMeLSA 4,9 (78-85) 10,7

PMeLSA 4,10 (86-89) 1,4
PMeLSA 4,11 (MeOH) 90,7
TOTAL 157,4

A fracdo PMeLSA 4,6 apresentou-se como um liquido viscoso marrom,

identificado como sendo o 4-hidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicromano (Item 4.2.3, p. 67).
5.8.6 Fracionamento Cromatografico de PMeLSA 5: Isolamento de LS4

A fragdo PMeLSA 5 (459,0 mg), obtida no Item 5.8.5, foi dissolvida em uma
mistura de hexano/AcOEt 20% e aplicada em coluna cromatografica pré-empacotada
com gel de silica tipo flash (35,0 g) em hexano/AcOEt 20%. O material foi eluido com
hexano/AcOEt 20% (300,0 mL), hexano/AcOEt 30% (300,0 mL), hexano/AcOEt 50%
(300,0 mL), AcOEt (200,0 mL) e MeOH (100,0 mL). Em seguida, as fragdes foram
analisadas por CCD e agrupadas conforme a Tabela 31 (p. 194).
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Tabela 32: Fracionamento cromatografico de PMeLSA 5

Cadigo Fracoes agrupadas Massa (mg)
PMeLSA 5,1 (3-7) 35,6
PMeLSA 5,2 (8-15) 20,0
PMeLSA 5,3 (16-21) 4,6
PMeLSA 5,4 (22-43) 13,1
PMeLSA 5,5 (44-63) 48,2
PMeLSA 5,6 (64-65) 1,0
PMeLSA 5,7 (67-78) 6,7
PMeLSA 5,8 (77-90) 6,1
PMeLSA 5,9 (91-101) 43,8
PMeLSA 5,10 (102-120) 14,5
PMeLSA 5,11 (121-135) 6,3
PMeLSA 5,12 (136-150) 6,7
PMeLSA 5,13 (151-178) 15,1
PMeLSA 5,14 (MeOH) 216,6

TOTAL 438,3

A fracio PMeLSA 5,1 apresentou-se como um liquido viscoso levemente
esverdeado, identificado como sendo a 2,2-dimetil-6-metoxicroman-4-ona (Item 4.2.4,

p-77).
5.8.7 Fracionamento Cromatografico de PMeLSA 5,5: Isolamento de LS5

A fracdo PMeLSA 5,5 (38,0 mg), obtida no Item 5.8.7, foi adsorvida em uma
pequena quantidade de gel de silica tipo flash, aplicada em uma coluna cromatografica
pré-empacotada com o mesmo adsorvente (14,0 g) em hexano. Apds elui¢do com
cloroférmio (100,0 mL), hexano/AcOEt (100,0 mL) e AcOEt (50,0 mL), as fracdes

foram analisadas por CCD e agrupadas para gerar trés novas fragdes (Tab. 32, p. 195).
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Tabela 33: Fracionamento cromatografico de PMeLSA 5,5

Cadigo Fracoes agrupadas Massa (mg)
PMeLSA 5,5,1 (1-10) 0,7
PMeLSA 5,5,2 (11-15) 35,0
PMeLSA 5,5,3 (19-25) 1,8

TOTAL 37,5

A fracio PMeLSA 5,5,2 apresentou-se como um liquido viscoso marrom,
identificado como sendo o 3R,4S-dihidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicromano (Item 4.2.5, p.

86).
5.8.8 Fracionamento Cromatografico de PMeLSACB

A fracdo PMeLSACB (1500 mg), obtida no Item 5.7.2, foi dissolvida em
metanol e aplicada com uma pipeta em uma coluna cromatogréfica pré-empacotada com
sephadex (40,0 g). Metanol (400,0 mL) foi empregado como eluente e foram recolhidas
fracdes de 50,0 mL. Em seguida as fracdes foram analisadas por CCD e agrupadas

conforme a Tabela 33.

Tabela 34: Fracionamento cromatogrifico de PMeLSACB

Codigo Fracoes agrupadas Massa (mg)
PMeLSACB 1 (1) 53
PMeLSACB 2 (2-3) 51,8
PMeLSACB 3 (4-5) 138,9
PMeLSACB 4 (6-8) 1302,4

TOTAL 1498,4

5.8.9 Fracionamento cromatografico de PMeLSACB 4

A fracdo PMeLSACB 4 (1300,0 mg) foi misturada com uma pequena quantidade
de gel de silica e aplicada em uma coluna cromatografica pré-empacotada com gel de
silica (70,0 g) em hexano. O material foi eluido com os seguintes solventes: cloroférmio
(400,0 mL), hexano/AcOEt 40% (300,0 mL), hexano/AcOEt 60% (300,0 mL),
hexano/AcOEt 80% (350,0 mL), AcOEt (400,0 mL) e MeOH (100,0 mL), sendo
recolhidas fracdes de 80,0 mL. Em seguida, as fracdes foram analisadas por CCD e

agrupadas conforme a Tabela 34 (p. 196).
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Tabela 35: Fracionamento cromatogrifico de PMeLSACB 4

Cadigo Fracoes agrupadas Massa (mg)
PMeLSACB 4,1 (1) 7,0
PMeLSACB 4,2 (2-4) 120,0
PMeLSACB 4,3 (5-9) 40,5
PMeLSACB 4,4 (10-11) 51,5
PMeLSACB 4,5 (12-15) 61,8
PMeLSACB 4,6 (16-18) 142,8
PMeLSACB 4,7 (19-20) 101,0
PMeLSACB 4,8 (21-25) 234,2
PMeLSACB 4,9 (26-30) 158,9
PMeLSACB 4,10 (MeOH) 350,9

TOTAL 1268,6

5.8.10 Fracionamento Cromatografico de PMeLSACB 4,2: Isolamento de LS4

A fragio PMeLSACB 4,2 (120,0 mg) foi dissolvida em uma pequena quantidade de
uma mistura de hexano/AcOEt 10% e esta foi aplicada com uma pipeta em uma coluna
cromatografica pré-empacotada em gel de silica (14,0 g) utilizando a mesma mistura de
solvente. O material foi eluido com hexano/AcOEt 10% (200,0 mL), hexano/AcOEt
20% (100,0 mL) e AcOEt (100,0 mL). Em seguida as fracdes foram analisadas por
CCD e agrupadas conforme a Tabela 35.

Tabela 36: Fracionamento cromatogrifico de PMeLSACB 4,2

Codigo Fracoes agrupadas Massa (mg)
PMeLSACB 4,2,1 (1-8) 2,2
PMeLSACB 4,2,2 (10-25) 107,0
PMeLSACB 4,2,3 (26-39) 2,1
PMeLSACB 4,24 (40-50) 2,7

TOTAL 114,0
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A fracdo PMeLSACB 4,2,2, apresentou-se como um liquido viscoso, que apds
andlise por CCD, sugeriu tratar-se de um composto puro. Comparacdo dos seus dados

de RMN 'H com os de LS4, revelou tratar-se da mesma molécula.
5.8.11 Fracionamento Cromatogrifico de PMeLSACB 4.,4: Isolamento de LS5

A fracao PMeLSACB 4.4 (50,0 mg), foi adsorvida numa pequena quantidade de gel
de silica flash e aplicada em uma coluna cromatogréfica pré-empacotada com o mesmo
adsorvente (14,0 g) em hexano. O material foi eluido com hexano/AcOEt 20% (200,0
mL), hexano/AcOEt 30% (100,0 mL), hexano/AcOEt 40% (100,0 mL) e AcOEt (100,0
mL). Em seguida as fracdes foram analisadas por CCD e agrupadas conforme a Tabela
36.

Tabela 37: Fracionamento cromatografico de PMeLSACB 4

Cadigo Fracoes agrupadas Massa (mg)
PMeLSACB 4,4,1 (1-8) 5,7
PMeLSACB 4,4,2 (9-20) 26,7
PMeLSACB 4,4,3 (21-40) 8,2
PMeLSACB 4,44 (AcOEt) 8,6

TOTAL 49,2

A fracdo PMeLSACB 4.,4,2 apresentou-se como um liquido viscoso, que apds
andlise por CCD, sugeriu tratar-se de um composto puro, € apds comparagdo com RMN

"H mostrou-se tratar do mesmo composto de LS5.
5.8.12 Fracionamento Cromatografico de PMeLSACB 4,5: Isolamento de LS6

A fracao PMeLSACB 4,5 (61,8 mg), foi adsorvida numa pequena quantidade de gel
de silica flash e aplicada em uma coluna cromatografica pré-empacotada com este
mesmo adsorvente (18,0 g) em hexano. O material foi eluido com hexano/AcOEt 30%
(200,0 mL), hexano/AcOEt 40% (200,0 mL) e AcOEt (100,0 mL). Em seguida as

fragdes foram analisadas por CCD e agrupadas conforme a Tabela 37 (p. 198).
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Tabela 38: Fracionamento cromatogrifico de PMeLSACB 4,5

Cadigo Fracoes agrupadas Massa (mg)
PMeLSACB 4,5,1 (1-5) 2,7
PMeLSACB 4,5,2 (9-15) 6,5
PMeLSACB 4,5,3 (16-20) 9,3
PMeLSACB 4,54 (AcOEt) 40,2

TOTAL 58,7

| 198

A fragdo PMeLSACB 4,5,2 apresentou-se como um liquido viscoso levemente

esverdeado, que apds andlise por CCD, sugeriu tratar-se de um tnico composto, que foi

identificado como sendo o (35,45)-3,4-dihidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicromano (Item

4.2.6, p. 95).

5.8.13 Fracionamento Cromatografico de PMeLSACB 4,6

A fracio PMeLSACB 4,6 (142,8 mg), foi dissolvida em uma mistura de

hexano/AcOEt 30% e aplicada com uma pipeta em uma coluna cromatografica pré-

empacotada em gel de silica flash (18,0 g) em hexano/AcOEt 30%. O material foi
eluido com hexano/AcOEt 30% (300,0 mL), hexano/AcOEt 40% (100,0 mL) e AcOEt

(100,0 mL). Em seguida as fracdes foram analisadas por CCD e reunidas conforme a

Tabela 38.
Tabela 39: Fracionamento cromatografico de PMeLSACB 4,6
Cadigo Fracoes agrupadas Massa (mg)
PMeLSACB 4,6,1 (1-10) 18,0
PMeLSACB 4,6,2 (11-25) 57,0
PMeLSACB 4,6,3 (26-30) 35,1
PMeLSACB 4,6,4 (31-40) 20,0
TOTAL 130,1

A fracdo PMeLSACB 4,6,1 apresentou-se como um liquido viscoso, que apds

andlise por CCD, sugeriu tratar-se de um composto puro, € apds comparagdo com RMN

"H mostrou-se tratar do mesmo composto de LS3.
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5.8.14 Fracionamento Cromatografico de PMeLSAC

A fracdo PMeLSAC (1400,0 mg), obtida no Item 5.7.2, foi dissolvida em
metanol e aplicada com uma pipeta em uma coluna cromatogréfica pré-empacotada com
sephadex (40,0 g) em metanol. O material foi eluido com 500,0 mL desse mesmo

solvente, sendo recolhidas cinco fra¢des de 100,0 mL (Tab. 39).

Tabela 40: Fracionamento cromatografico de PMeLSAC

Caodigo Fracoes agrupadas Massa (mg)
PMeLSAC 1 (1) 7,2
PMeLSAC 2 ) 62,0
PMeLSAC 3 3) 1070,0
PMeLSAC 4 4) 180,5
PMeLSAC 5 (5) 21,7

TOTAL 1341,4

5.8.15 Fracionamento cromatografico de PMeLSAC 3

Uma aliquota da fracdo PMeLSAC 3 (1040,0 mg), obtida no Item 5.8.15, foi
misturada com uma pequena quantidade de gel de silica e aplicada em uma coluna
cromatografica pré-empacotada com o mesmo adsorvente (70,0 g) em hexano. O
material foi eluido com hexano/AcOEt 50% (300,0 mL), acetona (200,0 mL) e metanol
(100,0 mL), sendo recolhida fracdes de 50,0 mL. Em seguida, as fragdes foram

analisadas por CCD e agrupadas de acordo com a Tabela 40.

Tabela 41: Fracionamento cromatogrfico de PMeLSAC 3
Cadigo Fracoes agrupadas Massa (mg)

PMeLSAC 3,1 (1-3) 555.,0
PMeLSAC 3,2 (4-5) 132,5
PMeLSAC 3,3 (6) 78,6
PMeLSAC 3,4 (7-8) 235,1
PMeLSAC 3,5 (9-10) 31,5
TOTAL 1032,7

5.8.16 Fracionamento Cromatografico de PMeLSAC 3,1

A fracdo PMeLSAC 3,1 (555,0 mg), obtida no Item 5.8.16, foi dissolvida em

hexano/AcOEt 50% e aplicada em uma coluna cromatografica pré-empacotada em gel
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de silica tipo flash (35,0 g) em hexano/AcOEt 50%. Em seguida, o material foi eluido
com 200,0 mL da mesma mistura de solvente, seguido de hexano/AcOEt 70% (100,0
mL), AcOEt (100,0 mL) e metanol (100,0 mL). Posteriormente, as fracdes foram

analisadas por CCD e reunidas conforme a Tabela 41.

Tabela 42: Fracionamento cromatografico de PMeLSAC 3,1

Codigo Fracoes agrupadas Massa (mmg)
PMeLSAC 3,1,1 (1-6) 65,9
PMeLSAC 3,1,2 (7-9) 28,1
PMeLSAC 3,1,3 (10-17) 170,0
PMeLSAC 3,14 (18-20) 28,5
PMeLSAC 3,1,5 (21-25) 50,5
PMeLSAC 3,1,6 (AcOEt) 32,9
PMeLSAC 3,1,7 (MeOH) 172,5

TOTAL 5484

5.8.17 Fracionamento Cromatogrifico de PMeLSAC 3,1,3: Isolamento de LS7

A fragdo PMeLSAC 3,1,3 (170,0 mg), obtida no Item 5.8.17, foi adsorvida em uma
pequena quantidade de gel de silica tipo flash e aplicada em uma coluna cromatografica
pré-empacotada com o mesmo adsorvente (17,0 g) em hexano. Em seguida, o material
foi eluido com 200,0 mL de cloroférmio e 100,0 mL de metanol. As fracdes foram

analisadas por CCD e agrupadas conforme na Tabela 42.

Tabela 43: Fracionamento cromatografico de PMeLSAC 3,1,3

Cadigo Fracoes agrupadas  Massa (mg)
PMeLSAC 3,1,3,1 (5-35) 90,5
PMeLSAC 3,1,3,2 (MeOH) 70,0

TOTAL 160,5

A fracio PMeLSAC 3,1,3,1 apresentou-se como um liquido viscoso marrom
que, apds andlise por CCD, foi identificado como sendo a panepoxidona (Item 4.2.7, p.
100).
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5.8.18 Fracionamento Cromatografico de PMeLSAC 3,1,5: Isolamento de LS8

A fracio PMeLSAC 3,1,5 (50,5 mg), obtida no Item 5.8.17, foi adsorvida numa
pequena quantidade de gel de silica flash e aplicanda em uma coluna cromatogréfica
pré-empacotada em gel de silica flash (14,0 g) com hexano. O material foi eluido com
hexano/AcOEt 20% (200,0 mL), hexano/AcOEt 40% (100,0 mL) e metanol (100,0 mL).

Em seguida as fragdes foram analisadas por CCD e agrupadas conforme a Tabela 43.

Tabela 44: Fracionamento cromatografico de PMeLSAC 3,1,5

Codigo Fracoes agrupadas Massa (mg)
PMeLSAC 3,1,5,1 (4-25) 10,5
PMeLSAC 3,1,5,2 (26-45) 25,7
PMeLSAC 3,1,5,3 (MeOH) 10,9

TOTAL 47,1

A fracio PMeLSAC 3,1,5,2 apresentou-se como um liquido viscoso marrom,

identificado como sendo a isopanepoxidona (Item 4.2.8, p. 109).

5.9 Bioprospeccao de Atividade Alcool Desidrogenase (ADH) de L. strigellus

A atividade ADH foi detectada pelo método de difusdo em gel, empregando-se
como meio de cultura batata-dextrose-agar (BDA) suplementado com 0,1% de fucsina
basica e crescimento vegetativo de 7 dias. Os ensaios foram realizados em triplicata e a
atividade ADH foi observada através do emprego do fungo Fusarium oxysporum como

controle positivo.
5.10 Emprego de L. strigellus em Reacoes de Biorreducao
5.10.1 Substratos Utilizados nas Reagdes de Biorredugio

Para as reacdes de biorreducdo empregando L. strigellus foram utilizadas as
seguintes cetonas proé-quirais, de procedéncia Sigma—Aldrich®: acetofenona (84), 2’-
metoxiacetofenona (85), 2’-nitroacetofenona (86), 3’-metoxiacetofenona (87), 3’-
nitroacetofenona (88), 4’-metoxiacetofenona (89), 4’-nitroacetofenona (90), 4’-

metilacetofenona (91), 2-cloroacetofenona (100), 2,3’,4’-tricloroacetofenona (101), 4-
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cloroacetoacetato de metila (104), octan-2-ona (105), undecan-2-ona (106) e 1-ciclo-

hexilmetilcetona (107).

(0]
O O
€
Ry R, (104)
R; 0

(84) R;=H, R,=H, R3=H, R,=H
(85) R1=H, R2=OMC, R3=H, R4=H

n
(86) R1=H, R2=N02, R3=H, R4=H (105) n=5
(87) R;=H, Ry=H, R;=OMe, R,=H (106) n=8
(88) R;=H, R,=H, R;=NO,, R,=H
(89) R,=H, R,=H, R;=H, R;=OMe O

(90) R,=H, Ry=H, R;=H, R,=NO,
(91) R1=H, R2=H, R3=H, R4=Me
(100) R,=Cl, R,=H, R;=H, R,;=H 107)
(101) R,=Cl, R,=H, R;=H, R,=H

Figura 261: Cetonas pré-quirais empregadas nas reacdes de biorreducio

5.10.2. Alcoois e Esteres Racémicos Padroes

Os alcodis racémicos 1-feniletan-1-ol (92), 4-cloro-3-hidroxibutanoato de metila
(108), octan-2-ol (109) e undecan-2-ol (110) e foram adquiridos da Sigma—Aldrich® e o
1-ciclo-hexiletan-1-ol (111) da Alfa Aesar®. Os demais alcodis foram obtidos pela
reducdo quimica das cetonas comerciais correspondentes, conforme procedimento

descrito no Item 5.10.3.

Os ésteres dos alcoois racémicos 1-ciclo-hexiletan-1-ol, octan-2-ol, undecan-2-ol
e 4-cloro-3-hidroxibutanoato de metila foram obtidos pela acetilacio quimica dos
alcodis correspondentes com DMAP e anidrido acético em acetato de etila (GUPTA et

al., 2008).
5.10.3 Reducdo Quimica das Cetonas Arométicas Comerciais (NUNES et al., 2005)

As reacdes de reducdo quimicas foram realizadas empregando uma solucéo
contendo o substrato em metanol seco a 0 °C , sob atmosfera de nitrogé€nio, foi
adicionado boridreto de s6dio a mistura reacional e mantida sob agitagdo durante 3 h
(Esquema 4, p. 203). Apds este periodo a reagdo foi interrompida pela adicdo de dgua
destilada e o material orgénico extraido com AcOEt (3x100,0 mL). As fases organicas
foram combinadas e secas com Na,SO, anidro, ap6s destilacdo do solvente organico em
rotaevaporador. Os produtos de cada reacdo foram purificados por cromatografia flash e

os resultados s@o mostrados na Tabela 44 (p. 203).
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NaBH,4, MeOH

OH
Ry

\

Ry R,
R;

(85) Ry=H, R,=OMe, R3=H, R;=H
(86) R;=H, R,=NO,, R;=H, R,=H
(87) Ry=H, Ry=H, R3=OMe, R4;=H
(88) R;=H, R,=H, R3=NO,, R;=H
(89) RIZH, R2=H, R3=H, R4=OMC
(90) R,=H, R,=H, R;=H, R,=NO,
(91) R1=H, R2=H, R3=H, R4:Me
(100) R,=Cl, R,=H, Ry=H, R4=H
(101) R,=Cl, R,=H, R3=H, Ry=H

0°C, 3h

Ry R,

R;
(93) Ry=H, R,=OMe, Ry=H, R;=H
(94) R1=H, R2=N02, R3=H, R4=H
(95) R;=H, R,=H, R;=OMe, R,=H
(96) R,=H, Ry=H, R;=NO,, R;=H
(97) RIZH, R2=H, R3=H, R4=OMC
(98) R1=H, R2=H, R3=H, R4=N02
(99) R1=H, R2=H, R3=H, R4:Me
(102) R,=Cl, R,=H, R3=H, R,=H
(103) R,=Cl, R,=H, R;=H, R,=H
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Esquema 4: Redug@o quimica das cetonas aromaticas

Tabela 45: Resultado das redu¢des quimicas das cetonas aromaéticas

Cetona mMOL da cetona mMOL de NaBH; Rendimento
2’-metoxiacetofenona 1,3 5,1 74,0%
3’-metoxiacetofenona 1,3 5,1 85,7%
4’-metoxiacetofenona 1,3 5,1 96,0%

2’ -nitrocetofenona 1,2 4,8 97,0%
3’-nitrocetofenona 1,2 4,8 95,0%
4’ -nitrocetofenona 1,2 4,8 97,0%
4’-metilcetofenona 1,5 5,8 94,0%
2-clorocetofenona 1,3 5,1 83,0%
2,3’,4’-triclorocetofenona 0,9 3,5 90,0%

5.10.4. Acetilagdo das Cetonas Alifaticas Comercias.

As acetilacdes foram realizadas dissolvendo as cetonas em AcOEt e usando
como meio reacional anidrido acético e DMAP. O sistema foi mantido sob agitacdo por
4 h, seguido da adi¢do de H,0 e posterior agitacdo por 30 minutos. A fase orgénica foi

separada e analisada por CG/DIC (coluna quiral).

OH OAc

1. AcOEt, Ac,0O, DMAP, 4 h
)\/RZ > )\/RZ
R; Rj

2.H,0,0,5h

(112) R, = CH,COOCH;, R, = Cl
(113) R, = CH»(CH,),CHs, R, = H
(114) R, = CH»(CH,);CH3, R, = H
(115 R, =Cy, R, = H

(108) R, = CH,COOCH;, R, = Cl
(109) R, = CH,(CH,),CH3, R, = H
(110) R, = CH»(CH,);CH3, R, = H
(111 R, =Cy,R,=H

Esquema 5: Acetilagdo quimica dos alcodis alifiticos
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Tabela 46: Resultado das redugdes quimicas dos alcodis alifdticos

Alcool Alcool (L) DMAP* Ac,0 (uL) Rendimento
1-ciclo-hexiletan-1-ol 1,6 x 107 32x 107 100
Octan-2-ol 15 x 107 3,2 x 102 100
Undecan-2-ol 0.1x10° 3,2 x 102 100
4-cloro-3-hidroxibutanoato de metila 0,6 x 107 3,2 x 107 100

*Quantidades cataliticas

5.10.5 Quantificag@o dos Alcodis Obtidos nas Biorredugdes

A quantificacdo dos alcodis obtidos através da biorreducdo das cetonas pro-
quirais foi realizada através de curvas de calibracdo dos alcodis obtidos pelo método
quimico clédssico. Solugdes estoques desses alcodis nas concentragdes de 0,05 — 0,5
mmol foram analisadas em CLAE e os valores numéricos referentes as dreas foram

plotados em uma curva de calibragdo (concentragcao versus area).

5.10.6 Biorreducdo de Cetonas Pr6-Quirais por Células em Crescimento de Lentinus
strigellus

O estudo da biorreducdo de cetonas pré-quirais para obtencdo de alcodis
opticamente ativos foi realizado empregando-se células em crescimento do

basidiomiceto Lentinus strigellus.

Para este estudo, o microrganismo foi inoculado de forma asséptica em
erlenmeyers de 100,0 mL (cada um contendo 50,0 mL do meio de cultura batata-
dextrose — 24,0 g/L) previamente autoclavados a 121 °C durante 15 minutos. Em
seguida, os frascos foram mantidos sob agitacdo durante 7 dias a 200 rpm e 28°C em
mesa agitadora. Apds este periodo, foram adicionados 10,0 mg do substrato e retiradas
aliquotas de 1,0 mL. do meio reacional nos seguintes tempos: 1, 3 e 6 dias. Todas as

reacoes foram realizadas em triplicata.
5.10.6.1 Preparacao e Anélise das Amostras por CLAE

Aliquotas de 1,0 mL provenientes das reacdes de biorreducdo das cetonas

aromaticas foram extraidas com AcOEt (3 x 2,0 mL). A fase orgénica foi seca com
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Na,SO, anidro, concentrada em evaporador rotativo e dissolvida em 1,0 mL de
hexano/isopropanol 10% para ser analisada por CLAE. As condicdes utilizadas para

andlise dessas aliquotas estdo descritas no item 5.10.6.3.
5.10.6.2 Preparacdo e Andlise das Amostras por CG/DIC

As aliquotas provenientes das reacdes de biorreducdo das cetonas alifaticas
foram extraidas com AcOEt (3 x 2,0 mL). A fase orgénica foi seca com Na,SO, anidro,
concentrada em evaporador rotativo e dissolvida em 1,0 mL de AcOEt para ser
analisada por CG/DIC. A coluna HP-1 (Hewlett Packard) foi empregada na
determina¢do dos rendimentos reacionais e as condi¢des de andlise estdo descritas no

item 5.10.6.3.

Os excessos enantioméricos dos alcodis alifaticos foram determinados através

dos seus respectivos acetatos (Item 5.10.4, p. 203).
5.10.6.3 Parametros Cromatograficos Utilizados nas Analises de Biorredugao

1-feniletan-1-ol (92):

Separacao aquiral: CLAE: 0,8 mL/min; Hexano/isopropanol (95:5); 20 °C; 27 bar;
10,0 pL de injecdo: cetona (5,8 min) e dlcool (8,4 min). Coluna Spherisorb.

Separacao quiral: CLAE: 0,8 mL/min; Hexano/isopropanol (95:5); 20 °C; 32 bar; 10,0
pL de injegdo: (R)-enantidmero 15,4 e (S)-enantidmero 10,2 min. Coluna Chiralcel OB-
H.

1-(2-metoxifenil)etan-1-ol (93):

Separacao aquiral: CLAE 0,8 mL/min; Hexano/isopropanol (95:5); 20 °C; 29 bar; 10,0
UL de injecdo: cetona (6,3 min) e alcool (7,1 min). Coluna Spherisorb.

Separacao quiral: CLAE 0,8 mL/min; Hexano/isopropanol (95:5); 20 °C; 32 bar; 10,0
pL de injegdo: (S)-enantiomero 10,3 e (R)-enantidmero 16,9 min. Coluna Chiralcel OB-
H.

1-(2-nitrofenil)etan-1-ol (94):

Separacao aquiral: CLAE 0,8 mL/min; Hexano/isopropanol (90:10); 20 °C; 29 bar;
10,0 pL de injecdo: cetona (8,9 min) e dlcool (6,3 min). Coluna Spherisorb.

Separacao quiral: CLAE 0,8 mL/min; Hexano/isopropanol (95:5); 20 °C; 32 bar; 10,0
UL de injecdo: (R)-enantidmero 22,1 e (S)-enantidmero 24,0 min. Coluna Chiralpak AS.
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1-(3-metoxifenil)etan-1-ol (95):

Separacao aquiral: CLAE 0,8 mL/min; Hexano/isopropanol (95:5); 20 °C; 27 bar; 10,0
uL de injecdo: cetona (5,8 min) e dlcool (8,4 min). Coluna Spherisorb

Separacao quiral: CLAE 0,8 mL/min; Hexano/isopropanol (90:10); 20 °C; 31 bar; 10,0
UL de injecdo: (S)-enantidmero 13,7 e (R)-enantiomero 18,8 min. Coluna Chiralcel OB-
H.

1-(3-nitrofenil)etan-1-ol (96):

Separacao aquiral: CLAE: 0,8 mL/min; Hexano/isopropanol (95:5); 20 °C; 29 bar;
10,0 uL de injecdo: cetona (9,2 min) e dlcool (12,0 min). Coluna Spherisorb.

Separacao quiral: CLAE: 0,8 mL/min; Hexano/isopropanol (90:10); 20 °C; 31 bar;
10,0 uL. de injecao: (S)-enantidbmero 13,2 e (R)-enantiomero 14,8 min. Coluna Chiralcel
OB-H.

1-(4-metoxifenil)etan-1-ol (97):

Separacao aquiral: CLAE 0,8 mL/min; Hexano/isopropanol (95:5); 20 °C; 29 bar; 10,0
uL de injecdo: cetona (7,5 min) e alcool (8,5 min). Coluna Spherisorb.

Separacao quiral: CLAE: 0,8 mL/min; Hexano/isopropanol (90:10); 20 °C; 32 bar;
10,0 uL de injecdo: (S)-enantidmero 14,4 e (R)-enantidmero 20,4 min. Coluna Chiralcel
OB-H.

1-(4-nitrofenil)etan-1-ol (98):

Separacao aquiral: CLAE: 0,8 mL/min; Hexano/isopropanol (90:10); 20 °C; 30 bar;
10,0 uL de injecao: cetona (6,5 min.) e dlcool (7,7 min.). Coluna Spherisorb.

Separacao quiral: CLAE: 0,8 mL/min; Hexano/isopropanol (80:20); 20 °C; 19 bar;
10,0 pL de injecdo: (S)-enantidbmero 13,7 e (R)-enantiomero 15,8 min. Coluna
Chiralpak AS.

1-(4-metilfenil)etan-1-ol (99):

Separacao aquiral: CLAE: 0,8 mL/min; Hexano/isopropanol (97:3); 20 °C; 27 bar;
10,0 uL de injecdo: cetona (5,6 min.) e dlcool (8,1 min.). Coluna Spherisorb.

Separacao quiral: CLAE: 0,8 mL/min; Hexano/isopropanol (90:10); 20 °C; 33 bar;
10,0 uL. de injecdo: (S)-enantidmero 7,6 e (R)-enantidmero 9,1 min. Coluna Chiralcel
OB-H.

2-clorofeniletan-1-ol (102):
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Separacao aquiral: CLAE 0,8 mL/min; Hexano/isopropanol (97:3); 20 °C; 27 bar; 10,0
uL de injecdo: cetona (5,4 min) e alcool (6,4 min). Coluna Spherisorb.

Separacao quiral: CLAE 0,8 mL/min; Hexano/isopropanol (95:5); 20 °C; 31 bar; 10,0
pL de inje¢do: (R)-enantidmero 13,1 e (S)-enantidmero 17,2 min. Coluna Chiralcel OB-
H.

2-cloro-1-(3,4-diclorofenil )etan-1-ol (103):

Separacao aquiral: CLAE 0,8 mL/min; Hexano/isopropanol (95:5); 20 °C; 27 bar; 10,0
uL de injecdo: cetona (4,9 min) e dlcool (6,3 min). Coluna Spherisorb.

Separacao quiral: CLAE 0,8 mL/min; Hexano/isopropanol (95:5); 20 °C; 25 bar; 10,0
uL de injecdo: (S)-enantidmero 13,2 e (R)-enantiomero 15,1 min. Coluna Chiralpak IA.

4-cloro-3-hidroxibutanoato de metila (108):

Separacao aquiral: CG; Coluna HPI1; Injetor 225 °C, Detector 250 °C e 1,0 uL de
injecdo; 70°C/4 min (20 °C/min) 150°C cetona 3,6 min e dlcool 4,2 min

Separacao quiral: CG; Coluna RT-BETADEXSse; Injetor 225 °C, Detector 250 °C e 1,0
puL de injecdo; 90°C/5 min (2,5 °C/min) 105°C (5 °C/min) 130°C/2min (20 °C/min)
180°C/3min; dlcool 20,3 (R) min e 20,6 (S) min.

Octan-2-ol (109):

Separacao aquiral: CG; Coluna HPI1; Injetor 225 °C, Detector 250 °C e 1,0 uL de
injecdo; 70°C/4 min (20 °C/min) 150°C; cetona 3,0 min e 4lcool 3,3 min.

Separacao quiral: CG; Coluna RT-BETADEXse; detector 225 °C, Detector 250 °C e
1,0 uL de injecdo 90°C/S min (2,5 °C/min) 105°C (5 °C/min) 130°C/2min (20 °C/min)
180°C/3min; alcool 14,7 (S) min e 16,4 (R) min.

Undecan-2-ol (110):

Separacao aquiral: CG; Coluna HPI1; Injetor 225 °C, Detector 250 °C e 1,0 uL de
injecao; 70°C/4 min (20 °C/min) 100°C (5 °C/min) 130°C (20 °C/min) 200°C; cetona 8,4
min e alcool 8,8 min.

Separacao quiral: CG; Coluna CP CHIRASIL-DEX CB; Injetor 225 °C, Detector 250
°C e 1,0 puL de injecao; 90°C/5 min (2,5 °C/min) 105°C (20 °C/min) 140°C (2.5 °C/min)
160°C/15min (20 °C/min) 180°C; élcool 17,0 (S) min e 17,7 (R) min.

1-ciclo-hexiletan-1-ol (111):

Separacao aquiral: CG; Coluna HPI1; Injetor 225 °C, Detector 250 °C e 1,0 uL de
injecdo; 70°C/4 min (20 °C/min) 100°C (5 °C/min) 130°C (20 °C/min) 200°C; cetona 3,7
min e alcool 4,2 min.
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Separacao quiral: CG; Coluna CP CHIRASIL-DEX CB; Injetor 225 °C, Detector 250
°C e 1,0 uL de injecao; 90°C/5 min (2.5 °C/min) 105°C (20 °C/min) 140°C (2.5 °C/min)
160°C/15min (20 °C/min) 180°C; élcool 13,0 (S) min e 13,7 (R) min.
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6. CONCLUSAO

O potencial quimico do basidiomiceto Lentinus strigellus foi investigado,
através do isolamento de metabdlitos secundarios produzidos pelo microrganismo em
meios de cultura variados, e do emprego de suas células em crescimento como

biocatalisador na reducao de cetonas pro-quirais.

Do cultivo de L. strigellus em trés meios distintos, foi possivel isolar e
caracterizar oito metabodlitos secunddrios, sendo quatro benzopiranos (2,2-dimetil-6-
metoxicroman-4-ona, 4-hidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicromano, (3R,4S5)-3,4-dihidroxi-
2,2-dimetil-6-metoxicromano e (3S5,45)-3,4-dihidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicromano),
um alcaléide ind6lico (echinulina), uma antraquinona (fisciona), além da panepoxidona
e seu derivado isopanepoxidona. Os benzopiranos 2,2-dimetil-6-metoxicroman-4-ona e
4-hidroxi-2,2-dimetil-6-metoxicromano foram os unicos metabdlitos secundarios
isolados de dois meios de cultura distintos (peptona e Czapeck enriquecido com caldo
de batata). Do meio de cultura mais pobre em nutrientes (Czapeck) foram isoladas a
panepoxidona e a isopanepoxidona. Os tinicos metabdlitos isolados do micélio do fungo
(crescido em peptona) foram a echinulina e a fisciona, os quais s@o descritos pela
primeira vez no género Lentinus. Estes resultados mostraram que L. strigellus é
produtor de diferentes classes de metabdlitos secunddrios, biologicamente ativos, sendo
a maioria produzida também por espécies congéneres. A producdo destes compostos

mostrou-se dependente do meio de cultura empregado.

Células em crescimento de L. strigellus foram empregadas como biocatalisador
na reducdo de dez cetonas aromdticas (acetofenona e nove derivados), trés cetonas
alifaticas (ciclo-hexilmetilcetona, octan-2-ona e undecan-2-ona) e um B-cetoéster (4-
cloroacetoacetato de metila). Na maioria dos compostos empregados, elevados valores
de conversio e excessos enantioméricos foram encontrados, formando,
preferencialmente, alcodis com seletividade Prelog. Os resultados obtidos revelaram o
potencial enzimdtico deste microrganismo e motivaram a investigacdo futura de suas

enzimas isoladas em processos biocataliticos.
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