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RESUMO

A eletrossintese utiliza a transferéncia de elétrons, em um eletrodo, para realizar reagdes que
podem ser aplicadas a sintese organica. Essa metodologia ¢ ambientalmente adequada, branda
e acessivel. Sua aplicacdao, embora ampla, ¢ limitada pela necessidade de otimizar diferentes
parametros de reagdo e pela seletividade relativamente baixa em determinadas reagdes. Por
exemplo, na reducdo eletroquimica da acetofenona, ha a formagdo do produto 1-feniletanol
juntamente com o dimero de pinacol. O alcool €, no entanto, o intermediario sintético de maior
interesse, tendo em vista sua aplicabilidade nas industrias farmacéutica, alimenticia, de quimica
fina, agricola e de produtos naturais. Embora existam propostas para o controle da seletividade
dessa reacdo, poucos trabalhos apresentam alternativas realmente efetivas e/ou viaveis.
Portanto, neste estudo, propde-se utilizar a eletroquimica, aliada a biocatalise, para reduzir
cetonas de maneira seletiva, visto que as enzimas podem estabilizar o intermediario reativo,
evitando a dimerizacdo e levando a formagdo preferencial do alcool. As enzimas escolhidas
para essa fungdo foram as lipases, disponiveis e acessiveis comercialmente, além de
especialmente versateis em sintese organica, pois atuam sem a necessidade de cofatores e,
geralmente, de forma régio, quimio e enantiosseletiva, mantendo a estabilidade em diversos
solventes, temperaturas e condi¢des de pH, principalmente quando imobilizadas em suportes
solidos. Os ensaios foram realizados, em sua maioria, com foco na reagao de eletrorreducao da
acetofenona e diversas combinacdes de eletrodos, solventes, eletrolitos de suporte e lipases
foram testadas. As condi¢des reacionais otimizadas levaram a formagao de 87,8% de 1-
feniletanol racémico e sdo compostas por: eletrodo de trabalho combinado de estanho/chumbo
(63:37) revestido com filme de Nafion modificado com lipase de Thermomyces lanuginosus,
eletrodo auxiliar de platina, potencial aplicado de -2,0 V vs. Ag/AgCl em tampao acetato (0,1
mol L) pH 5,0 e tempo reacional de 4 horas. O mesmo eletrodo de trabalho foi utilizado cinco
vezes, ao longo de cinco dias, € a conversao ao alcool permaneceu constante. A adigao da lipase
de Thermomyces lanuginosus imobilizada em argilomineral e, comercialmente, em silica gel
(Lipolase 100T) ao meio de eletrorredugdo resultou em rendimentos ainda maiores quanto a
formagdo de I-feniletanol (93,2-93,9%), entretanto, o uso do eletrodo modificado tornou a
metodologia mais vantajosa quanto a estabilidade da enzima, reprodutibilidade do processo e
reutilizagdo de materiais. A eletrorredugdo de outros substratos, derivados da acetofenona, foi
realizada a partir da metodologia descrita. Os resultados foram promissores, tendo em vista que
este estudo explora uma tematica inédita partindo das reagdes de redugdo: a participagdo ativa
e conjunta da eletrossintese e da biocatalise em transformagdes organicas.

Palavras-chave: Eletrossintese organica. Biocatalise. Lipases. Reducao seletiva de cetonas.



ABSTRACT

Electrosynthesis uses the transfer of electrons within an electrode to perform chemical reactions
that can be applied in organic synthesis. This methodology is environmentally friendly, mild,
and associated with low cost. However, its broad application is limited by the need for
parameter optimizations and relatively low selectivity for some reactions. In addition, a mixture
of products can be obtained in a few reactions. This is the case, for example, of the
electrochemical reduction of acetophenone, in which the pinacol dimer is obtained in addition
to 1-phenylethanol. Alcohol is the product of interest because it is a versatile synthetic
intermediate: it has applications in the pharmaceutical, food, fine chemistry, agricultural, and
natural products industries. Proposals for selectivity control in this reaction exist, but few works
present effective and/or viable alternatives. In this study, it is proposed to use electrochemistry
allied to biocatalysis to reduce ketones selectively, given that enzymes can stabilize the reactive
intermediate, avoiding dimerization and leading to the preferential formation of the alcohol as
the main product. The chosen enzymes for this function were lipases, which are commercially
available under accessible prices, and especially versatile in organic synthesis as they react
without the need for cofactors in regio, chemo, and enantioselective ways. They also preserve
their stability under diverse solvents, temperatures, and pH conditions, especially when they
are immobilized on solid supports. Most of the tests focused on the reaction of electroreduction
of the acetophenone by applying diverse combinations of electrodes, solvents, supporting
electrolytes and lipases. The optimized reaction conditions led to the formation of 87.8% of
racemic 1-phenylethanol and are composed of: Tin/Lead (63:37) combined working electrode
coated with Nafion film modified with lipase from Thermomyces lanuginosus, platinum
auxiliary electrode, applied potential of -2.0 V vs. Ag/AgCl (KCl 3.0 mol L") in acetate buffer
(0.1 mol L") pH 5.0 and reaction time of 4 hours. The same working electrode was used five
times over five days, and the conversion to alcohol remained constant. The addition of lipase
from Thermomyces lanuginosus immobilized in a clay mineral and, commercially, in silica gel
(Lipolase 100T) to the electroreduction medium resulted in even higher yields in terms of the
formation of 1-phenylethanol (93.2-93.9%). Even though the use of the modified electrode
made the methodology more advantageous regarding enzyme stability, process reproducibility,
and material reusability, other substrates derived from acetophenone, were electroreduced
through the described methodology. The observed results were promising, considering that this
work explores a novelty in reduction reactions: the active and joint application of
electrosynthesis and biocatalysis in order to perform organic transformations.

Keywords: Organic electrosynthesis. Biocatalysis. Lipases. Selective reduction of ketones.
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1 INTRODUCAO

A origem da eletroquimica remonta aos anos 1800, quando o fisico Alessandro Volta
inventou a primeira bateria elétrica capaz de gerar corrente continua. Apenas em 1830, porém,
Michael Faraday utilizou a eletricidade para sintetizar compostos organicos pela primeira vez.
Durante a segunda metade do século 19, a eletroquimica organica floresceu e varias oxidagdes
e substituicoes oxidativas, bem como redugdes de compostos nitro, derivados de carbonila e
reacoes de desalogenacao foram realizadas; no entanto, na maioria dos casos, foram obtidas
misturas de produtos [1]. Apds 200 anos de desenvolvimento, a eletrossintese organica tem
atraido cada vez mais a atencdo dos cientistas e, especialmente na ultima década, avangos
consideraveis foram alcangados [2—7].

Durante uma reagao eletroquimica, as moléculas do substrato sdo ativadas pela adi¢ao
ou remocdo de elétrons na superficie de um eletrodo [8]. A aplicagdo de uma diferenga de
potencial entre o eletrodo de trabalho (W), em que ocorre a reacdo de interesse, € um segundo
eletrodo (contra-eletrodo ou eletrodo auxiliar (C)), permite que ocorram reacdes de oxidagao e
redug¢do, usando uma fonte de alimentagao externa [9,10].

Ha casos em que a transformagao molecular desejada requer um potencial seletivo para
um unico grupo funcional, quando na presenga de outros com potencial padrao ligeiramente
diferente. Este objetivo pode ser alcancado pelo controle do potencial do eletrodo de trabalho
em relagdo a um eletrodo de referéncia (R), com potencial constante e conhecido. Esse processo
¢ chamado de eletrdlise potenciostatica e pode conduzir transformagdes muito seletivas [11].

Nestes moldes, a eletrossintese organica ¢ capaz de converter grupos funcionais por
meio de mecanismos e intermediarios reativos cinética e ambientalmente mais favoraveis que
os métodos sintéticos convencionais. Nestes ultimos, muitas vezes, a reagdo nao ocorre de
forma espontdnea devido a alta energia de ativacdo, sendo necessdrio o emprego de
catalisadores, temperaturas elevadas, variacdo de pressdo ou equipamentos como ultrassom e
micro-ondas [12,13]. A sintese eletroquimica, por sua vez, geralmente pode ser realizada a
temperatura ambiente e pressdo atmosférica, sem emprego de reagentes toxicos € com
instalagdes simples, exigindo apenas o controle adequado do potencial do eletrodo de trabalho
(ou da corrente da célula) para promover a seletividade e regular a taxa de reacao [13].

O grande desafio da eletrossintese organica ¢ encontrar a melhor condig¢ao reacional,
tendo em vista os diferentes parametros a serem otimizados. As varidveis podem estar
relacionadas aos tipos de eletrodos, ao eletrélito de suporte ou ao solvente utilizado, além da

magnitude do potencial elétrico a ser aplicado [9]. Ao contrario da sintese organica tradicional,
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a eletrossintese ¢ fortemente dependente do equipamento utilizado, pois os artefatos associados
ao dispositivo podem interferir na eficiéncia do sistema reacional [14].

Para auxiliar no desenvolvimento da area, mais estudos metodoldgicos € mecanisticos
de sistemas eletrossintéticos sdo necessarios a fim de que se fornega uma visdo de como as
transformagoes existentes podem ser melhoradas e de como novos protocolos podem ser
desenvolvidos [10]. Neste sentindo, a eletrorreducdo da acetofenona ¢ um exemplo de reagdo
organica tipica, conhecida na literatura pela dificuldade de obteng¢dao do 1-feniletanol como
produto principal, pois muito comumente ocorre a dimerizagdo, levando a mistura de produtos
[15-18]. O 1-feniletanol, bem como diversos dalcoois principalmente em suas formas
enantiopuras, ¢ usado como bloco de construg¢do quiral e intermediario sintético na produgao
de farmacos, alimentos, fragrancias, pesticidas e produtos naturais [19].

Logo, para que ocorra a formagao preferencial do alcool a partir da eletrorreducao da
acetofenona, o intermedidrio radicalar gerado na primeira etapa da reacao deve ser estabilizado,
evitando que o processo siga a rota competitiva de dimeriza¢do. Bons resultados quanto a
seletividade da reacdo foram obtidos a partir da adicdo de sais de amonio como eletrolitos de
suporte, além da utilizagdo de catalisadores de metais de transi¢do. Entretanto, ambos os
aditivos tem um alto valor agregado e o primeiro ndo pode ser reciclado, permanecendo em
solugdo apos o isolamento do produto de interesse [20-27].

Alguns estudos utilizando catalisadores organicos, como a quinidina e a cinconidina,
além de éteres de coroa substituidos ou B-ciclodextrina, foram realizados com o propdsito de
formagdo majoritaria do alcool. Em todos os casos, porém, o produto principal foi derivado da
dimerizacao [17,28-31].

Unindo as propostas anteriores, um novo eletrodo modificado com nanoparticulas de
ouro € um composto macrociclico quiral também foi utilizado para reduzir a acetofenona. A
reacdo apresentou bom rendimento e certa enantiosseletividade quanto a formagdo de 1-
feniletanol, mas a adi¢do de sal de amdnio ao meio reacional continuou indispensavel para
conversao [32].

Uma alternativa a ser explorada ¢ a utilizacdo de enzimas na estabilizacdo do
intermediario radicalar que leva ao 1-feniletanol como produto. Visto que a eletroquimica ja ¢
aliada conhecida da biocatalise em sistemas que levam a regeneracdo de cofatores, que sdo
moléculas organicas ou fons metélicos indispensaveis a atividade de algumas enzimas, sabe-se
que o potencial pode ser aplicado no mesmo meio reacional que o biocatalisador [33-37].

Como catalisadores naturais, as enzimas possuem especificidade, reatividade e

propriedades fisico-quimicas, cataliticas e biologicas diversificadas, podendo catalisar reagdes
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organicas com boa estéreo, quimio e/ou regiosseletividade, em condicdes amenas de
temperatura e pressdo. Existem muitas opgdes de biocatalisadores disponiveis e, gracas aos
avangos na biotecnologia e engenharia de proteinas, ¢ possivel produzir enzimas comerciais a
precos acessiveis [38—40].

As enzimas mais utilizadas em sintese organica atualmente sdo as lipases, pertencentes
a classe das carboxil éster hidrolases, cujos substratos naturais sao glicerideos de cadeia longa.
No entanto, moléculas como ésteres, amidas e alcoois também sdo substratos para estas enzimas
[41], que promovem a catélise de reagdes de esterificacdo, transesterificacao, interesterificacao,
acidolise, alcodlise, aminodlise e lactonizagao [42,43].

De modo geral, as lipases podem ser utilizadas em condi¢des bastante diversas, como
temperaturas altas, pH variavel e presenca de solventes organicos. Nesse sentido, as espécies
imobilizadas sdo mais estaveis que suas contrapartes livres, visto que se tornam rigidas quando
confinadas em suportes s6lidos [44], como os argilominerais [45], as silicas [46—48] e uma
vasta gama de polimeros naturais e sintéticos aplicados, inclusive, para modificagdo de
eletrodos e preparagdo de biossensores eletroquimicos [49].

Com base no exposto, este estudo propde a utilizagdo da eletroquimica, aliada a
biocatalise, na reducdo seletiva de cetonas aos seus alcoois correspondentes, evitando a
dimerizagdo. Os ensaios, em sua maioria, foram destinados a eletrorreducao da acetofenona ao
1-feniletanol, reacdo modelo escolhida com finalidade de otimizar parametros e expandir o
sistema a outras cetonas.

A (bio)eletrossintese organica proposta ¢ um nicho a ser explorado, com destaque a
utilizacdo de enzimas em conjunto com a eletroquimica para além da regeneragdo de cofatores
e coenzimas em aplicagdes de oxirredutases. Até entdo, ndo foram identificados estudos da
aplicag¢do de hidrolases em reagdes eletrossintéticas. Nesta dissertacdo, realizou-se um estudo
completo sobre a utilizagdo de eletroquimica e biocatalise combinadas para realizar reacdes de

reducao.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver uma metodologia alternativa para a reducdo da acetofenona e derivados

aos correspondentes alcoois, utilizando eletroquimica aliada a biocatalise.
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1.1.2 Objetivos Especificos

= Otimizar as condigdes reacionais para eletrorreducao da acetofenona ao 1-feniletanol
modificando o sistema de eletrodos, a natureza do solvente e dos eletrolitos de suporte, a
magnitude do potencial aplicado e o tempo de reacao.

= Verificar, por voltametria ciclica, o comportamento eletroquimico da acetofenona nas
condigdes reacionais pré-otimizadas.

= Realizar um estudo comparativo sobre a estabilidade das lipases nas condi¢des de estudo
quando livres e quando imobilizadas em diferentes suportes.

= Realizar a eletrorredugdo da acetofenona com adicdo das lipases de acordo com sua
estabilidade.

= Combinar a eletrorreducdo da acetofenona e a protecao do 1-feniletanol, na presenca de
lipases selecionadas, pela adi¢ao de clorossilano ao meio reacional.

= Realizar um estudo sobre a influéncia do solvente e da condi¢do de pH na seletividade da
eletrorreducao aplicando lipases selecionadas.

= Construir um eletrodo de trabalho revestido por filme de Nafion modificado com lipase ¢
avaliar seu desempenho frente a eletrorreducao da acetofenona nas condigdes otimizadas.

= Expandir a metodologia (bio)eletrossintética otimizada para reduzir diferentes cetonas.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ELETROSSINTESE ORGANICA

As reagdes eletroquimicas de compostos organicos ocorrem por meio de uma
transferéncia de elétrons que converte a molécula do substrato em um intermedidrio reativo

para, em seguida, formar o produto desejado (Figura 1) [8].

Figura 1 — Vias de interconversao eletroquimica de um substrato genérico (RX)

oxidagé’oy RX wﬁo (+¢)
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R——Nu R—E
R = radical X = grupo abandonador
S,x = substrato oxidante = nucledfilo
S;cq = substrato redutor E = eletrofilo

Fonte: Adaptado de BARD et al., 2004 [8]

Na primeira etapa da reagdo, um elétron ¢ retirado da superficie do catodo e transferido
para o orbital molecular desocupado de mais baixa energia (lowest unoccupied
molecular orbital - LUMO) da molécula do substrato, resultando em sua redugdo. O processo
oposto ocorre no anodo quando um elétron do orbital molecular ocupado de mais alta energia
(highest occupied molecular orbital - HOMO) da molécula do substrato ¢ removido, resultando
em sua oxidagdo [1,4]. Os intermediarios obtidos nessa etapa (radicais, anions ou cations) sao
tdo instaveis que podem reagir facilmente entre si ou com outros compostos, dependendo das
condi¢des eletroliticas. A segunda etapa pode, portanto, ser constituida de reagdes de
substitui¢ao nucleofilica (no anodo) ou eletrofilica (no catodo), da formagao de acidos ¢ bases,

da formacao de ligagdes C-C por acoplamento ou da dimerizagdo ou polimerizagao via adi¢ao
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radicalar [8,9,12]. Nos ultimos anos, varias reacdes foram conduzidas por meio de
eletrossintese, como funcionalizagdes de alquino [50], funcionalizagdes de alqueno
[51], ciclizagdes em cascata [52], ativagoes de ligagao C-H [53] e halogenacdes [54,55].

As conversdes eletroquimicas podem ser aplicadas a todos os substratos organicos que
possuem grupos eletroativos ou que podem reagir com intermediarios eletrogerados, sem que
nenhum reagente adicional precise ser anexado [9,56]. Do ponto de vista de evitar o uso de
quantidades estequiométricas de oxidantes ou redutores, a eletrossintese organica €, sem
davida, uma estratégia sintética muito mais ecologica do que os métodos tradicionais [57,58].
Assim, os agentes altamente reativos e/ou toxicos podem ser totalmente evitados (eletrossintese
direta) ou gerados in situ na superficie do eletrodo de maneira controlada (eletrossintese
indireta) [33]. Esses reagentes, oxidantes ou redutores, sdo substituidos pela eletricidade e,
como o elétron nao estd ligado a um composto quimico, o processo se torna inerentemente livre
de toxicidade e poluicao [9,56].

Outra vantagem da eletrossintese organica ¢ que uma caracteriza¢ao eletroquimica
preliminar da reatividade das moléculas de interesse pode ser realizada de forma simples e
rdpida usando voltametria ciclica. A partir desse estudo, ¢ possivel prever quais grupos
funcionais podem ser oxidados ou reduzidos [59]. O ajuste cuidadoso do potencial da célula
pode, entdo, evitar reacdes colaterais indesejadas, dificeis de controlar quando quantidades
estequiomeétricas de agentes redox sdo usadas [10,60].

A natureza dos eletrodos e a composicdo da solugdo podem ser usadas como
parametros de reagdo para controlar a seletividade e a taxa de conversdo. Os eletrodos podem
ser considerados como catalisadores heterogéneos, sendo removidos fisicamente no final da
reacao [11]. J4 os solventes/eletrélitos comumente utilizados sd@o, na maioria dos casos, baratos,
flexiveis, faceis de reciclar e permitem o isolamento simples do produto [9].

De modo geral, a eletrossintese organica ¢ conduzida a pressdo atmosférica e a
temperatura ambiente, solventes e reagentes de pureza usual sdo suficientes e pequenas
quantidades de agua e oxigénio molecular podem ser toleradas. Além disso, a célula de
eletrolise e o equipamento adicional podem ser usados com flexibilidade para uma variedade
de reagdes diferentes e a escala da rea¢do pode ser aumentada expandindo a area do eletrodo de
trabalho [9,12,55].

Apesar das vantagens oferecidas pela eletrossintese organica, sua aplicagdo na quimica
orgénica sintética tem sido limitada pela falta de células e eletrodos padronizados, levando a
uma reprodutibilidade pobre [10]. Encontrar as melhores condi¢des reacionais envolve o estudo

de diferentes parametros, como eletrodos, eletrolitos, solventes, potencial elétrico e corrente.
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Além disso, ¢ fundamental que a eletrolise conduza, de forma limpa, a um Gnico intermediario

que reaja por uma via dominante até formar o produto desejado [61].

2.2 ELETRORREDUCAO DE COMPOSTOS CARBONILICOS

Uma sintese eficiente ¢ caracterizada por poucas etapas para atingir a molécula alvo,
alta seletividade, materiais de partida prontamente disponiveis e custo baixo de reagentes e
processos. A “quimica verde” ¢ caracterizada por rotas sintéticas que empregam condigdes
reacionais brandas, reagentes e solventes ndo toxicos, altos padrdes de seguranga, que fazem
uso eficiente de recursos e energia e, que geram menor quantidade de residuos [9].

As reacdes organicas geralmente requerem o emprego de condigdes especiais ou
adicdo de catalisadores para que ocorram em tempos reacionais aceitaveis [ 12]. A hidrogenagao
classica de ligagdes duplas, por exemplo, é obtida cataliticamente pela adi¢do de hidrogénio
molecular ou, no caso de ligagcdes duplas eletrofilicas, pela adicdo de um ion hidreto [9].
Contempladas no ultimo cendrio, as reacdes de redugcdo do grupo carbonila de aldeidos e
cetonas sdo viabilizadas pela utilizagdo de boroidreto de sédio (NaBH4), geralmente com
metanol ou etanol como solvente [62]. No caso da reducao de acidos carboxilicos e a maioria
de seus derivados, o hidreto de litio e aluminio (LiAlH4) € utilizado em reagdes com éter etilico,
por exemplo, como solvente [63]. Ambos, NaBH4 e LiAlH4, agem como transferidores de ion
hidreto em uma reagao de adigao nucleofilica (ou substitui¢do, no caso de derivados de acidos
carboxilicos). O produto inicial ¢ um ion alcéxido, protonado pela adi¢do de acido em uma

segunda etapa para formar o alcool como produto final (Figura 2) [64].

Figura 2 — Mecanismo simplificado de redu¢@o do grupo carbonila de cetonas por adi¢ao
nucleofilica de ion hidreto a partir de NaBH4

CO ‘. S :0: OH
2,/ HBH, . H,0" |
o — R\"C\ — R“'C\ + H,O
R™°R' H 4 H
R' R
cetona intermediario alcool

tetraédrico
Fonte: Adaptado de McMURRY, 2014 [64]
Embora as abordagens tradicionais sejam confidveis para a producdo dos compostos
alvo, o emprego de métodos eletrossintéticos pode levar a regio, quimio e estereosseletividades
alternativas aquelas encontradas na hidrogenagao nao eletroquimica [9,12,13]. Além disso, do

ponto de vista operacional, a capacidade de reducdo do sistema eletroquimico pode ser



23

opcionalmente alterada variando a corrente ou o potencial, o que permite a expansdo da
metodologia a reagdes que nao ocorrem na presenca de redutores quimicos exogenos [57].

Os alcoois formados nestes processos sao intermedidrios importantes para a sintese de
muitos medicamentos, pesticidas, flavorizantes, fragrancias, cristais liquidos e auxiliares
quirais [19], porém, a eletrorreducdo de compostos carbonilicos é conhecida na literatura pela
dificuldade de obtencdo destes compostos como produto principal. Devido a formagdo de
radicais na primeira etapa da reacdo, a formagdo do alcool compete com a dimerizagao na
segunda etapa, levando a mistura de produtos [16]. Existem relatos de tentativas de controle da
seletividade da reagcdo, embora as metodologias se mostrem pouco eficazes e/ou inviaveis

quanto a formag¢ao majoritaria do alcool [9,16,17].

2.2.1 Eletrorreducao da acetofenona

A acetofenona, uma das cetonas pro-quirais cuja redugdo ¢ amplamente estudada, tem
a capacidade comprovada de receber um ou dois elétrons. Em eletrossinteses convencionais, a
acetofenona pode sofrer uma reagdo de redugdao recebendo dois elétrons, levando ao 1-
feniletanol como produto. Porém, devido a coexisténcia competitiva da rota de dimerizagdo, a
reacdo de redugdo de um elétron pode ser seguida pela formag¢do majoritaria de 2,3-

difenilbutano-2,3-diol, o dimero de pinacol correspondente (Figura 3) [65].

Figura 3 — Reagdes de eletrorreducdo da acetofenona

O OH
+2e +2H"
—_— *
acetofenona 1-feniletanol

+e +H' HO O
172
or

dimero
Fonte: Adaptado de CHENG, 2010 [66]

Entretanto, o 1-feniletanol ¢ o produto de interesse da eletrorredug¢dao da acetofenona
[19], usado como bloco de construgdo quiral e intermediario sintético nas industrias de quimica
fina, farmacéutica, alimenticia, agroquimica e de produtos naturais. Com destaque na industria

farmacéutica, ¢ usado como precursor de conservantes oftalmicos e inibidores da adsor¢do
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intestinal do colesterol [67]. Além disso, esse alcool € o principal composto endégeno volatil
em flores, sendo um modelo para estudar a distribui¢do, transformagdo e metabolismo de
compostos naturais em plantas [68]. Outra area de aplicagdo dos enantidmeros ¢ na analise
quimica, (R) e (S)-1-feniletanol sdo usados como reagentes quirais para determinacao da pureza
enantiomérica e para abertura assimétrica de anidridos ciclicos e epdxidos [69].

Virios estudos relatam a reducdo catoddica da acetofenona ao 1-feniletanol, porém, sob
condigdes eletroliticas otimizadas, a maioria das reagoes ja descritas leva a formacao do dimero
como produto majoritario [9,16,17]. E o caso do relato Ginico de uma reagio eletroquimica em
solvente quiral, o amino-éter (S,S)-(+)-DDB, em que a acetofenona passou por uma reagao de
dimerizacao na presenga de um eletrdlito de suporte aquiral, formando o dimero de pinacol com
95% de rendimento (Figura 4). Postulou-se que o radical intermediario se difundiria em solug¢ao

e a dimerizagdo ocorreria em uma esfera quiral do solvente [18].

Figura 4 — Eletrorreducdo da acetofenona em solvente quiral

OMe |

~N P N

| OMe

O (S.5)-(+)-DDB OH O
LiBr em MeOH O OH

Pt(+)-Hg(-), N,
acetofenona i=4-60 mA dimero
rendimento = 95%

Fonte: Adaptado de SEEBACH ¢ OEI, 1975 [18]

Por outro lado, resultados bons para a obten¢do do 1-feniletanol como produto
majoritario foram obtidos pela utiliza¢ao de sais de amonio como eletrélitos de suporte (Figura
5) [21]. O primeiro estudo utilizou cloridrato de efedrina (a), que proporcionou a formagao de
apenas 44% de 1-feniletanol, com excesso enantiomérico de 4,4% [22]. Com a substituicao do
grupo metila ligado ao nitrogénio da efedrina pelo grupo isopropila (b), a formagao de 1-
feniletanol diminuiu a 38%, porém com excesso enantiomérico melhorado de 8,4% [22,23]. O
mecanismo de eletrorreducao assimétrica de cetonas induzida por essa classe de eletrolitos de
suporte foi proposto a partir das interacdes entre a carga positiva das micelas de dois
surfactantes cationicos (¢ e d) e os intermedidrios anionicos (A e B) gerados na primeira etapa
da reagdo pela redu¢do de um ou dois elétrons da acetofenona [20,24]. A utilizacdo do sal de
amonio ¢ rendeu 52% de 1-feniletanol e 12% de excesso enantiomérico [24]. Com d, foi

observada a formacgdao de até 77% de alcool racémico. Um rendimento de até 95% de 1-
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feniletanol racémico foi observado, ainda, quando d foi utilizado em conjunto com sulfato de
sodio (NaxS04) [20]. A melhor enantiosseletividade, porém, foi observada com a utilizagao do
sal de tetralquilamoénio quiral e e adi¢ao de tetrafluorborato de tetrabutilamonio (TBABF4)
como eletrolito de suporte extra, o que forneceu rendimentos entre 46-70% de 1-feniletanol
com até 55% de excesso enantiomérico [25,26]. A obtengdo do dimero como subproduto de

todos os processos citados foi inevitavel.

Figura 5 — Eletrorreducdo da acetofenona com sais de amonio como eletrolitos de suporte
aoub em MeOH
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Fonte: Adaptado de LI et al., 2021 [21]

Nestes exemplos, os eletrolitos de suporte apresentam um carbono assimétrico proximo
ao nitrogénio, o que construiu um ambiente de indugdo assimétrica nas proximidades do
eletrodo por efeito eletrostatico. No entanto, o alto valor agregado, a grande dosagem e a ndo
reciclabilidade dos sais de amonio no sistema eletroquimico limitam seu desenvolvimento para
sintese organica [21].

Complexos de metais de transi¢do também podem ser usados como mediadores, em
eletrossinteses indiretas, devido a presenca de centros redox labeis. A redugdo assimétrica da
acetofenona ja foi mediada por complexos de rédio (III) com formacdo preferencial de 1-

feniletanol (94% de rendimento) e excesso enantiomérico de 15% (Figura 6). Entretanto, ndo
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ha discussoes detalhadas sobre o mecanismo da reacao e a utilizagdo de metais nobres consiste,

neste caso, em uma alternativa de custo elevado [27].

Figura 6 — Eletrorreducao da acetofenona mediado por complexo quiral de rodio (IIT)

N
\+/
CI7Rh\—CI
—N N—
> N\ 7/ N\ 7/
0 OH
0,1 mol L' LiCl0, em EtOH/H,O
+)- _ 0,
acetofenona Pt(+)-C(-), Ar, 18 °C 1-feniletanol

E=-(12-1.4)V rendimento = 94%

ee = 15%
Fonte: Adaptado de MOUTET et al., 1999 [27]
A eletrorreducdo da acetofenona ¢ frequentemente usada, ainda, como modelo para

estudar a atividade de catalisadores organicos. Neste sentido, a utilizagdo de quinidina (QD)

rendeu 31,5% de 1-feniletanol como produto, com pureza optica de 20,8% (Figura 7) [29].

Figura 7 — Eletrorreducdo da acetofenona induzida por quinidina (QD)

OH
O quinidina, QD OH O
> + *
Tampao (pH 4,8), MeOH OH
Pt(+)-Hg(-), 7 °C
acetofenona E=-190V dimero 1-feniletanol
rendimento = 31,5%
ee =20,8

Fonte: Adaptado de KARIV et al., 1973 [29]

Na presenca de cinconidina (CD), uma ligeira melhora para 21,6% no excesso

enantiomérico foi observada. Em contrapartida, o rendimento da reagdo diminuiu para apenas

3,6% de 1-feniletanol (Figura 8) [30].
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Figura 8 - Eletrorredugdo da acetofenona na presencga de cinconidina (CD)
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rendimento = 3,6%
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Fonte: Adaptado de CHEN et al., 2013 [30]

Compostos macrociclicos com cavidades quirais, como éteres de coroa substituidos

(Figura 9), B-ciclodextrina (Figura 10) e um multifareno (Figura 11), foram aplicados na

eletrorreducao da acetofenona. O alcool, com rendimento de 17% e excesso enantiomérico de

apenas 2%, foi observado na presenca dos complexos de potéassio do éter de coroa quiral [31].

Figura 9 — Eletrorreducdo da acetofenona na presenca de éteres de coroa substituidos
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He(-), 25 °C OH
acetofenona E=-1,65V dimero 1-feniletanol
rendimento = 17%
ee =2%

Fonte: Adaptado de HORNER e BRICH, 1978 [31]

Na presenca de B-ciclodextrina, cuja molécula conica ¢ hidrofobica e cujos grupos

hidroxila periféricos secundarios sdo eficientes doadores de protons, observou-se a formacao

do dimero como produto majoritario (com rendimento de 68%) frente ao produto derivado de

complexac¢do (com rendimento de 32%). Nao houve formagao direta do 1-feniletanol, visto que,

na redugdo catddica relatada, o anel aromaético da acetofenona se posicionou dentro da cavidade

apolar do cone da molécula de B-ciclodextrina, formando um complexo 1:1 [17,28].
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Figura 10 — Eletrorreducdo da acetofenona na presenca de -ciclodextrina
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Fonte: Adaptado de FARNIA et al., 1990 [17]

Finalmente, em um estudo recente, um eletrodo de carbono vitreo modificado pela
adi¢do, camada por camada, de nanoparticulas de ouro (AuNPs) intercaladas a um composto
macrociclico multifareno quiral (S-CMF) foi empregado para eletrorreducdo da acetofenona. O
processo otimizado levou a 70,9% de 1-feniletanol, com excesso enantiomérico de 63,9%. A
adicao de brometo de tetrabultilaménio (TBABTr) nao reciclavel como eletrolito de suporte foi,

porém, necessaria para possibilitar a conversao [32].

Figura 11 — Eletrorreducao da acetofenona com eletrodo modificado com AuNPs e S-CMF
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ee = 63,9%

Fonte: Adaptado de XUE et al., 2021 [32]
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2.2.1.1 Eletrorredugdo enzimatica da acetofenona

A eletroquimica ja ¢ aliada conhecida da biocatalise, visto que as reagdes de oxirreducao
sda0 onipresentes na natureza e as enzimas envolvidas normalmente dependem de cofatores
redox para mediar as transformacgdes. Tendo em vista as aplicagdes sintéticas das enzimas, a
reciclagem desses cofatores ¢ uma etapa limitante e o uso de processos eletroquimicos tem
fornecido uma solugao para esse problema [70].

O estudo pioneiro em reducdo eletroenzimatica de cetonas utilizou uma alcool
desidrogenase (ADH) como catalisador. Os substratos foram reduzidos por acdo da ADH e o
cofator (NAD(P)H) foi regenerado pelas enzimas ferredoxina-NAD(P)" redutase (FNR) ou
NADH-diaforase (DP), com auxilio de metil-viologen (MV?*") como mediador eletroquimico.
Nestas condi¢des, a ADH reduziu a acetofenona ao 1-feniletanol com 60% de rendimento e

98% de excesso enantiomérico (Figura 12) [37].

Figura 12 — Eletrorreducdo da acetofenona com élcool desidrogenase como catalisador
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Fonte: Adaptado de YUAN et al., 1997 [37]

No entanto, muitos problemas surgiram em outras tentativas do uso de catalisadores
enzimaticos na interface de sistemas eletroquimicos, como a inativacdo de enzimas na
superficie do eletrodo, a baixa taxa de regeneragdo de cofator e a necessidade de aditivos em
solucdo [21]. Para todos os efeitos, em todos os casos relatados, a eletroquimica foi utilizada
somente como sistema de regeneracdo de cofator e a enzima foi a Unica responsavel pela

reduc¢do dos substratos [35-37,71].
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2.3 ENZIMAS

As enzimas sdao, em geral, proteinas naturais que catalisam reacdes quimicas com
destacada especificidade ou seletividade frente a um determinado substrato ou classe de
substratos. Essencialmente, elas oferecem um caminho reacional alternativo com menor energia
de ativagao [33].

Segundo o Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular (Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry and
Molecular Biology — NC-IUBMB), as enzimas sao classificadas conforme o tipo de reagdes que

catalisam (Tabela 1) [40,72].

Tabela 1 — Classifica¢do das enzimas conforme o tipo de reacgdo catalisada

Classificacao Tipo de reacio
Oxirredutases Oxidagdo/redugdo: oxigenacdo de C-H, C-C ou C=C
Transferases Transferéncia de grupos: aldeidico, cetonico, acila, fosforila, metila
ou NHj3
Hidrolases Hidroélise de ésteres, amidas, lactonas, lactamas, epoxidos, nitrilas,

anidridos, glicosideos ou organohalogenetos

Liases Adicao/eliminacao de pequenas moléculas nas ligagdes C=C, C=N ou
C=0
Isomerases Isomerizacdes: racemizacao, epimerizagao ou rearranjo
Ligases Formacao ou rompimento de ligagdes C-O, C-S, C-N ou C-C com

clivagem concomitante de trifosfato
Fonte: Adaptada de FABER, 2011 [40]

As cadeias de poliamida que formam uma enzima sdao mantidas em uma estrutura
tridimensional, predominantemente determinada por sua sequéncia primaria de ligagdes.
Devido ao ambiente aquoso natural, os grupos polares hidrofilicos (como -COO~, —-OH, -NH3;",
—SH e —CONH>) estdo localizados principalmente na superficie externa da enzima, enquanto
os substituintes lipofilicos (as cadeias carbonicas) encontram-se no interior. Consequentemente,
toda a estrutura interna da proteina ¢ estabilizada por um grande niimero de forgas de ligagao
relativamente fracas, como interagdes de Van der Waals de cadeias alifaticas e empilhamentos
n-nt de aminoacidos aromaticos. Em contraste, ligagdes de hidrogénio e interacdes eletrostaticas
mais fortes costumam estar proximas a superficie (Figura 13). Além da estrutura principal, as

unicas ligagdes covalentes que compde as enzimas sao liga¢des dissulfeto (—S—S—) [40].
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Figura 13 - Representacao esquematica das forgas de ligacdo em uma estrutura proteica
Oy O-----NH3*

interacdo eletrostatica

ligacdo de hidrogénio

empilhamento 7-7

Fonte: Adaptado de FABER, 2011 [40]

As enzimas sdo, portanto, intrinsecamente instaveis em soluc¢do e podem ser desativadas
por desnaturagdo, causada por aumento de temperatura, pH extremo ou ambiente dielétrico
desfavoravel, como altas concentragdes de sal [40].

Uma reacdo catalisada por enzima ¢ iniciada pela formagdo de um complexo enzima-
substrato em uma cavidade chamada de sitio ativo, onde ocorre a catalise [33]. Poucos sdo os
residuos de aminoacidos que constituem o sitio ativo e, destes, apenas dois ou trés estao
envolvidos na ligacdo ao substrato. O restante da estrutura da enzima mantém a integridade do

sitio ativo e direciona o substrato para uma catélise eficaz [33].

2.3.1 Lipases

As enzimas pertencentes a classe das hidrolases sao subdivididas em diversos grupos,
entre eles, as carboxil éster hidrolases (EC 3.1.1.x), que catalisam a clivagem e a formacao de
ligacdes éster. Neste grupo, estdo as lipases (triacilglicerol éster hidrolases, EC 3.1.1.3), que
atuam na interface organico-aquosa catalisando a hidrolise de triacilglicerois — principais
componentes de Oleos e gorduras — com a liberacdo de acidos graxos, diacilglicerdis,
monoacilgliceréis e glicerol [73-75].

No entanto, outras moléculas como ésteres, amidas, alcoois, ésteres de poliol/poliacido
e de tiol também sdo substratos para estas enzimas [41]. Visto que as lipases apresentam niveis
consideraveis de atividade e estabilidade em ambientes ndo-aquosos, podem promover a
catalise de reagoes de esterificacdo, transesterificacdo, interesterificacdo, acidolise, alcodlise,

aminolise e lactonizagdo [42,43,76]. Essa versatilidade permite seu emprego em diversos
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setores da industria, como na formulacdo de detergentes, na producdo de farmacos, de
cosméticos, de alimentos, de aromas e fragrancias e de biosurfactantes [77,78].

Algumas enzimas hidroliticas, como ¢ o caso das lipases, possuem um padrao de
enovelamento denominado o/ hidrolase. O sitio ativo das o/p hidrolases ¢ constituido por trés
aminoacidos. O das lipases, especificamente, ¢ formado por uma serina (residuo nucleofilico),
um aspartato ou glutamato (residuo catalitico acido) e uma histidina (Figura 14). O residuo
nucleofilico de serina estd localizado em uma regido altamente conservada, composta pelo
pentapeptidio G-X1-S-X»-G, onde G = glicina; X; = histidina; S = Serina e X, = &cido glutamico
ou aspartico [79—82]. Esta regido ¢ frequentemente recoberta por uma “tampa” hidrofobica, ou
“lid”, na auséncia de um substrato. Essa “tampa” pode se mover quando em contato com uma
interface lipidio-dgua, exibindo a chamada conformacao aberta da enzima, onde seu sitio ativo

fica exposto e pronto para catalisar reacdes [83].

Figura 14 — Representagdo da estrutura e do sitio ativo da lipase de Psychrobacter sp
( o

Fonte: Adaptado de DE SANTI et al., 2010 [82]

As reagoes catalisadas por lipases sdo semelhantes as catalisadas por serino-proteases
devido a similaridade da triade catalitica entre as duas enzimas. Logo, o mecanismo catalitico
para as lipases segue o modelo proposto para a quimiotripsina, uma serino-protease (Figura 15).

O processo de hidrolise desencadeado pela enzima se inicia com a serina sendo
desprotonada por um ataque nucleofilico do par de elétrons nao ligantes da histidina. Essa
desprotonacao da serina permite um novo ataque nucleofilico ao carbono carbonilico da ligagao
éster da cadeia do substrato, formando um intermediario tetraédrico. O anel imidazdlico da
histidina fica protonado e carregado positivamente, sendo estabilizado pela carga negativa do
residuo acido. O intermediario tetraédrico € estabilizado por duas ligagdes de hidrogénio
formadas com as ligacdes amida dos residuos de aminoacidos. Uma molécula de alcool ¢
liberada, formando um complexo acil-enzima. Em um segundo ataque nucleofilico por um ion

hidroxila da 4gua, o 4cido graxo ¢ liberado e a enzima ¢ regenerada [80].
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Figura 15 — Mecanismo catalitico proposto para lipases

Fonte: Adaptado de SILVERMAN, 2002 [33]

A descoberta relativamente recente da capacidade de catélise reversa das lipases, com
elevada eficiéncia ao realizar a reagdo de sintese, abriu inimeras possibilidades no campo da
quimica organica sintética. Além disso, as vantagens de utilizagao destas enzimas vao para além
de sua elevada régio, quimio e enantiosseletividade, visto que apresentam surpreendente
estabilidade em diversos solventes (aquoso, organico ou supercritico), atuam em condigdes
reacionais brandas mesmo mantendo a atividade em altas temperaturas e diferentes condi¢des
de pH, ndo necessitam de cofatores, reconhecem uma ampla variedade de substratos ndo-

naturais e estdo disponiveis comercialmente a pregos acessiveis [41,77,84-87].

2.3.1.1 Imobilizagdo de lipases

A utilizagdo de lipases soluiveis no meio reacional tem sido limitada por fatores como
baixa estabilidade sob algumas condigdes de operacdo e dificuldade de recuperagdo e
reutilizacdo do biocatalisador [46,88]. Uma vez imobilizada, a enzima deixa de ser soluvel e
passa a apresentar as vantagens de catalisadores heterogéneos, tais como a reutilizagdo ou uso
continuo, a facilidade na separacdo do meio reacional, a possibilidade de modula¢do de
propriedades cataliticas, a prevengdo de possiveis contaminagdes e a estabilizacdo da estrutura
tridimensional [89,90].

A imobilizacdo enzimatica ¢ uma técnica que mantém o biocatalisador fisicamente
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confinado ou localizado numa regido especifica do suporte, com retencdo de suas atividades
cataliticas e possibilidade de uso repetido e continuo enquanto o sistema enzimatico se mantiver
ativo [46]. Idealmente, a enzima imobilizada devera exibir uma atividade catalitica superior e
nao deverao ocorrer modificagdes no sitio ativo [41].

Dentre os varios métodos de imobilizagdo disponiveis, a adsor¢do ¢ o método mais
utilizado para imobilizagdo de lipases que, em condi¢des adequadas, sdo adsorvidas em sua
conformagdo aberta [91-94]. Considerado o método mais simples, economicamente mais
barato e menos agressivo em relacao a atividade enzimatica, este consiste na mistura do suporte
insoluvel com a solucdo enzimatica sob condi¢des apropriadas. A adsor¢ao ocorre pela
interagdo dos grupos superficiais da enzima com os grupos superficiais do suporte por meio de
atracoes eletrostaticas, como forgas de van der Waals e interagdes idnicas, ou por interagdes
hidrofobicas. No caso de lipases, as interagdes hidrofobicas sao as mais comuns [92,95,96].

Uma grande variedade de materiais naturais, sintéticos, organicos ou inorganicos, com
diferentes caracteristicas de area, forma e densidade, tem sido investigada para efetuar
imobilizacdo de lipases [97,98]. Alguns materiais citados na literatura como suportes para a
imobilizacao de lipases sdo: polimeros polares como metacrilato de metila [99], polimeros
sintéticos anfifilicos como polietilenoglicol [100] ou hidrofébicos como o Accurel [101] e
suportes inorganicos, como os argilominerais [45] ou a silica de porosidade controlada [46,47],
que pode ser funcionalizada com diferentes grupos, como alquila, amino e carboxila, que
possibilitam a orientagdo da enzima ao suporte por diferentes regides [48].

A imobilizagdo por adsor¢ao nos suportes descritos também ¢ amplamente empregada
para modificacao de eletrodos utilizando enzimas. No entanto, limitagcdes como a lixiviagdo de
biocomponentes e possiveis barreiras de difusdo podem restringir sua utilizagdo [49]. Na
maioria das aplicagdes bioeletroquimicas, as enzimas de diferentes classes sdo confinadas em
algum tipo de matriz polimérica para posterior imobilizagdo na superficie do eletrodo de
trabalho. O polimero fica responsavel por manter a espécie estavel e deve permitir, além da
transferéncia direta de elétrons, a facil difusdo de moléculas e ions dentro e fora da matriz
[102]. Geralmente, os suportes utilizados sdo formados por poliaminas ou polidlcoois que
mimetizam o ambiente natural das enzimas que encapsulam, além de outros polimeros
micelares que contém regides hidrofobicas, como € o caso do Nafion modificado [102—-104].

Cada método de imobilizagdo apresenta vantagens e desvantagens. A escolha da
metodologia mais apropriada depende da transformacdo desejada e da natureza da enzima.
Além disso, reprodutibilidade, custo e dificuldade do processo de imobilizagdo também

precisam ser considerados [49].


https://www.sciencedirect.com/topics/chemical-engineering/diffusion-barrier
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 INSTRUMENTACAO

Para a execugdo das eletrossinteses, utilizou-se uma célula de vidro de 15 mL, sem
compartimento divisorio € com tampa de resina de acetal provida de orificios circulares para
encaixe dos eletrodos e adi¢cdo das solugdes. As reagoes foram desencadeadas em um sistema
de trés eletrodos. Eletrodos de trabalho de carbono vitreo, platina, niquel, aluminio, cobre e
uma liga estanho/chumbo (63:37) utilizada para soldagem de componentes eletroeletronicos
(revestida e/ou ndo com filme de Nafion modificado com lipase de Thermomyces lanuginosos)
foram testados juntamente a eletrodos de referéncia de Ag/Ag" (CH3CN/AgNO3 0,01 mol L)
e Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L) e a eletrodos auxiliares de carbono vitreo, aluminio e platina. Os
eletrodos foram conectados a um potenciostato portatil DropSens uSTAT400 ou PalmSens3,
interfaceado ao software DropView (versao 8400) ou PStrace (versdo 4.8), respectivamente.

As medidas voltamétricas foram realizadas em um potenciostato portatil PalmSens3 e
os dados foram processados no software PStrace (versdo 4.8). As reagdes ocorreram em uma
célula de vidro anéloga a descrita anteriormente. Para execu¢ao das andlises, um fio da liga que
corresponde ao eletrodo de trabalho combinado de estanho/chumbo (63:37) foi polido com
folha lixa de ferro/metal grao 500 (3M) e inserido em uma seringa descartavel de modo a reduzir
a superficie de contato do eletrodo ao didmetro do fio (aproximadamente 1,0 mm). Esse eletrodo
foi incorporado ao sistema com e sem revestimento de Nafion modificado ou ndo com lipase
de Thermomyces lanuginosus. Além disso, foram utilizados um eletrodo Ag/AgClI (KCI 3,0 mol
L") como eletrodo de referéncia e um filamento de platina como eletrodo auxiliar.

As medidas coulométricas foram realizadas em uma célula de vidro equivalente as
anteriores, utilizando eletrodo de trabalho de estanho/chumbo (63:37) revestido com filme de
Nafion modificado com lipase de Thermomyces lanuginosus (E-NLTL), eletrodo auxiliar de
platina e eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L). Foi utilizado um potenciostato
Autolab PGSTAT204, com moédulo analisador de resposta de frequéncia (FRA32M),
gerenciado pelo software NOVA 2.0.

Um espectrofotometro Shimadzu UV-1800, gerenciado pelo software UVProbe (versao
2.42), e cubeta de quartzo com 1,00 cm de caminho 6ptico foram utilizados para a determinagao
da atividade e estabilidade das lipases no meio reacional.

As anélises de cromatografia gasosa (CG) para medidas de conversao foram realizadas

em um cromatografo a gas Agilent 7890B, equipado com detector de ionizagdo por chama
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(FID) e coluna B-DEX (30 m x 0,25 um x 0,25 mm) da Supelco, pertencente a Fundagao
Universidade Regional de Blumenau (FURB). A coluna foi mantida a 60 °C por 5 minutos e,
em seguida, foi aquecida a uma velocidade de 10 °C/minuto até atingir a temperatura do
detector (220 °C). Um volume de 1,0 uL da amostra foi injetado a 230 °C e o tempo total da
corrida foi de 31 minutos, com fluxo de gas hélio 5.0 de 1,0 mL/minuto.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e '3C para caracterizacio
de reagentes e produtos foram obtidos por meio de um espectrometro Bruker Ultrashield,
também pertencente a FURB, operando na frequéncia de 300 MHz (RMN 'H) e 75 MHz (RMN

13(C) e utilizando CDCls como solvente e TMS como padrio interno.

3.2 REAGENTES E SOLUCOES

Os solventes (acetonitrila e etanol), bem como o H2SO4 concentrado, foram obtidos da
Neon. Os eletrdlitos de suporte (Na;SOs, KCl e MgCl-6H>O) utilizados nos estudos de
otimizacdo de condic¢des reacionais foram obtidos da Alphatec, da Vetec e da Dinamica,
respectivamente. Os substratos carbonilicos, o fluoreto de tetrabutilamoénio (TBAF) e o
hexafluorfosfato de tetrabutilamoénio (TBAPFs) foram obtidos da Sigma Aldrich.

As solugdes tampdo fosfato (0,1 mol L") pH 6,2; 7,4 ¢ 8,0 foram preparadas a partir de
Na;HPO4 (Exodo Cientifica) e NaH2POs (Synth). As solugdes tampio acetato (0,1 mol L") pH
4,0 e 5,0 foram preparadas a partir de CH3COONa (Nuclean) e CH3COOH (Vetec). Essas
solucdes tampao foram utilizadas como eletrdlito de suporte nos estudos de otimizagao.

As enzimas comerciais lipase A (Amano) de Aspergillus niger (liofilizada), lipase AK
(Amano) de Pseudomonas fluorescens (liofilizada e imobilizada em sol-gel), lipase M (Amano)
de Mucor javanicus (liofilizada), lipase F-AP15 (Amano) de Rhizopus oryzae (liofilizada),
lipase PS (Amano) de Burkholderia cepacia (liofilizada (PS-SD), imobilizada em ceramica
(PS-C) e em diatomita (PS-D)), lipase de Candida antarctica B (em solugdo (Lipozyme CAL-
B L), imobilizada em resina de troca idnica (Lipozyme 435) e em resina acrilica (Novozym
435)), lipase de Candida rugosa tipo VII (liofilizada), lipase de pancreas de porco tipo II
(liofilizada), lipase de Rhizomucor miehei (em solucao (Novozym 338) e imobilizada em resina
de troca i6nica tipo Duolite (Lipozyme RM-IM)), lipase de Thermomyces lanuginosus (em
solucdo e imobilizada em silica (Lipolase 100T)) e lipase de Aspergillus oryzae (em solucao
(Lipolase 100L)) foram doadas pela FURB. Quando em solug¢do, as enzimas foram imobilizadas
em silica gel (0,063-0,200 mm) (Macherey-Nagel), alumina (Exodo Cientifica), Celite®

Synth), haloisita (Sigma-Aldrich) e/ou montmorilonita modificada com 5-35% de
Sy g
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octadecilamina e 0,5-5% de APTS (MMT modificada). Para imobilizagdo da lipase de
Thermomyces lanuginosus no eletrodo combinado de estanho/chumbo (63:37), uma solugao
diluida da enzima foi adicionada a uma solu¢do de Nafion 5% obtida da Sigma-Aldrich. Na
determinagdo da atividade enzimatica das lipases, foi empregado butirato de 4-nitrofenila,
também da Sigma-Aldrich.

As reagdes de eletrorreducdo foram acompanhadas por cromatografia de camada
delgada (CCD), realizada pelo emprego de cromatofolhas de silica gel obtidas da Macherey-
Nagel e reveladas sob luz ultravioleta (A=254 nm). Para a purificagdo dos produtos por
cromatografia em coluna de silica gel (Macherey-Nagel), foi utilizada uma mistura dos
solventes acetato de etila e hexano, da Neon. O MgSOq utilizado para tratar a fase organica foi
obtido da Grupo Quimica.

Os reagentes e¢ solventes comerciais foram utilizados sem purificacdo prévia e as

enzimas foram mantidas a -20 °C. Todas as solu¢des foram preparadas com agua deionizada.
3.3 OTIMIZACAO DAS CONDICOES REACIONAIS DE ELETRORREDUCAO

Para a otimizac¢do da metodologia proposta, a reducdo eletrossintética da acetofenona
(1), que leva a formagao de 1-feniletanol (2) e de 2,3-difenilbutano-2,3-diol (3), foi escolhida

como reacao modelo de estudo (Figura 16).

Figura 16 — Reagdo modelo: eletrorredugdo da acetofenona (1) ao alcool (2) e ao dimero (3)

0 OH HO O
Eletrossintese
> +
HO

1 2 3

As variaveis investigadas nesta etapa foram: composi¢do dos eletrodos, natureza do
solvente, adi¢cdo de eletrolitos de suporte, magnitude do potencial elétrico aplicado e tempo
reacional. Eletrodos de trabalho de carbono vitreo, cobre, niquel, aluminio, platina e combinado
de estanho/chumbo (63:37) foram testados junto a eletrodos auxiliares de platina, carbono
vitreo e aluminio. Eletrodos de Ag/Ag” (CH3CN/AgNO3 0,01 mol L) e Ag/AgCl (KC1 3,0 mol
L!) foram utilizados como eletrodo de referéncia. Acetonitrila, etanol e 4gua foram os solventes
testados em sistemas contendo Na;SOs, H>SO4, MgCly-6H20, KCl, TBAF e TBAPF¢ como
eletrolitos de suporte, além dos tampdes fosfato (0,1 mol L") pH 7,4 e acetato (0,1 mol L") pH
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4,0. Foram aplicados potenciais de -1,5 e -2,0 V vs. Ag/AgCl (KC1 3,0 mol L'!) em tempos
reacionais de 1-6 horas. Para a realizagdo dos testes, reagcdes contendo 0,48 mmol de 1 para 4,0
mL de solvente de estudo foram realizadas a temperatura ambiente (25 °C) e acompanhadas por

CCD e espectroscopia UV-Vis.
3.4 ESTUDO DA ATIVIDADE E DA ESTABILIDADE DAS LIPASES

A atividade das lipases foi determinada pela medida da variagao de absorbancia em 315
nm durante a reagdo enzimatica de hidroélise do butirato de 4-nitrofenila (4) com formacao do
4-nitrofenol (5) (Figura 17) [93]. Cada analise foi realizada apds adi¢ao de 3,0 mL de solucgdo
tampao fosfato (0,1 mol L!) pH 7,4, 10 uL (ou mg) da enzima e 1,5 uL de 4 em uma cubeta de
quartzo. Apoés agitacdo das solugdes (ou suspensdes) de lipase, o aumento da absorbancia foi
acompanhado durante 5 minutos a temperatura ambiente. A atividade enzimatica, em unidade
por grama de enzima (U g™!), é definida como a velocidade inicial de hidrélise de 1 umol de 4
por minuto e foi calculada a partir de uma curva de calibragdo (absorbancia x concentragdo -

mmol L) construida para 5, considerando as condigdes de ensaio.

Figura 17 — Hidrdlise do butirato de 4-nitrofenila (4) mediada por lipase

/©/O\H/\/ lipase /©/ OH
O,N O tampao fosfato pH 7,4 O,N

4 5

De forma anéloga, a atividade das lipases foi determinada novamente apos 15, 30, 60 e
120 minutos sob aplicacdo de potencial de magnitudes -1,5 V e -2,0 V vs. Ag/AgClI (KCI 3,0

mol L), em uso dos pardmetros de reacdo otimizados, a fim de investigar sua estabilidade.

3.4.1 Imobilizacao das lipases livres em diferentes suportes

Os testes de estabilidade para as lipases comercializadas em solugdao foram repetidos
apods imobilizagdo em silica gel, alumina, Celite®, haloisita e MMT modificada.

A imobiliza¢do foi realizada por adsor¢do a partir da mistura fisica do suporte
selecionado com a lipase em solucdo. Silica gel, Celite® e MMT modificada foram utilizadas

na proporcao de 1,0 mg do suporte para 1,0 uL da enzima. Alumina e haloisita, por sua vez,
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foram utilizadas na propor¢do de 2,0 mg para 1,0 uL. A mistura foi agitada com uma espatula
por, aproximadamente, 2 minutos, até formar uma pasta uniforme [47].

As lipases liofilizadas foram previamente diluidas em tampdo fosfato (0,1 mol L) pH
7,4, originando solucdes enzimaticas de concentragdo 35,0 g L™'. Subsequentemente, estas
lipases foram imobilizadas em Celite® de forma andloga a descrita anteriormente, a partir da
mistura fisica do suporte com a solugdo enzimatica na propor¢ao de 1,0 mg para 1,0 uL. Os

testes de estabilidade dessas lipases também foram repetidos na nova condigao.

3.5 REDUCAO ELETROSSINTETICA DA ACETOFENONA APLICANDO LIPASES

Sob potencial de -2,0 V vs. Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™!) e utilizando eletrodo de trabalho
combinado de estanho/chumbo (63:37) e eletrodo auxiliar de platina; foram desencadeadas
reagdes contendo 0,48 mmol de 1 para 4,0 mL de tampio fosfato (0,1 mol L") pH 7,4 com
adicdo de diversas lipases comerciais em diferentes condig¢des. S@o elas: lipase A (Amano) de
Aspergillus niger (liofilizada), lipase AK (Amano) de Pseudomonas fluorescens (liofilizada e
imobilizada em sol-gel), lipase M (Amano) de Mucor javanicus (liofilizada), lipase F-AP15
(Amano) de Rhizopus oryzae (liofilizada), lipase PS (Amano) de Burkholderia cepacia
(liofilizada (PS-SD), imobilizada em ceramica (PS-C) e em diatomita (PS-D)), lipase de
Candida antarctica B (em solugao (Lipozyme CAL-B L), imobilizada em resina de troca idnica
(Lipozyme 435) e em resina acrilica (Novozym 435)), lipase de Candida rugosa tipo VII
(liofilizada), lipase de pancreas de porco tipo II (liofilizada), lipase de Rhizomucor miehei (em
solucdo (Novozym 338) e imobilizada em resina de troca ionica tipo Duolite (Lipozyme RM-
IM)), lipase de Thermomyces lanuginosus (em solucdo e imobilizada em silica gel (Lipolase
100T)), e lipase de Aspergillus oryzae (em solugdo (Lipolase 100L)).

As enzimas livres foram adicionadas ao meio reacional apds imobilizagao em diferentes
suportes. A lipase de Candida antarctica B (Lipozyme CAL-B L) e a lipase de Aspergillus
oryzae (Lipolase 100L) foram utilizadas apds imobilizacdo em Celite®. A lipase de
Thermomyces lanuginosus foi utilizada imobilizada em MMT modificada e a lipase de
Rhizomucor miehei (Novozym 338), em alumina. As lipases liofilizadas foram diluidas em
tampdo fosfato (0,1 mol L") pH 7,4 e utilizadas apos imobilizacio em Celite®. Apenas as
lipases liofilizadas de Candida rugosa tipo VII e AK (Amano) de Pseudomonas fluorescens
foram utilizadas livres. Todas as espécies disponiveis na condi¢cao de imobilizacdo comercial

também foram testadas.
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A adigdo de 20 mg das enzimas foi realizada de modo fracionado (ao decorrer do tempo
reacional). Lipases que mostraram diminui¢do significativa da atividade sob aplicagdo do
potencial elétrico de estudo foram adicionadas ao meio reacional em fracdes de 2,5 mg a cada
30 minutos. As demais lipases foram adicionadas em fracdes de 10,0 mg a cada 2 horas. As
reagdes foram finalizadas apds 4 horas. Todos os testes foram feitos em duplicata para garantir
a reprodutibilidade da metodologia.

Aliquotas de 500 pL da fase aquosa foram extraidas com acetato de etila (3 x 300 uL)
e a fase organica foi analisada por CG. Como base para os calculos de conversdo, duas curvas

de calibracdo foram construidas: uma para a acetofenona (1) e outra para o 1-feniletanol (2).

3.6 ESTUDOS ADICIONAIS NA PRESENCA DE LIPASES SELECIONADAS

Ensaios de eletrorreducao de 1 com adi¢do de grupo protetor de silicio ou em diferentes
condi¢des de pH foram realizados na presenca de 5 lipases, selecionadas dentre as ja descritas
no topico anterior, a saber: lipase PS (Amano) de Burkholderia cepacia (imobilizada
comercialmente em diatomita (PS-D)), lipase de Candida antarctica B (imobilizada
comercialmente em resina acrilica (Novozym 435)), lipase de Rhizomucor miehei (imobilizada
comercialmente em resina de troca idnica tipo Duolite (Lipozyme RM-IM)) e lipase de
Thermomyces lanuginosus (imobilizada em MMT modificada e, comercialmente, em silica gel
(Lipolase 100T)). A lipase de Thermomyces lanuginosus em solucdo foi, também, utilizada

apods imobilizagdo no eletrodo de trabalho combinado de estanho/chumbo (63:37).

3.6.1 Eletrorreducio da acetofenona e protecio one-pot do 1-feniletanol

A combinagdo one-pot da eletrorreducdo de 1 e da protecdo de 2 com TMSCI foi
investigada na presenga das lipases selecionadas. As reagdes ocorreram utilizando eletrodo de
trabalho combinado de estanho/chumbo (63:37) e eletrodo auxiliar de platina, em 4,0 mL de
solugdo tampdo fosfato (0,1 mol L") pH 7,4 e sob aplicagio de potencial de -2,0 V vs. Ag/AgCl
(KC1 3,0 mol L) por 4 horas. Ao meio, foram adicionadas fra¢des de 2,5 mg das lipases ja
imobilizadas a cada 30 minutos de reacdo, totalizando 20 mg. O TMSCI, por sua vez, foi
adicionado em excesso (0,67 mmol) e de modo integral (no inicio da reacgao).

Aliquotas de 500 pL da fase aquosa foram extraidas com acetato de etila (3 x 300 pL)
e a fase organica foi analisada por CG. As curvas de calibragdo construidas previamente, uma

para 1 e outra para 2, foram suficientes para fundamentar os calculos de conversao.
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3.6.2 Eletrorreducio da acetofenona em diferentes condi¢oes de pH

A adicao das lipases selecionadas foi testada para eletrorreducao de 0,48 mmol de 1 em
4,0 mL de tampdo acetato (0,1 mol L") pH 4,0 e pH 5,0. Foram adicionados 20 mg de enzima
ao meio reacional em fragdes de 2,5 mg a cada 30 minutos, respeitando a estabilidade das
espécies.

As reacoes duraram 4 horas, o potencial aplicado foi de -2,0 V vs. Ag/AgCl (KCI 3,0
mol L) e foram utilizados eletrodo de trabalho combinado de estanho/chumbo (63:37) e
eletrodo auxiliar de platina. Todos os testes foram feitos em duplicata para garantir a
reprodutibilidade da metodologia.

Aliquotas de 500 puL da fase aquosa foram extraidas com acetato de etila (3 x 300 uL)
e a fase orgénica foi analisada por CG. Para calculos de conversdo, foram utilizadas as curvas

de calibragdo construidas previamente: uma para 1 e outra para 2.

3.6.3 Preparaciao e desempenho do eletrodo modificado com lipase (E-NLTL)

3.6.3.1 Imobilizagdo da lipase de Thermomyces lanuginosus sobre a superficie do eletrodo

Uma solucdo 10% da lipase de Thermomyces lanuginosus foi preparada a partir da
diluicio da enzima comercial em tampdo acetato (0,1 mol L) pH 5,0 e adicionada a uma
solugdo de Nafion 5% na proporcao de 2:1 em volume, respectivamente. A mistura foi agitada
em vortex para originar a solugdo de revestimento de Nafion modificado com lipase [103,104].

Antes do procedimento de imobilizagdo, um fio da liga que corresponde ao eletrodo de
trabalho combinado de estanho/chumbo (63:37) foi polido com folha lixa ferro/metal grao 500.
Sobre a superficie ativa do eletrodo limpo, foi pipetada uma aliquota (150 puL) da solugao de
revestimento e o eletrodo foi mantido em dessecador sob vacuo até secagem do filme formado

(2-3 horas). O eletrodo modificado foi armazenado seco a temperatura de -20 °C.
3.6.3.2 Eletrorredugdo da acetofenona empregando E-NLTL como eletrodo de trabalho
Reag¢des com 4,0 mL de tampao fosfato (0,1 mol L) pH 7,4 ou acetato (0,1 mol L)

pH 4,0 ou 5,0 foram investigadas para eletrorreducao de 0,48 mmol de 1 em um sistema de trés

eletrodos: eletrodo de trabalho E-NLTL, eletrodo auxiliar de platina e eletrodo de referéncia
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Ag/AgCl (KC1 3,0 mol L. O potencial aplicado foi de -2,0 V vs. Ag/AgCl e as reagdes foram
finalizadas apos 4 horas.

Uma aliquota de 500 uL da fase aquosa foi extraida com acetato de etila (3 x 300 uL).
A fase organica foi analisada por CG. Como base para os calculos de conversdao, foram
utilizadas as curvas de calibrag@o construidas previamente: uma curva para 1 e outra para 2.

A parte restante da fase aquosa foi extraida com acetato de etila (3 x 2,0 mL) e a fase
organica seca com MgSOQy, filtrada e concentrada em rotaevaporador. O 1-feniletanol (2) foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel (10% acetato de etila/hexano, 50% acetato
de etila/hexano) e caracterizado por RMN de 'H e '*C. Os dados de experimentais de RMN de
'H e !3C sido relatados da seguinte forma: deslocamento quimico (8) em ppm, multiplicidade (s
= singleto, d = dupleto, q = quarteto e m = multipleto), constante de acoplamento (J) em Hertz

e integral relativa dos hidrogénios. Estes dados foram comparados com os da literatura

[32,105,106].

OH Oleo incolor; RMN 'H (CDCl3, 300 MHz): § (ppm) 7,41-7,27 (m, SH); 4,89
©)\ (q,J=6,46 Hz, 1H); 1,51 (d, J= 6,45 Hz, 3H). RMN 3C (CDCl3, 75 MHz):
o (ppm) 145,9; 128,5; 127,4; 125,4; 70,4; 25,2.

I-feniletanol 2) | CG: Tr (R) = 15,16 min; Tr (S) = 15,25 min.

3.7 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

3.7.1 Medidas voltamétricas

Todas as medidas de voltametria ciclica foram realizadas a temperatura ambiente
(aproximadamente 25 °C), em uma célula eletroquimica contendo 2,5 mL de acetonitrila, 2,5
mL do tampao correspondente ao pH de estudo, 0,50 mmol do eletrolito de suporte TBAPFs
(0,1 mol L") e 0,25 mmol de 1 (0,05 mol L") [32]. Foram investigados os tampdes acetato (0,1
mol L") pH 4,0-5,0 e os tampdes fosfato (0,1 mol L") pH 6,2-8,0.

Para execuc¢do das andlises, um fio de liga estanho/chumbo (63:37) foi inserido em uma
seringa descartavel. Este foi utilizado como eletrodo de trabalho com e sem o revestimento de
Nafion modificado ou ndo com lipase de Thermomyces lanuginosus. Todas as medidas foram
realizadas em triplicata, a uma taxa de varredura de 0,1 V s!, utilizando eletrodo de referéncia

Ag/AgCl (KC1 3,0 mol L) e eletrodo auxiliar de platina.
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3.7.2 Medidas coulométricas

As medidas coulométricas foram realizadas a temperatura ambiente (aproximadamente
25 °C), em uma célula eletroquimica contendo 4,0 mL de tampdo acetato (0,1 mol L") pH 5,0
e 0,25 mmol de 1 (0,05 mol L!). Foram utilizados eletrodo de trabalho E-NLTL, eletrodo
auxiliar de platina e eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L). As eletrélises ocorreram

a potenciais controlados de -1,5 Ve -2,0 V vs. Ag/AgCl.

3.8 EXPANSAO DA METODOLOGIA NAS CONDICOES OTIMAS DE REACAO

Utilizando a metodologia otimizada, alguns derivados de 1 foram submetidos a
(bio)eletrorreducdo. A saber, sdo eles: 4-metilacetofenona (6), 4-metoxiacetofenona (8), 4-
fluoroacetofenona (10) e 4-bromoacetofenona (12).

Em células eletroquimicas contendo 4,0 mL de solucio tampdo acetato (0,1 mol L") pH
5,0, as eletrorredugdes de 0,48 mmol das cetonas de interesse foram promovidas em um sistema
de trés eletrodos: eletrodo de trabalho E-NLTL, eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCI 3,0 mol
L) e eletrodo auxiliar de platina. O potencial aplicado foi de -2,0 V vs. Ag/AgCl e as reacdes
duraram 4 horas.

ApoOs cada reagdo, uma aliquota de 500 pL da fase aquosa resultante foi extraida com
acetato de etila (3 x 300 uL). A fase orgénica foi analisada por CG. Como base para os célculos
de conversdo, curvas de calibragdo para as cetonas e alcoois correspondentes foram construidas.

A parte restante da fase aquosa foi extraida com acetato de etila (3 x 2,0 mL). A fase
organica foi tratada com MgSOs, filtrada e concentrada em rotaevaporador. Os alcoois
produzidos foram purificados por cromatografia em coluna de silica gel (10% acetato de
etila/hexano, 50% acetato de etila/hexano) e caracterizado por RMN de 'H e *C. Os dados
experimentais de RMN de 'H e '*C sio relatados de forma andloga a descrita anteriormente e

comparados aos da literatura [105-109].

Oleo incolor; RMN 'H (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 7,29 (d, J = 7,80
OH

Hz, 2H); 7,19 (d, J = 7,80 Hz, 2H); 4,90 (q, J = 6,43 Hz, 1H); 2,37
/©)\ (s, 3H); 1,83 (s, 1H); 1,51 (d, J = 6,45 Hz, 3H). RMN 3C (CDCls,
M€ 75 MHz): 6 (ppm) 142,9; 137,2; 129,2; 125,4; 70,3; 25,1; 21,1.
CG: Tr (R) = 16,19 min; Tr (S) = 16,29 min.

1-(4-metilfenil)etanol (7)




OH

H5CO

1-(4-metoxifenil)etanol (9)

OH

ion

1(4-fluorofenil)etanol (11)

OH
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1(4-bromofenil)etanol (13)
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Oleo amarelado; RMN 'H (CDCl;, 300 MHz): § (ppm) 7,35-7,30
(m, 2H); 6,93-6,88 (m, 2H); 4,88 (q, J = 6,43 Hz, 1H); 3,83 (s, 3H);
1,50 (d, J = 6,44 Hz, 3H). RMN 3C (CDCl3, 75 MHz): & (ppm)
159,0; 138,0; 126,7; 113,9; 70,0; 55,3; 25,0.

CG: Tr (R) = 18,32 min; Tr (S) = 18,35 min.

Oleo acastanhado; RMN 'H (CDCls, 300 MHz): § (ppm) 7,40-7,28
(m, 2H); 7,09-7,01 (m, 2H); 4,91 (q, J = 6,44 Hz, 1H); 1,50 (d, J =
6,45 Hz, 3H). RMN 3C (CDCls, 75 MHz): § (ppm) 160,5; 141,5;
127,1; 115,1; 69,8; 25,3.

CG: Tr (R) = 15,46 min; Tr (S) = 15,54 min.

Oleo incolor; RMN 'H (CDCls, 300 MHz): & (ppm) 7,52-7,46 (m,
2H); 7,30-7,25 (m, 2H); 4,89 (q, /= 6,46 Hz, 1H); 1,49 (d, J= 6,47
Hz, 3H). RMN 3C (CDCls, 75 MHz): & (ppm) 144,8; 131,6; 127,2;
121,2; 69,8; 25,3.

CG: Tr (R) = 19,27 min; Tr (S) = 19,30 min.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PRIMEIROS ENSAIOS DE ELETRORREDUCAO: DA SELECAO DOS ELETRODOS
AO SISTEMA DE SOLVENTES

Com finalidade de otimizag¢do das condigdes reacionais, testes preliminares para a
eletrorreducao da acetofenona (1) visando formar 1-feniletanol (2) em detrimento do dimero de
pinacol correspondente (3) (Figura 18) foram promovidos por diferentes sistemas de trés
eletrodos, em diversas combinagdes de solventes e eletrdlitos de suporte (Tabelas 2 e 3). O
composto 1 foi escolhido como substrato modelo pela facilidade de andlise e caracterizacdo dos

produtos formados a partir de sua redugao eletrossintética.

Figura 18 — Reagdo de reducao eletroquimica da acetofenona (1)

0 OH HO
Eletrossintese
> +
O HO

1 2 3

As reagdes que levaram a formagdo do alcool de interesse foram derivadas das

condicdes observadas nas Entradas 12-15 (Tabela 3).

Tabela 2 — Selecdo de condi¢des experimentais testadas para eletrorredugdo de 1

Entrada Eletrodos Solventes e eletrdlitos’ Resultados?

1 Carbono vitreo (W), Acetonitrila e TBAF -3
Ag/Ag" (R) e platina (C)

2 Carbono vitreo (W), Acetonitrila, H,O e -3
Ag/Ag" (R) e platina (C) MgClz'6H20

3 Carbono vitreo (W), Etanol e Na;SO4 -3
Ag/AgCl (R) e platina (C)

4 Carbono vitreo (W), Etanol e KCl -3
Ag/AgClI (R) e platina (C)

5 Carbono vitreo (W), Etanol e TBAPFs Formacgao de 3

Ag/AgCl (R) e platina (C)

6 Carbono vitreo (W), Etanol e H>SO4 Formacao de 3
Ag/AgCl (R) e platina (C)
! Foram utilizados 0,48 mmol de 1 em 4,0 mL de solvente. O potencial aplicado foi de -2,0 V vs. Ag/AgCl (KCl

3,0 mol L-1). Tempos reacionais de até 6 h foram observados. 2 A formagdo de 2 foi observada por CCD e a
formacdo de 3 por espectroscopia UV-Vis. 3 Os produtos 2 e 3 ndo foram detectados nestas condigdes.




46

Tabela 3 — Selecao de condicdes experimentais testadas para eletrorreducdo de 1 (continuacao

da Tabela 2)
Entrada Eletrodos Solventes e eletrélitos! Resultados?
7 Carbono vitreo (W), Etanol e H2SO4 Formacao de 3
Ag/AgCl (R) e aluminio (C)
8 Platina (W), Ag/AgCl (R) e Etanol e H>SO4 -3
carbono vitreo (C)
9 Niquel (W), Ag/AgCl (R) e Etanol ¢ H2SO4 -3
platina (C)
10 Aluminio (W), Ag/AgCl Etanol ¢ HoSO4 .
(R) ¢ platina (C) Formagao de 3
11 Cobre (W), Ag/AgCI (R Etanol e H
obre (W), Ag/Ag R)e tanol e H2SO4 Formagdo de 3
platina (C)
12 Estanho/chumbo (W), Etanol e H>SO4 s 50 de 2 e 3
Ag/AgCl (R) e platina (C) ormagao de & ¢
13 Estanho/chumbo (W), Agua e HySO4 .
Ag/AgCl (R) e platina (C) Formagao de 2 e 3*
14 Estanho/chumbo (W), Tampao acetato

Ag/AgCl (R) e platina (C) (0,1 mol L") pH 4,0  Formagdode2e 3

15 Estanho/chumbo (W), Tampao fosfato
Ag/AgCl (R) e platina (C) (0,1 mol L") pH 7.4
! Foram utilizados 0,48 mmol de 1 em 4,0 mL de solvente. O potencial aplicado foi de -2,0 V vs. Ag/AgCl (KCI
3,0 mol L-1). Tempos reacionais de até 6 h foram observados. 2 A formagdo de 2 foi observada por CCD e a

formacdo de 3 por espectroscopia UV-Vis. 3 Os produtos 2 e 3 ndo foram detectados nestas condigdes.
4 Proporgdo ndo determinada.

Formagao de 2 ¢ 3¢

Todas as reagdes que conduziram a formagao do composto 2 foram realizadas com fio
de liga estanho/chumbo (63:37) como eletrodo de trabalho. Quanto a isso, sabe-se que a
interacdo do grupo funcional carbonila de cetonas com superficies metalicas formadas por
atomos altamente coordenados ¢ termodinamicamente desfavoravel [110]. Entretanto,
conforme foi relatado para o benzeno, espera-se que compostos contendo anel aromatico
interajam com essas superficies por meio do seu sistema de elétrons « [111-113]. Desse modo,
ocorre uma diminuicao da distancia fisica entre a superficie do eletrodo metalico e o grupo
funcional carbonila, permitindo que este seja reduzido [114].

Os solventes e eletrolitos de suporte das reagcdes com melhores resultados no sentido
da formagao de 2 foram etanol e 4gua na presenca de acido sulftrico, além dos tampdes acetato
(0,1 mol L") pH 4,0 e fosfato (0,1 mol L) pH 7,4. Tempos reacionais de 4 horas foram
necessarios para conversdo e o potencial aplicado nos testes selecionados foi de -2,0 V vs.

Ag/AgCl. Em potenciais de menor magnitude, ndo ocorreu relevante formacdo do alcool 2.
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Resultados similares foram observados em estudos anteriores, nos quais a formagao do alcool
aumentou com o aumento do potencial negativo aplicado a célula [115].

Na Figura 19, ¢ possivel observar dois picos de reducdo para a acetofenona (1),
resultantes dos mecanismos de transferéncia de um ou dois elétrons. A transferéncia do um
elétron (em -1,827 V) da origem ao intermediario precursor do dimero 3 e a transferéncia de

dois elétrons (em -1,986 V) forma o intermedidrio precursor do alcool 2.

Figura 19 — Voltamograma ciclico de 0,05 mol L'! de 1 em cossolvente (CH3CN/tamp?o
fosfato (0,1 mol L) pH 7,4; 1/1), com adi¢do de TBAPF¢ (0,1 mol L), a uma taxa de
varredura de 0,1 V s', com W = Sn/Pb (63:37), R = Ag/AgCle C =Pt

0,1 +

-0,3 : : : : : : : : : : : |
2,8 24 2 -1,6 1,2 0,8 -0,4
E vs. Ag/AgCl (V)

A Figura 20 mostra o sistema reacional pré-otimizado (a) em tempo zero e (b) apos 4

horas de reacdo. Nesse caso, ha formagdo consideravel do composto 3.

Figura 20 — Sistema reacional (a) no tempo zero e (b) apds 4 horas de reacao
b _

o

Para estimular a formagdo preferencial do 1-feniletanol (2) a partir da redugdo
eletroquimica da acetofenona (1), foi necessario estabilizar o intermedidrio radicalar no meio,
evitando a dimerizagdo [15,28]. Nesse sentido, as enzimas podem ser boas candidatas para

proporcionar a estabilizagdo necessaria e levar a obteng@o do produto de interesse.
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4.2 ESTUDO DA ATIVIDADE E DA ESTABILIDADE DAS LIPASES

O estudo de estabilidade das lipases disponiveis foi iniciado a partir das enzimas
comercializadas em solugdo. As atividades de 4 lipases nessa condi¢do, a saber: lipase de
Candida antarctica B (Lipozyme CAL-B L), lipase de Rhizomucor miehei (Novozym 388),
lipase de Aspergillus oryzae (Lipolase 100L) e lipase de Thermomyces lanuginosus; foram
determinadas antes e apds exposi¢ao a potenciais de -1,5 € -2,0 V vs. Ag/AgCl por tempos de
15-120 minutos (Figura 21; Apéndice A, Tabelas 9-12).

Amostras destas espécies foram imobilizadas em silica gel, alumina, Celite®, haloisita
e MMT modificada e os testes de estabilidade foram repetidos. Estes suportes apresentam
elevado potencial para imobilizagdo por adsor¢dao e foram escolhidos pela possibilidade de
estabilizar a enzima de forma simples e imediata [47,116]. Este estudo abarcou, ainda, as
mesmas lipases em suas formas de imobilizacdo comercial (conforme disponibilidade).

Os testes foram realizados sob a condi¢ao da Entrada 15 (Tabela 3), utilizando tampao
fosfato (0,1 mol L") pH 7,4 como solvente. Tendo em vista que dlcoois de baixa massa molar
podem romper a estrutura tridimensional da lipase [44,117] e que o pH acido pode alterar
cargas, interagdes intermoleculares e até o formato do sitio ativo da enzima, causando perda de
atividade catalitica [40]; os sistemas que incluem etanol ou solugdo de H2SO4, bem como o
tampdo acetato (0,1 mol L") pH 4,0, foram substituidos para viabilizar a adi¢do das lipases ao
meio reacional e melhor observar seu comportamento frente a aplicacdo do potencial elétrico.

Ganhos e perdas na atividade catalitica inicial das lipases imobilizadas nos suportes
foram observados e eram previstos, visto que sdo inerentes a natureza das enzimas e a condi¢ao
de imobilizacdo [98]. Dentre os materiais investigados, a imobilizagdo em Celite®
proporcionou a lipase de Candida antarctica B (Lipozyme CAL-B L) um aumento superior a
5 vezes em sua atividade inicial (Figura 21; Apéndice A, Tabela 9). No caso da lipase de
Rhizomucor miehei (Novozym 388), quando imobilizada sobre o0 mesmo suporte, a atividade
inicial se mostrou maior que o dobro da observada para a enzima livre (Figura 21; Apéndice A,
Tabela 10). A Celite® foi relevante, ainda, para imobilizacdo da lipase de Aspergillus oryzae
(Lipolase 100L), cuja atividade inicial quadruplicou na nova condi¢do (Figura 21; Apéndice A,
Tabela 11). Ao contrario das demais enzimas em solug¢do, a lipase de Thermomyces lanuginosus
sofreu com a perda de atividade inicial apos imobilizagdo em qualquer dos suportes
investigados, embora esta tenha sido pouco significativa para os testes com Celite® e MMT

modificada (Figura 21; Apéndice A, Tabela 12).
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Figura 21 — Estudo de estabilidade das lipases comercializadas em solu¢do quando livres e

apds imobilizagdao em diferentes suportes
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Invariavelmente, o estudo de estabilidade dessas lipases confirmou o grande impacto
do potencial aplicado na atividade enzimatica. Em todos os casos, quanto maiores a magnitude
do potencial e o tempo de exposicdo, menores as atividades observadas. A par disso, a
imobilizacao em Celite® se mostrou uma boa opc¢ao quando a lipase de Candida antarctica B
(Lipozyme CAL-B L) foi adicionada ao meio reacional sob potencial de -1,5 V vs. Ag/AgCl, o
que pode ser observado pela consideravel estabilidade da espécie apds 60 minutos de exposi¢ao
(Figura 21; Apéndice A, Tabela 9). Para a lipase de Rhizomucor Miehei (Novozym 388),
observou-se um comportamento similar, porém apds imobilizagdo em alumina (Figura 21;
Apéndice A, Tabela 10). Em ambos os casos, a exposicdo das lipases imobilizadas a um
potencial de maior magnitude (-2,0 V vs. Ag/AgCl) por até 30 minutos foi, ainda, viavel, visto
que a atividade catalitica nesse periodo se manteve comparavel a da enzima livre em tempo
Zero.

O ganho na atividade catalitica da lipase de Aspergillus oryzae (Lipolase 100L) apos
imobilizagcdo em Celite® foi perdido de forma quase imediata com a aplicacao de potencial
elétrico. Apesar disso, a atividade da enzima imobilizada permaneceu similar a atividade inicial
da enzima livre por até 60 minutos sob potencial de -1,5 V vs. Ag/AgCl e por até 30 minutos
sob potencial de -2,0 V vs. Ag/AgCl. E interessante observar, ainda, que o comportamento de
estabilidade se repetiu para a lipase imobilizada em MMT modificada durante os 120 minutos
sob potencial de -1,5 V vs. Ag/AgCl e por até 30 minutos sob potencial de -2,0 V vs. Ag/AgCl
(Figura 21; Apéndice A, Tabela 11).

Finalmente, a lipase de Thermomyces lanuginosus imobilizada em MMT modificada
permaneceu estavel quando exposta a um potencial de -1,5 V vs. Ag/AgCl durante os 120
minutos de investigagdo. Sob aplica¢do do potencial de maior magnitude (-2,0 V vs. Ag/AgCl),
a enzima imobilizada manteve 64% de sua atividade por até 30 minutos (Figura 21; Apéndice
A, Tabela 12).

Com base nos resultados descritos para os testes iniciais com lipases comercializadas
em solucdo, a Celite® foi o material de suporte selecionado para imobilizacdo das 7 lipases
liofilizadas disponiveis, a saber: lipase F-AP15 (Amano) de Rhizopus oryzae, lipase M
(Amano) de Mucor javanicus, lipase A (Amano) de Aspergillus niger, lipase de Candida rugosa
tipo VII, lipase AK (Amano) de Pseudomonas fluorescens, lipase de pancreas de porco tipo I1
e lipase PS (Amano) de Burkholderia cepacia; e continuacdo dos estudos de estabilidade
(Figura 22; Apéndice A, Tabelas 13-19). Esses estudos abarcaram, ainda, as mesmas lipases

em suas formas de imobilizacdo comercial (conforme disponibilidade).
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Figura 22 — Estudo de estabilidade das lipases comercializadas liofilizadas quando livres e
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A imobiliza¢do em Celite® proporcionou um aumento na atividade inicial das lipases

F-AP15 (Amano) de Rhizopus oryzae, M (Amano) de Mucor javanicus, A (Amano) de

Aspergillus niger, Candida rugosa tipo VII e AK (Amano) de Pseudomonas fluorescens

(Figura 22; Apéndice A, Tabelas 13-17). Dentre estas, as trés primeiras enzimas imobilizadas

permaneceram estaveis frente a aplicacao de potencial elétrico, inclusive de maior magnitude

(-2,0 V vs. Ag/AgCl), durante todo o tempo de investigagao (120 minutos).

Para a lipase de Candida rugosa tipo VII, a imobilizagdo se mostrou vidvel apenas

quando a enzima foi exposta a -1,5 V vs. Ag/AgCl, garantindo-lhe relevante estabilidade nessa

condi¢do por até 120 minutos (Figura 22; Apéndice A, Tabela 16). A imobiliza¢do em Celite®
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ndo foi vantajosa para a lipase AK (Amano) de Pseudomonas fluorescens em termos de
estabilidade (Figura 22; Apéndice A, Tabela 17).

Apesar da diminui¢ao da atividade inicial da lipase de pancreas de porco tipo II (Figura
22; Apéndice A, Tabela 18) e da lipase PS (Amano) de Burkholderia cepacia (Figura 22;
Apéndice A, Tabela 19), a estabilidade dessas enzimas aumentou apds imobilizacdo em
Celite®, principalmente sob -2,0 V vs. Ag/AgCl.

De modo geral, os exemplares comercializados em suas formas ja imobilizadas,
referentes tanto as enzimas em solugdo quanto as liofilizadas, mostraram-se estaveis frente as
condi¢cdes de teste a despeito de suas atividades iniciais notadamente baixas. Excegdes a essa
tendéncia de estabilidade sob potencial foram observadas para a lipases de Thermomyces
lanuginosus (Apéndice A, Tabela 12) imobilizada em silica gel (Lipolase 100T) e para a lipase
PS-D (Amano) de Burkholderia cepacia (Apéndice A, Tabela 19) imobilizada em diatomita.

4.3 REDUCAO ELETROSSINTETICA DA ACETOFENONA APLICANDO LIPASES

Apbs os estudos de otimizacdao dos parametros eletrossintéticos e de estabilidade das
lipases, novos testes de redugdo da acetofenona (1) foram realizados combinando eletrossintese
e biocatdlise. Esse novo estudo visou, portanto, o desenvolvimento de uma nova metodologia
empregando para isso a (bio)eletrorreducao de 1.

Os testes iniciais foram realizados sob a condicdo da Entrada 15 (Tabela 3), utilizando
tampdo fosfato (0,1 mol L") pH 7,4 como solvente, e as lipases disponiveis foram adicionadas
ao meio reacional na condi¢do mais viavel, em cada caso, frente a aplicagdo de um potencial
elétrico de -2,0 V vs. Ag/AgCl (Figura 23; Tabelas 4 e 5). Além disso, todas as enzimas

disponiveis na condi¢do de imobilizacdo comercial também foram testadas.

Figura 23 — Reacao de reducao eletroquimica de 1 sob a condi¢do reacional da Entrada 15
(Tabela 3), na presenga de lipase

O OH
Pt(+)-Sn/Pb(-) HO O
> +
tampao fosfato pH 7,4

1 LIPASE 2 3




Tabela 4 — Testes com adigdo de lipases a eletrorredugdo de 1
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Composicio reacional final (%)?

Entrada! Enzima? Condic¢io
[1] [2] [3]
1 Sem adigao Sem adigao 33+22 33,628 63,11£0,6
Lipase de Candida Imobilizad
2 antarctica B mobilizada
. - 47,678 54,6728
(Lipozyme CAL-B  em Celite®
L)
Lipase de Candida  Imobilizada
3 anarctica B em resina de - 49,081  51,0%8,1
(Lipozyme 435)* troca 10nica
Lipase de Candida  Imobilizada
4 antarctica B em r’e.sina - 64,150 359+50
(Novozym 435)* acrilica
Lipase de -
5 Rhizomucor miehei ~ Imobilizada 43+1,5 42,620 53,1+0,4
(Novozym 388) ~ em alumina
Lipase de
6 Rhizpmucor miehei Imobiliza.da 12+0,1 60,1447 38.2+4.6
(Lipozyme RM- em Duolite
IM)*
Lipase de -
7 Aspergillus oryzae Imobilizada - 41,864 582*6,4
(Lipolase 100L) em Celite®
Lipase de Imobilizada
8 Thermomyces em MMT - 59,754,6 40,3746
lanuginosus modificada
Lipase de
9 Thermomyces Imobilizada " "
lanuginosus em silica gel ) 615+48  385+48
(Lipolase 100T)*
Lipase F-AP15 .
10 (Amano)de  Imobilizada g a1 753440
Rhizopus oryzae em Celite®
Lipase M (Amano)  Imobilizada
I de Mucor javanicus — em Celie® 19T 17 240%57  740%74
Lipase A (Amano)  Imobilizada N N N
12 de Aspergillus niger  em Celite® 1,240,7 184+19  80,3£2,6

' Condigdes reacionais: eletrodo de trabalho combinado Sn/Pb (63:37), contra-eletrodo de Pt, 1 (0,48 mmol),
tampao fosfato pH 7,4 (4,0 mL), -2,0 V vs. Ag/AgCl (KCI1 3,0 mol L), 25 °C, 4 h. 2 Adigao de 20 mg da
enzima. > Média + desvio padrdo; n = 2. Quantificagio realizada por CG com base em curvas de calibragdo pré-
definidas para 1 € 2. * Exemplar comercialmente imobilizado.
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Tabela 5 — Testes com adi¢do de lipases a eletrorreducdo de 1 (continuacdo da Tabela 4)
Composicio reacional final (%)?

Entrada! Enzima? Condicao
’ [1] [2] [3]
Lipase de Candida 1 iofilizada
Lipase AK (Amano) Liofilizad
14 de Pseudomonas O gy s 306408 67,6407
fluorescens 1VIe
Lipase AK (Amano) Imobilizad
15 de Pseudomonas mobilizada
- 48,7+1,4 51,3+14
fluorescens* em sol-gel
Lipase PS (Amano) .
16 de Burkholderia Imobilizada } 21,2+7,2 788+7.2
cepacia em Celite®
Lipase PS-C
17 (Aman()) de ImObﬂjza‘da _ 41,0i0,8 59,0i0,8
Burkholderia em ceramica
cepacia®
Lipase PS-D
18 (Amano) de Imobﬂizada 5,8 + 0’4 62,2 —+ 4,8 32’1 —+ 5’3
Burkholderia em diatomita
cepacia®

Lipase de pancreas  [mobilizada
19 de porco tipo Il em Celite®
' Condigdes reacionais: eletrodo de trabalho combinado Sn/Pb (63:37), contra-eletrodo de Pt, 1 (0,48 mmol),
tampao fosfato pH 7,4 (4,0 mL), -2,0 V vs. Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L), 25 °C, 4 h. 2 Adigdo de 20 mg da
enzima. > Média + desvio padrdo; n = 2. Quantificagio realizada por CG com base em curvas de calibragdo pré-
definidas para 1 e 2. * Exemplar comercialmente imobilizado.

53*14 26,01,9 68,733

Inusitadamente, ndo hé relagdo direta entre a estabilidade das lipases investigadas frente
a aplicacdo de potencial elétrico e a conversdo da acetofenona (1) ao 1-feniletanol (2). Em vista
disso, propde-se que o desempenho das diferentes lipases envolvidas na eletrorredugdo pode
estar também relacionado com o efeito do proprio substrato sobre o potencial catalitico da
enzima. Existe a evidéncia de que a exposi¢do da lipase de Candida antarctica B (Novozym
435) a uma solucdo de acetofenona (0,02 mol L) diminuiu em 17% a formacao do produto
desejado no referido estudo, o que os autores classificaram como uma ligeira inibicao da
atividade enzimatica [118]. Em contrapartida, testes que envolveram a sujeicdo de lipases
pancreaticas de porco, como a do tipo II, a uma solucdo de acetofenona (8x10 mol L)

revelaram uma inibi¢ao de 33% da atividade enzimatica, considerada relevante [119].
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Sendo assim, algumas lipases sdo muito afetadas pela presenca da acetofenona (1) no
meio, enquanto outras menos. Esses fendmenos de inibi¢do ja observados podem estar
relacionados ao fato de que a adicao da lipase de Candida antarctica B (Novozym 435) a
eletrorreducao de 1 (Tabela 4, Entrada 4), por exemplo, levou a formagao majoritaria do alcool
2, mesmo quando a enzima se mostrou menos ativa ou estavel nos testes de hidrolise do éster 4
(Apéndice A, Tabela 9). Paralelamente, a adi¢do da lipase de pancreas de porco tipo II
contribuiu com a conversao de 1 para formar o dimero 3, ainda que mais ativa e estavel nas
mesmas condi¢des de estudo (Apéndice A, Tabela 18).

De forma andloga a lipase de Candida antarctica B (Novozym 435), a formagao de 1-
feniletanol (2) foi favorecida na presenca de lipase de Rhizomucor miehei (Lipozyme RM-IM),
lipase de Thermomyces lanuginosus (imobilizada em MMT modificada e, comercialmente, em
silica gel (Lipolase 100T)) e lipase de Burkholderia cepacia (PS-D Amano I) (Tabelas 4 e 5,
Entradas 4, 6, 8, 9 e 18, respectivamente). Apesar de ndo constatado excesso enantiomérico, a
adi¢do dessas enzimas levou a percentuais de 64,1%, 60,1%, 59,7%, 61,5% e 62,2% de 2,
respectivamente, na composi¢do da mistura reacional final, com desvios padrao de 4,6-5,0%.
Estas conversdes sdo significativamente superiores aos 33,6+2,8% de 2 observados na mistura
reacional final quando nao houve a adi¢do de enzima (Tabela 4, Entrada 1).

Para todos os fins, as lipases que levaram a formagao do alcool 2 em detrimento do
dimero 3 foram selecionadas para dar continuidade aos ensaios de eletrorredu¢do da

acetofenona (1).

4.4 ESTUDOS ADICIONAIS NA PRESENCA DAS LIPASES SELECIONADAS

4.4.1 Adicao de TMSCI a eletrorreducio da acetofenona catalisada por lipase

Ao meio de (bio)eletrorredu¢ao de 1, nas condi¢cdes da Entrada 15 (Tabela 3) e na
presenga das lipases selecionadas, foi adicionado cloreto de trimetilsilano (Si(CH3);Cl,
TMSCI). Os resultados desses testes podem ser observados na Tabela 20 (Apéndice A).

Na literatura, alguns autores apresentaram protocolos promissores para formagdo de
éteres de silicio oriundos de reagdes de protecao de dlcoois mediadas por lipases. Em um desses
estudos, alcoxissilanos foram utilizados como eletrofilos em reagdes de transeterificagao do 1-
octanol e do 4lcool terc-butilico catalisadas por enzimas, como a lipase de Rhizopus oryzae
[120]. Em outros ensaios, a lipase de Candida antarctica B (CAL-B) foi responsavel pela

catalise da protecdo de alcoois primdrios e secundarios, inclusive do 1-feniletanol (2), com
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clorossilanos como fonte de silicio, sendo que a utilizagdo de TMSCI levou aos melhores
resultados quanto a conversao [121]. A construgdo da ligagao O-Si se d4, nesses casos, por meio
de um possivel mecanismo que inclui a rea¢ao do residuo de serina da triade catalitica da lipase
com o silano em questdo, formando um intermedidrio reativo [122,123].

Com base nisso, esperava-se promover a captura do radical precursor do alcool neutro,
o intermediario reativo gerado na primeira etapa da eletrorredug¢do, para dar origem ao

composto 14 em maiores proporgdes e/ou com excesso enantiomérico (Figura 24).

Figura 24 — Eletrorreducao da acetofenona (1) e protecao do 1-feniletanol (2) mediada por

lipase
o) Pt(+)-Sn/Pb(-) OSi(CHs)s
tampao fosfato pH 7,4
-2,0V,25°C,4h
Lipase
1 Si(CH;)5Cl 14

No entanto, observou-se a inabilidade do sistema testado em promover a protecao do
alcool. Além disso, a conversdo ao 1-feniletanol (2) diminuiu consideravelmente na presenca
de TMSCI (Apéndice A, Tabela 20) se comparada as porcentagens do alcool na composi¢ao
reacional final das eletrorredu¢des na auséncia do grupo protetor (Tabelas 4 e 5).

Nas condicdes das Entradas 1-5 (Apéndice A, Tabela 20), o decréscimo na formagao de
2 foi de 5,6%, 7,1%, 12,8%, 14,7% e 31,3%, respectivamente. Com a adicao das lipases de
Burkholderia cepacia (PS-D Amano 1) e de Thermomyces lanuginosus imobilizada em MMT
modificada (Apéndice A, Tabela 20, Entradas 4 e 5) junto ao TMSCI, observou-se, inclusive, a
formacao majoritaria do composto 3. A possivel justificativa para estes resultados envolve a
acdo inibitoria dos anions cloreto sobre a atividade catalitica das lipases que, apesar de
reversivel por diluicdo em meio isento de sal, ¢ relevante (pode superar 60%) e praticamente

instantanea [124-126].

4.4.2 Influéncia do pH na eletrorreducao da acetofenona aplicando lipases

Por se tratar de uma reag@o cujo mecanismo depende da transferéncia de prétons, a
eletrossintese em solugdo neutra foi reavaliada. Nesse sentido, um estudo recente revelou que
a ocorréncia da eletrorreducao da acetofenona (1) em pH 6,0 foi, de fato, inviabilizada pela

diminuta concentracdo de ions hidronio no meio reacional. Ainda, segundo os autores, melhores
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resultados quanto a formacdo de 1-feniletanol (2) foram alcancados em solugdo de acido
acético/acetato de sodio pH 5,0 como cossolvente [32].

Permeado a este enfoque nos eletrélitos e aditivos, € importante considerar que os ions
fosfato tem um efeito negativo conhecido na estabilidade de diversas lipases [126—128]. Sob
essa premissa ¢ buscando um maior rendimento na conversdo ao alcool em meio acido, a
eletrorreducao de 1 na presenca das lipases selecionadas foi testada em tampao acetato (0,1 mol

L) pH 4,0 e pH 5,0 (Tabela 6).

Tabela 6 — Ensaios de eletrorreducdo de 1 em tampao acetato pH 4,0 e pH 5,0
Composicio reacional final (%)?

[1] [2] [3]
1 Sem adi¢ao 4,0 1,2+0,1 61,5£4,8 37,247

Entrada! Enzima? pH

7 Lipase de Candida antarctica 4 21402 67.9+5.3 299+55
B (Novozym 435)* ’ ’ ’ ’ ’ ’

3 Lipase PS-D (Amano)de 40 35402  497+39  47,1+36
Burkholderia cepacia

4 Lipase de Rhizomucor miehei 4 32402 46.1+3.6 5074138
(Lipozyme RM-IM)* ’ ’ ’ ’ ’ ’

5 Lipase de Thermomyces 40 33403  579+45 388+48
lanuginosus (Lipolase 100T)

Lipase de Thermomyces

6 lanuginosus (em MMT 4,0 1,1+0,1 78,716,1 20,1+6,2
modificada)

7 Sem adig¢ao 5,0 - 63,81+6,7 36,216,7

8 Lipase de Candida antarctica 5.0 ; 652+5,1 34.8+5.1

B (Novozym 435)*

9 Lipase PS-D (Amano)de 50 46+03 372429 581+26
Burkholderia cepacia

10 Lipase de Rhizomucor miehei 5.0 0,6+0.3 749+17 24414
(Lipozyme RM-IM)*

1 1 Llpase de Thermomyces 5’0 1’7i0 1 93’9i4’4 4’4i4’3
lanuginosus (Lipolase 100T)*

Lipase de Thermomyces
12 lanuginosus (em MMT 3,0 2,1%0,1 93.2+43 4,642

modificada)

! Condigdes reacionais: eletrodo de trabalho combinado Sn/Pb (63:37), contra-eletrodo de Pt, 1 (0,48 mmol),
tampdo acetato 0,1 mol L' (4,0 mL), -2,0 V vs. Ag/AgCl1 (KCl 3,0 mol L"), 25 °C, 4 h. 2 Adi¢do de 20 mg da
enzima. > Média + desvio padrdo; n = 2. Quantificagio realizada por CG com base em curvas de calibragdo pré-
definidas para 1 e 2. * Exemplar comercial imobilizado.
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Efetivamente e na maioria dos ensaios, a alteracdo do solvente promoveu a formagao
do alcool 2 como produto majoritario da reagdo, inclusive em testes controle na auséncia de
biocatalisador (Tabela 6, Entradas 1 e 7).

A presenga da lipase de Candida antarctica B (Novozym 435) ndo teve influéncia
significativa no direcionamento da eletrorreducdo de 1 nas novas condi¢des investigadas
(Tabela 6, Entradas 2 e 8). Ja a lipase de Burkholderia cepacia (PS-D Amano I) foi a tnica,
dentre as selecionadas, com desempenho reduzido no sentido da formacgao eletrossintética do
composto 2 em meio acido, principalmente em pH 5,0, quando ocorreu formagdo majoritaria
de 3 (Tabela 6, Entrada 9).

A lipase de Rhizomucor miehei (Lipozyme RM-IM) e a lipase de Thermomyces
lanuginosus (Lipolase 100T) seguiram a tendéncia de diminui¢do da formag¢do de 2 em pH 4,0
(Tabela 6, Entradas 4 e 5, respectivamente). Entretanto, observou-se um aumento expressivo
das porcentagens deste alcool na mistura reacional final quando as mesmas reagdes foram
realizadas em pH 5,0 (Tabela 6, Entradas 10 e 11, respectivamente). A adig¢do especifica da
lipase de Thermomyces lanuginosus (Lipolase 100T) nesta condi¢do levou ao marco de
93,944,4% de conversao ao produto de interesse (2) (Tabela 6, Entrada 11).

Além disso, a mesma lipase de Thermomyces lanuginosus, agora imobilizada em
MMT modificada, contribuiu com a geragao do alcool 2 em ambas as condi¢des de pH. Quando
adicionada a eletrorredu¢ao de 1 em pH 5,0, a espécie conduziu a um rendimento de 93,2+4,3%
na formacgao do alcool em questdo (Tabela 6, Entrada 12).

Alicergada ao exposto esta a conclusdo de que a lipase de Thermomyces lanuginosus
assume um papel fundamental na seletividade da reacdo de eletrorredu¢do de 1, principalmente
quando esta ocorre em tampdo acetato (0,1 mol L) pH 5,0. Logo, solvente e enzima foram
escolhidos para testes adicionais de (bio)eletrossintese.

Sabe-se que a afinidade da lipase de Thermomyces lanuginosus pela acetofenona (1),
bem como a eficiéncia da transformacao catalitica observada, ¢ determinada por fatores nos
quais a natureza e a estrutura tridimensional da enzima como um todo desempenham o papel
principal [119]. Ao que tudo indica, o que diferencia a lipase de Thermomyces lanuginosus,
cujo sitio ativo inclui a tipica triade catalitica Seri46-His2ss-Asp2o1, € um dos quatro residuos de
triptofano localizado no centro da tampa altamente movel que o encobre, Trpgo, possivel
responsavel pela atividade e estabilidade da espécie [129-131]. Além deste, outro dos residuos
de aminoacidos da tampa, Serss, € parte constituinte do bolsdo do oxidnion da lipase em questao
que, junto ao residuo de leucina (Leui47), deve estabilizar o intermedidrio oxianidnico precursor

do 1-feniletanol (2) formado na primeira etapa da reacdo de eletrorredu¢ao de 1, de modo
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semelhante ao que ocorre na estabiliza¢ao do intermediario tetraédrico envolvido na catélise de
reagOes de transferéncia de acila [132—135].

Na Figura 25 estdo representados os principais residuos de aminoacidos da triade
catalitica, do bolsdo do oxianion e da tampa do sitio ativo da lipase de Thermomyces
lanuginosus. O intermediario reativo precursor do alcool (em alaranjado), resultante da redugao
de dois elétrons da acetofenona, aparece estabilizado por ligagdes de hidrogénio formadas,

principalmente, no bolsao do oxidnion [133].

Figura 25 — Possivel atuagdo da triade catalitica (Seri46-His2ss-Asp2o1 em azul), do bolsao do
oxianion (Serss € Leuis7 em verde) e da tampa (Trpsge em preto) da lipase de Thermomyces
lanuginosus na estabiliza¢do do intermedidrio precursor do 1-feniletanol (em alaranjado).

4.4.3 Eletrorreducio da acetofenona com lipase de Thermomyces lanuginosus imobilizada

no eletrodo

Embora o desempenho da lipase de Thermomyces lanuginosus tenha se mostrado
bastante satisfatorio para redu¢do da acetofenona (1) para formar I-feniletanol (2) nas
condigdes ja descritas (Tabela 6, Entradas 11 e 12), qualquer melhoria adicional na estabilidade
e reutilizagdo da enzima seria interessante para viabilizar ainda mais sua aplicagdo em
eletrossintese organica.

Sob esta perspectiva, a imobilizagdo da lipase no eletrodo de trabalho foi pautada e
concebida por encapsulamento em micelas de Nafion [102—104], um ionémero perfluorado e
sulfonado amplamente empregado na modificacdo de eletrodos. Dentre outras vantagens de
imobilizacdo, o Nafion atua como um revestimento protetor para a superficie do eletrodo,
possui excelentes propriedades como condutor idnico e fornece uma interface biocompativel

para transferéncia direta de elétrons [136—138].
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Continuadamente, o eletrodo de trabalho composto pela liga estanho/chumbo (63:37)
revestido por filme de Nafion modificado com lipase de Thermomyces lanuginosus, nomeado
E-NLTL, foi incorporado ao sistema de eletrorreducao de 1. As reacdes foram desencadeadas
ndo apenas em solvente otimizado — tampao acetato (0,1 mol L") pH 5,0 —, mas também em
tampdo acetato (0,1 mol L") pH 4,0 e tampdo fosfato (0,1 mol L") pH 7,4 para fins de

comparagdo (Tabela 7).

Tabela 7 — Desempenho do E-NLTL aplicado a eletrorreducdo de 1
Composicio reacional final (%)?

Entrada! Solvente
[1] [2] [3]
1 Tampao acetato pH 4,0 0,3£0,1 58,0+3,2 41,9£28
2 Tampao acetato pH 5,0 1,5£0,6 87,8%0,1 10,8£2,0
3 Tampao fosfato pH 7,4 - 49,5+0,7 50,5%0,7

!'Condigdes reacionais: eletrodo de trabalho E-NLTL, contra-eletrodo de Pt, 1 (0,48 mmol), tampao fosfato 0,1
mol L' ou tampdo acetato 0,1 mol L' (4,0 mL), -2,0 V vs. Ag/AgCIl (KC1 3,0 mol L), 25 °C, 4 h. > Média +
desvio padrdo; n = 2. Quantificag@o realizada por CG com base em curvas de calibragdo pré-definidas para 1 e 2.

Conforme o esperado, a maior conversdo ao composto 2 foi observada em tampao
acetato (0,1 mol L) pH 5,0 e o rendimento neste sentido alcangou 87,8%. A porcentagem do
alcool 2 na mistura reacional apos finalizada a eletrorreducao de 1 foi apenas sutilmente menor
utilizando E-NLTL no lugar da adicao fracionada da enzima imobilizada a solugdo (2,5 mg a
cada 30 minutos de reagdo). Além disto, a nova condi¢do aumentou a reprodutibilidade da
metodologia, visto que o desvio padrdo da média aritmética de trés repeti¢des da reagdo foi de
aproximadamente 0,1%.

Na Figura 26, ainda ¢ possivel observar dois picos de reducdo para a acetofenona (1)
quando utilizada a liga metalica de estanho/chumbo (63:37) como eletrodo de trabalho para
eletrorreducio em tampdo acetato (0,1 mol L) pH 5,0, na auséncia de lipase. O pico em -1,547
V corresponde ao mecanismo de redugao de um elétron, que forma o intermedidrio precursor
do dimero 3. Ja o pico em -1,856 V corresponde ao mecanismo de reducao de dois elétrons, que
da origem ao intermediario precursor do alcool 2. Um comportamento similar € observado com
uso do eletrodo de trabalho metalico em questdo quando este € revestido apenas com filme de
Nafion, sem imobiliza¢do da lipase, salvo pela diminui¢do da corrente de 0,28 para 0,16 mA.

No entanto, para a reagdo com emprego do eletrodo revestido com Nafion modificado
com lipase de Thermomyces lanuginosus (E-NLTL), apenas um dos picos de reducao ¢

observado com clareza na Figura 26, em -1,876 V. Essa resposta voltamétrica indica uma
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alteracdao no mecanismo de redu¢do que leva a formagao preferencial do intermediario precursor

do alcool 2. Nota-se, também, que a corrente de redugdo aumentou para 0,41 mA.

Figura 26 — Voltamogramas ciclicos de 0,05 mol L' de 1 em cossolvente (CH;CN/tampao
acetato (0,1 mol L") pH 5,0; 1/1) e TBAPFs (0,1 mol L™); taxa de varredura de 0,1 V s!; com
W = Sn/Pb (63:37), Sn/Pb (63:37) + Nafion ou E-NLTL, R = Ag/AgCl e C =Pt

0,1 +

——Sn/Pb (63:37)
——Sn/Pb (63:37) + Nafion
——E-NLTL

Corrente (mA)
o
\S]

-0,5 : : : : : : : : | : | |
-2,8 -2,4 -2 -1,6 -1,2 -0,8 -0,4
Potencial vs. Ag/AgCl (V)

A eletrorreducdo da cetona 1 foi, ainda, realizada cinco vezes utilizando o mesmo
eletrodo E-NLTL e os resultados estdo representados em grafico na Figura 27. As reagdes foram
realizadas ao longo de cinco dias e pode-se observar que a conversao ao alcool 2 permaneceu

constante. O eletrodo proposto €, portanto, estavel e apto para armazenamento e reutilizagao.

Figura 27 — Testes de reutilizagdo do eletrodo E-NLTL para eletrorredugao de 0,48 mmol de
1, em 4,0 mL de tampao acetato (0,1 mol L™!) pH 5,0, sob potencial de -2,0 V vs. Ag/AgCl, a
25 °C, durante 4 horas

100 T

80 |
60 |
40 |
20 |
0 1
1 2 3 4 5

Quantidade de reutiliza¢des do eletrodo E-NLTL

Conversdo a 1-feniletanol (%)
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4.4.3.1 Efeito do pH sobre a resposta voltamétrica

O efeito do pH sobre a corrente e o potencial do pico que corresponde a transferéncia
de dois elétrons da superficie do eletrodo E-NLTL para a acetofenona (1), formando o
intermediario precursor do 1-feniletanol, foi investigado por voltametria ciclica (Figura 28). Os
ensaios foram realizados em solug¢des tampao acetato (pH 4,0 e 5,0) e fosfato (pH 6,2; 7,4 ¢

8,0) contendo 0,05 mol L' de 1, 0,1 mol L' de TBAPF e acetonitrila como cossolvente.

Figura 28 — Influéncia do pH sobre (A) o potencial e (B) a corrente de pico resultantes da
eletrorredugio de 1, com eletrodo de trabalho E-NLTL, em solugdes tampao (0,1 mol L)
acetato (pH 4-5) e fosfato (pH 6-8) contendo 0,05 mol L! do substrato e 0,1 mol L™! de
TBAPFs, com acetonitrila como cossolvente. Resultados obtidos por voltametria ciclica.
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De acordo com o observado na Figura 28 (série A), o potencial de pico para
eletrorreducao da acetofenona (1) foi deslocado para maiores magnitudes com o aumento do
pH da solucao tampao. Essa relagdo apresenta uma linearidade, cuja inclinagdo da reta € de -
51,9 mV pH!, similar ao resultado obtido a partir da equagdo de Nernst para uma reagdo que
envolve 0 mesmo niimero de protons e elétrons (-59,2 mV pH™!). Por coulometria em potencial
constante (-2,0 V vs. Ag/AgCl), pode-se confirmar o envolvimento de dois elétrons e, por
consequéncia, de dois protons, na eletrorreducao da acetofenona (1) em condigdes otimizadas.

Na Figura 28 (série B), por sua vez, ¢ possivel observar que a intensidade da corrente
para eletrorreducdo de 1 foi maior em tampdo acetato (0,1 mol L) pH 5,0, o que ha de ter

influéncia sobre a formagao do dlcool 2 com maiores rendimentos nessa condigao.
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4.5 EXPANSAO DA METODOLOGIA NAS CONDICOES OTIMAS DE REACAO

Utilizando o eletrodo de trabalho proposto, E-NLTL, alguns derivados da acetofenona
(1) foram submetidos a (bio)eletrorreducdo em solugio tampdo acetato (0,1 mol L") pH 5,0. O
potencial aplicado foi de -2,0 V vs. Ag/AgCl, as reagdes foram finalizadas apds 4 horas e os
resultados estdo dispostos na Tabela 8. Possiveis variagdes na magnitude do potencial de

reducdo dos derivados, em relagdo ao potencial de redugdo de 1, ndo foram consideradas.

Tabela 8 — Ensaios de eletrorreducao para diferentes cetonas nas condi¢des otimizadas
Composicio reacional final (%)?

1
Entrada Substrato Cetona Alcool Dimero
(e}
1 /©)‘\ 2,2+0,1 344+1,2 63,4+1,1
6
(@]
2 /@)J\ 11,7+0,9 26,4120 61,9t2,8
8
(@]
3 /@)‘\ 8,4+0,5 49,5+3,6 42,1+3.7
10
(@]
4 /©)k 92,2+1,5° 5,1%0,3 2,7%1,2
12

! Condigdes reacionais: eletrodo de trabalho E-NLTL, contra-eletrodo de Pt, substrato (0,48 mmol), tampado
acetato pH 5,0 (4,0 mL), -2,0 V vs. Ag/AgCl, 25 °C, 4 h. 2 Média + desvio padrdo; n = 2. Quantificagio realizada
por CG com base em curvas de calibragdo pré-definidas para cetonas e alcoois. > Soma da quantificagdo
resultante de CG e da massa de substrato insolivel excedente em relagdao ao volume da amostra.

Os resultados obtidos indicam que a presenca de substituintes no anel aromatico da
acetofenona (1) impacta significativamente a (bio)eletrorreducdo. Para todos os substratos
testados, observou-se uma diminuicdo da conversdao do material de partidas aos produtos,
principalmente ao alcool correspondente.

Os substituintes doadores de elétrons por efeito indutivo/de hiperconjugagao e por
efeito mesomérico (grupamentos metila e metoxila, respectivamente), sdo responsaveis por
aumentar a densidade eletronica da carbonila, o que contribui para a diminuicao da velocidade

e da eficiéncia da reducao das cetonas 6 ¢ 8 em questdo em relacdo a cetona 1 [139,140]. Essa
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diminui¢ao €, portanto, diretamente proporcional a intensidade do efeito, o que foi confirmado
pela andlise dos dados descritos (Tabela 8, Entradas 1 e 2).

Quando a substitui¢ao de 1 se da por halogénios (Tabela 8, Entradas 3 e 4), coexistem
o mesmo efeito mesomérico doador de elétrons ja mencionado € um novo efeito, indutivo
retirador e de elétrons que, a0 menos em parte, anula o primeiro. Ainda assim, para a cetona 10
(Tabela 8, Entrada 3), o efeito mesomérico doador de elétrons predomina devido a maior
semelhan¢a no volume do orbital contendo os elétrons ndo ligantes do fltior para com o orbital
do carbono aromatico, o que favorece a sobreposi¢do e diminui a eficiéncia de reducao
[141,142].

No caso da cetona 12 (Tabela 8, Entrada 4), a sobreposi¢ao orbitalar é prejudicada
[142], o que daria lugar ao efeito indutivo retirador de elétrons, apesar da menor
eletronegatividade do substituinte em questdo. Sob essa hipotese, era esperado o contrario do
observado: um aumento nos rendimentos de eletrorredu¢do do derivado substituido se
comparado a acetofenona (1) [139,140].

De modo geral, ¢ possivel atribuir as porcentagens significativamente menores dos
produtos de interesse no meio reacional final a solubilidade limitada das cetonas aromaticas
substituidas em meio aquoso, o que ha de tornar a reacdo lenta e, por vezes, ineficaz [140,143].
Isso se aplica especialmente a eletrorreducdo de 12 (Tabela 8, Entrada 4), para a qual se
observou que grande parte do material de partida permaneceu intacto durante a aplicagdo do
potencial nas condi¢des de ensaio, tendo decantado da mistura reacional final ainda no estado
original: s6lido e praticamente insoliivel em 4gua.

Por fim, ¢ indubitavelmente importante destacar que a distribui¢do de carga eletronica
nas moléculas dos substratos substituidos testados pode estar influenciando sua orientagdo no
sitio ativo da enzima selecionada [143], bem como sua interagdo com outras partes da estrutura
tridimensional da lipase de Thermomyces lanuginosus, em especial com a “tampa”, afetando o

desempenho do biocatalisador na eletrorreducao.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, uma metodologia que concilia eletroquimica e biocatalise para a redugao
seletiva de cetonas foi desenvolvida. Na presenca de lipase, a conhecida reacao de
eletrorreducao da acetofenona (1) levou ao 1-feniletanol racémico (2) como produto
majoritario, evitando a formagao significativa do dimero de pinacol correspondente (3).

Em testes iniciais de eletrossintese com diversas combinagoes de eletrodos e solventes,
a formacao de 2 a partir de 1 foi observada somente com o emprego de eletrodo de trabalho
combinado de estanho chumbo (63:37) em meio etandlico ou aquoso, sob aplicagdo de potencial
elétrico de magnitude igual a -2,0 V vs. Ag/AgCl, com auxilio de eletrodo de platina e em
tempos reacionais de 4 horas.

A inclusdo das lipases disponiveis ao sistema eletroquimico proposto esteve
condicionada a sua estabilidade frente a aplicagdo de potencial elétrico. Apesar do impacto
causado na atividade enzimatica dos exemplares livres, a imobilizacdo da maioria destes em
Celite® permitiu sua adi¢do fracionada ao meio de eletrorreducdo, visto que lhes concedeu
estabilidade satisfatoria nas condigdes reacionais pré-otimizadas por, ao menos, 30 minutos. As
lipases de Rhizomucor miehei (Novozym 388) e de Thermomyces lanuginosus, comercializadas
em solucdo, foram adicionadas ao meio reacional apds imobilizagdo em alumina ¢ MMT
modificada, respectivamente, pois mostraram-se mais estaveis sobre esses suportes. Apenas as
lipases de Candida rugosa tipo VII e AK (Amano) de Pseudomonas fluorescens, ambas
liofilizadas, ndo responderam a imobilizagdo como esperado e foram adicionadas livres a
solucdo. Além disso, os ensaios de (bio)eletrorreducdo de 1 contemplaram, ainda, todos os
exemplares comercializados em suas formas ja imobilizadas, que se mostraram estaveis nas
condi¢des de teste, apesar de pouco ativos de modo geral.

Em todo caso, a estabilidade sob potencial elétrico das lipases investigadas nao
influenciou a conversao da cetona 1 no sentido da formagao do alcool 2 de forma direta. Nao
obstante, a formagao de 2 foi favorecida na presenga das lipases de Candida antarctica B
(Novozym 435), de Rhizomucor miehei (Lipozyme RM-IM), de Thermomyces lanuginosus
(imobilizada em MMT modificada e, comercialmente, em silica gel (Lipolase 100T)) e de
Burkholderia cepacia (PS-D Amano I), que foram selecionadas para dar continuidade a testes
com adi¢do de grupo protetor de silicio ou em diferentes condi¢des de pH.

Com a adigdo de TMSCI a reacdo de eletrossintese em questdo, esperava-se originar o

éter de silicio corresponde ao composto 14, porém a reagdo de protecdo ndo ocorreu. Os
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produtos obtidos nesses ensaios foram o alcool 2 e o dimero 3, porém a conversdo ao primeiro
foi prejudicada na presenca do clorossilano.

Sob outra perspectiva, a eletrorredugao de 1 foi desencadeada em meio acido de solugao
tampdo acetato (0,1 mol L) devido a influéncia do pH e a importancia da natureza dos
eletrolitos de suporte presentes no meio reacional, posteriormente confirmadas por voltametria
ciclica. A partir desses ensaios, especificamente quando em pH 5,0, foram alcangados
rendimentos superiores a 90% de 1-feniletanol (2) na presenca da lipase de Thermomyces
lanuginosus, tanto imobilizada em MMT modificada, quanto em sua forma comercial
imobilizada em silica gel (Lipolase 100T).

Finalmente, selecionados solvente e enzima, procedeu-se com a imobilizagdo desta no
eletrodo de trabalho por encapsulamento em micelas de Nafion. Uma vez que a estrutura da
lipase de Thermomyces lanuginosus como um todo ¢ o que deve diferencid-la das demais quanto
ao desempenho na eletrorredugao de 1, a porcentagem do alcool 2 na mistura reacional final da
reacdo com E-NLTL se manteve alta. Além disso, um adendo de estabilidade para a enzima, de
simplicidade e reprodutibilidade para o processo ¢ de possibilidade de armazenamento e
reutilizac¢do do eletrodo modificado tornou a proposta metodologica deveras viavel.

Quanto a expansdo das condic¢des reacionais aqui descritas a cetonas mais complexas e
na presenca de diferentes grupos funcionais, ainda hd muito para explorar. A adi¢do de
cossolventes ou a combinagdo de diferentes eletrdlitos de suporte podem ser a chave para
obten¢do de conversdes maiores para eletrorreducdes ainda mais seletivas. Ademais, ensaios
com novas enzimas, inclusive de diferentes classes, podem resultar na atividade optica ainda
almejada para os produtos formados e, futuramente, estudos mecanisticos aprofundados hao de
detalhar as transformagdes observadas.

Cabe ainda destacar que, pela primeira vez, eletroquimica e biocatalise foram utilizadas
em conjunto para realizar uma transformag¢do orgéanica, em uma nova metodologia de sintese,
a (bio)eletrorreducdo. Com base no exposto e, devido aos resultados promissores alcangados,
este estudo visa corroborar para o estabelecimento definitivo da eletrossintese no portfolio das
metodologias organico-sintéticas, oferecendo uma alternativa aliada a biocatélise para

construcdo de blocos sintéticos versateis de acordo com os principios da quimica verde.
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APENDICE A — Tabelas Informativas

Tabela 9 — Estudo de estabilidade da lipase de Candida antarctica B

Potencial Atividade Enzimatica (U g™)?
Condicdo Aplicado ¢4 reacional antes da analise (min)!
V) 0 15 30 60 120
Livre em solugao -1,5 15.90 30,34 22,54 20,54 9,93
(Lipozyme CAL-B L) 2,0 T 1144 907 7,12 598
. ) -1,5 28,18 23,93 30,82 19,06
Imobilizada em silica gel 52,92
-2,0 29,16 8,06 3,72 3,97
. ) -1,5 57,87 52,87 51,72 42728
Imobilizada em alumina 41,77
-2,0 25,53 22,36 21,57 23,66
. _ -1,5 193,56 150,97 105,81 45,22
Imobilizada em Celite® 198,14
-2,0 85,55 34,09 19,83 11,61
. o -1,5 18,37 20,62 13,31 16,17
Imobilizada em haloisita 15,80
-2,0 19,22 15,32 11,31 15,54
. ) -1,5 10,61 14,62 15,57 11,44
Imobilizada em MMT modificada 8,30
-2,0 12,07 15,13 20,97 20,31
Imobilizada em resina de troca -1,5 4,35 3,13 5,75 5,49
ionica (Lipozyme 435)° 4,00
-2,0 4,38 3,38 4,74 3,71
Imobilizada em resina acrilica -1,5 3,70 3,32 4,62 3,33
(Novozym 435)° 9,84
-2,0 8,39 5,20 2,47 3,73

' Condigdes reacionais: eletrodo de trabalho combinado Sn/Pb (63:37), contra-eletrodo de Pt, eletrodo de
referéncia Ag/AgCl (KCl1 3,0 mol L), 25 °C. 2 Velocidade inicial de hidrolise de 1 pmol min™! de butirato de 4-
nitrofenila (4), calculada a partir de uma curva de calibragio (absorbancia x concentragio em mmol L)
construida para o 4-nitrofenol (5). 3 Exemplar comercialmente imobilizado.



Tabela 10 — Estudo de estabilidade da lipase de Rhizomucor miehei
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Potencial Atividade Enzimatica (U g)?

Condicao Aplicado Tempo reacional antes da andlise (min)’

) 0 15 30 60 120

) -1,5 23,01 1847 14,10 15,32
Livre em solucao (Novozym 388) 19,60

-2,0 16,96 11,18 13,10 10,06

. ) -1,5 19,39 2549 12,60 10,65
Imobilizada em silica gel 25,43

-2,0 16,02 13,85 9,58 13,19

. ) -1,5 31,46 30,93 29,60 15,32
Imobilizada em alumina 34,22

-2,0 20,57 20,04 16,06 1543

. _ -1,5 27,03 16,07 14,39 9,12
Imobilizada em Celite® 49,22

-2,0 18,32 13,19 3,19 5,52

. o -1,5 13,33 16,90 29,86 25,09
Imobilizada em haloisita 16,06

-2,0 13,38 22,72 23,06 13,63

-1,5 15,68 10,41 14,84 1244
Imobilizada em MMT modificada 20,00

-2,0 13,60 14,35 11,65 9,86

Imobilizada em resina de troca -1,5 s 522 4,75 439 589

ionica Duolite (Li RM-IM)? ’
16nica Duolite (Lipozyme ) 2.0 536 556 494 357

' Condigdes reacionais: eletrodo de trabalho combinado Sn/Pb (63:37), contra-eletrodo de Pt, eletrodo de
referéncia Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L), tampdo fosfato pH 7,4 (3,0 mL), 25 °C. 2 Velocidade inicial de hidrolise
de 1 umol min™! de butirato de 4-nitrofenila (4), calculada a partir de uma curva de calibragdo (absorbancia x
concentragdo em mmol L) construida para o 4-nitrofenol (5). > Exemplar comercialmente imobilizado.



Tabela 11 — Estudo de estabilidade da lipase de Aspergillus oryzae
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Potencial Atividade Enzimatica (U g1)?

Condigao Aplicado o4 reacional antes da analise (min)!

) 0 15 30 60 120

) ) -1,5 31,64 20,07 14,49 9,17
Livre em solucao (Lipolase 100L) 79,71

-2,0 1045 7,07 5,83 328

. ) -1,5 56,43 37,33 4745 11,86
Imobilizada em silica gel 67,43

-2,0 22,53 9,64 5,63 7,07

. ) -1,5 36,21 24,66 21,54 9,24
Imobilizada em alumina 152,76

-2,0 3342 17,38 17,70 9,44

. ) -1,5 266,76 69,03 77,07 13,16
Imobilizada em Celite® 338,60

-2,0 175,56 60,38 16,36 15,67

. o -1,5 34,09 36,57 30,55 29,81
Imobilizada em haloisita 34,70

-2,0 17,00 18,48 21,50 18,41

) -1,5 56,03 87,56 76,17 78,42
Imobilizada em MMT modificada 58,77

-2,0 74,11 55,29 37,52 31,63

' Condigdes reacionais: eletrodo de trabalho combinado Sn/Pb (63:37), contra-eletrodo de Pt, eletrodo de
referéncia Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L"), tampao fosfato pH 7,4 (3,0 mL), 25 °C. ? Velocidade inicial de hidrélise
de 1 umol min™! de butirato de 4-nitrofenila (4), calculada a partir de uma curva de calibragdo (absorbancia x

concentragdo em mmol L) construida para o 4-nitrofenol (5).
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Tabela 12 — Estudo de estabilidade da lipase de Thermomyces lanuginosus

Potencial Atividade Enzimatica (U g™)?
Condicao Aplicado Tempo reacional antes da andlise (min)’
2 0 15 30 60 120
) -1,5 71,16 52,94 28,78 8,30
Livre em solugao 141,68
-2,0 9,84 9,25 8,84 12,58
. ) -1,5 72,38 96,82 18,44 9,54
Imobilizada em silica gel 83,32
-2,0 6,04 8,91 6,63 6,24
. ) -1,5 70,56 36,79 26,07 9,43
Imobilizada em alumina 112,56
-2,0 13,72 13,45 15,03 12,77
. _ -1,5 127,20 103,37 60,72 35,28
Imobilizada em Celite® 135,81
-2,0 56,96 34,11 12,38 16,15
. o -1,5 13,34 33,72 29,85 17,86
Imobilizada em haloisita 27,42
-2,0 20,45 17,15 20,90 16,82
. ) -1,5 121,16 141,29 140,20 131,24
Imobilizada em MMT modificada 136,00
-2,0 106,28 87,53 34,90 26,93
Imobilizada em silica gel -1,5 54.97 65,24 40,79 33,38 13,50
. 3 b
(Lipolase 100T) 2,0 18,14 1245 14,76 16,84

' Condigdes reacionais: eletrodo de trabalho combinado Sn/Pb (63:37), contra-eletrodo de Pt, eletrodo de
referéncia Ag/AgCl (KCl1 3,0 mol L), tampdo fosfato pH 7,4 (3,0 mL), 25 °C. 2 Velocidade inicial de hidrolise
de 1 umol min™! de butirato de 4-nitrofenila (4), calculada a partir de uma curva de calibragdo (absorbancia x
concentragdo em mmol L) construida para o 4-nitrofenol (5). > Exemplar comercialmente imobilizado.
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Tabela 13 — Estudo de estabilidade da lipase F-AP15 (Amano) de Rhizopus oryzae

Potencial Atividade Enzimatica (U g1)?
Condigao Aplicado Tempo reacional antes da analise (min)'
) 0 15 30 60 120
o ) -1,5 48,43 33,38 50,50 39,53
Liofilizada livre 40,96
-2,0 48,10 30,46 30,93 13,38
. ) -1,5 108,74 112,35 83,56 83,46
Imobilizada em Celite® 126,03
-2,0 70,12 57,18 62,92 5524

!'Condigdes reacionais: eletrodo de trabalho combinado Sn/Pb (63:37), contra-eletrodo de Pt, eletrodo de
referéncia Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L"), tampdo fosfato pH 7,4 (3,0 mL), 25 °C. ? Velocidade inicial de hidrélise
de 1 pmol min™! de butirato de 4-nitrofenila (4), calculada a partir de uma curva de calibragdo (absorbancia x
concentragdo em mmol L) construida para o 4-nitrofenol (5).

Tabela 14 — Estudo de estabilidade da lipase M (Amano) de Mucor javanicus

Potencial Atividade Enzimatica (U g)?

Condic¢ao Aplicado o4 reacional antes da andlise (min)!

V) 0 15 30 60 120

o 1,5 23,05 2493 49,60 40,29
Liofilizada livre 22,74

-2,0 23,57 15,04 14,52 15,03

3 ' 1,5 51,66 49,12 4842 51,54
Imobilizada em Celite® 60,54

-2,0 48,20 40,04 31,60 49,40

' Condigdes reacionais: eletrodo de trabalho combinado Sn/Pb (63:37), contra-eletrodo de Pt, eletrodo de
referéncia Ag/AgCl (KCl1 3,0 mol L"), tampdo fosfato pH 7,4 (3,0 mL), 25 °C. 2 Velocidade inicial de hidrolise
de 1 pmol min™! de butirato de 4-nitrofenila (4), calculada a partir de uma curva de calibragio (absorbancia x
concentragdo em mmol L) construida para o 4-nitrofenol (5).

Tabela 15 — Estudo de estabilidade da lipase A (Amano) de Aspergillus niger

Potencial Atividade Enzimatica (U g)?

Condicio Aplicado Tempo reacional antes da analise (min)

™) 0 15 30 60 120

o ) -1,5 16,40 1594 13,10 13,73
Liofilizada livre 18,31

-2,0 11,78 11,57 14,02 11,49

. . -1,5 45,53 31,78 2891 41,58
Imobilizada em Celite® 50,42

-2,0 46,39 60,03 61,47 47,57

' Condigdes reacionais: eletrodo de trabalho combinado Sn/Pb (63:37), contra-eletrodo de Pt, eletrodo de
referéncia Ag/AgCl (KCl1 3,0 mol L), tampdo fosfato pH 7,4 (3,0 mL), 25 °C. 2 Velocidade inicial de hidrolise
de 1 umol min™! de butirato de 4-nitrofenila (4), calculada a partir de uma curva de calibragdo (absorbancia x
concentragdo em mmol L!) construida para o 4-nitrofenol (5).
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Tabela 16 — Estudo de estabilidade da lipase de Candida rugosa tipo VII

Potencial Atividade Enzimatica (U g™)?
Condicao Aplicado Tempo reacional antes da andlise (min)’
) 0 15 30 60 120
o ) -1,5 245,65 165,97 228,71 222,71
Liofilizada livre 344,92
-2,0 149,42 21197 65,08 35,48
. ) -1,5 295,44 590,72 582,55 294,72
Imobilizada em Celite® 527,85
-2,0 110,36 72,35 57,58 55,98

!'Condigdes reacionais: eletrodo de trabalho combinado Sn/Pb (63:37), contra-eletrodo de Pt, eletrodo de
referéncia Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L"), tampdo fosfato pH 7,4 (3,0 mL), 25 °C. ? Velocidade inicial de hidrélise
de 1 pmol min™! de butirato de 4-nitrofenila (4), calculada a partir de uma curva de calibragdo (absorbancia x
concentragdo em mmol L) construida para o 4-nitrofenol (5).

Tabela 17 — Estudo de estabilidade da lipase AK (Amano) de Pseudomonas fluorescens

Potencial Atividade Enzimatica (U g)?
Condigao Aplicado  Tey04 reacional antes da analise (min)!
V) 0 15 30 60 120
o 1,5 142,52 128,78 133,67 80,79
Liofilizada livre 82,71
-2,0 86,95 83,43 64,44 39,01
. ) -1,5 133,66 162,69 64,30 48,86
Imobilizada em Celite® 140,10
-2,0 78,66 49,12 46,71 51,27
. -1,5 5,59 4,86 4,82 4,54
Imobilizada em sol-gel® 6,80
-2,0 6,59 4,92 4,82 5,13

! Condigdes reacionais: eletrodo de trabalho combinado Sn/Pb (63:37), contra-eletrodo de Pt, eletrodo de
referéncia Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L), tampdo fosfato pH 7,4 (3,0 mL), 25 °C. 2 Velocidade inicial de hidrolise
de 1 umol min™! de butirato de 4-nitrofenila (4), calculada a partir de uma curva de calibragdo (absorbancia x
concentragdo em mmol L") construida para o 4-nitrofenol (5). > Exemplar comercialmente imobilizado.

Tabela 18 — Estudo de estabilidade da lipase de pancreas de porco tipo Il

Potencial Atividade Enzimatica (U g)?

Condigao Aplicado Tempo reacional antes da analise (min)'

V) 0 15 30 60 120

o _ -1,5 89,68 73,64 41,35 15,89
Liofilizada livre 139,25

-2,0 35,27 18,30 13,20 10,75

. ) -1,5 58,22 63,27 41,78 46,21
Imobilizada em Celite® 63,64

-2,0 49,15 37,76 47,32 45,40

' Condigdes reacionais: eletrodo de trabalho combinado Sn/Pb (63:37), contra-eletrodo de Pt, eletrodo de
referéncia Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L"), tampdo fosfato pH 7,4 (3,0 mL), 25 °C. ? Velocidade inicial de hidrélise
de 1 pmol min™ de butirato de 4-nitrofenila (4), calculada a partir de uma curva de calibragio (absorbancia x
concentragdo em mmol L) construida para o 4-nitrofenol (5).
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Tabela 19 — Estudo de estabilidade da lipase PS (Amano) de Burkholderia cepacia

Potencial Atividade Enzimatica (U g)?
Condigao Aplicado Tempo reacional antes da andlise (min)’
V) 0 15 30 60 120
o ) -1,5 235,12 151,10 101,11 21,74
Liofilizada livre (PS-SD) 257,23
-2,0 18,76 22,45 20,54 22,53
» ) -1,5 139,13 102,01 81,83 77,06
Imobilizada em Celite® 190,97
-2,0 70,61 71,70 70,07 51,52
Imobilizada em ceramica -1,5 s 5,21 4,75 4,39 5,89
3 B
(PS-C) 2,0 536 556 495 3,57
. ) ) -1,5 87,70 68,47 33,37 33,00
Imobilizada em diatomita (PS-D)? 130,28
-2,0 4435 41,77 42,31 26091

' Condigdes reacionais: eletrodo de trabalho combinado Sn/Pb (63:37), contra-eletrodo de Pt, eletrodo de
referéncia Ag/AgCl (KCl1 3,0 mol L), tampdo fosfato pH 7,4 (3,0 mL), 25 °C. 2 Velocidade inicial de hidrolise
de 1 pmol min™! de butirato de 4-nitrofenila (4), calculada a partir de uma curva de calibragido (absorbancia x
concentragdo em mmol L) construida para o 4-nitrofenol (5). 3 Exemplar comercialmente imobilizado.
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Tabela 20 — Testes com adicdo de TMSCI a (bio)eletrorredugdo da acetofenona (1)

Composicio reacional final (%)?

Entrada’ Enzima’ Condicao
[1] [2] 3]
Lipase de
1 Rhizomucor miehei4 Imobilizada - 545+28 455428
(Lipozyme RM-IM)"  em Duolite
Lipase de Hobilizad
Thermomyces mobilizada
2 rt1* _ i i
lanuginosus em silica 544+7,1  456+7,1
(Lipolase 100T)?* gel

Lipase de Candida  Imobilizada

3 antarctica B em r,el:.sma ) 513418 487418
(Novozym 435)* acrilica
Lipase PS-D fmobilizad
Amano) de mobilizada
4 Bgurkhol;eria cm i 47,5E4,5 55,6+4,5
cepacia® diatomita
Lipase de Imobilizada
: Thermomyces emMMT 5 0+04  284+26 69,62,
lanuginosus modificada

' Condigdes reacionais: eletrodo de trabalho combinado Sn/Pb (63:37), contra-eletrodo de Pt, 1 (0,48 mmol),
TMSCI (0,67 mmol), tampdo fosfato pH 7,4 (4,0 mL), -2,0 V vs. Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L), 25 °C, 4 h. 2
Adicdo de 20 mg da enzima. * Média + desvio padrio; n = 2. Quantifica¢io realizada por CG com base em

curvas de calibragdo pré-definidas para 1 ¢ 2. * Exemplar comercial imobilizado.



APENDICE B - Espectros e Cromatogramas

Figura 29 — Espectro de RMN 'H (300 MHz) para o composto 2 em CDCls
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Figura 30 — Espectro de RMN '3C (75 MHz) para o composto 2 em CDCl;
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Figura 31 — Espectro de RMN 'H (300 MHz) para o composto 7 em CDCl;
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Figura 32 — Espectro de '*C (75 MHz) para o composto 7 em CDCls
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Figura 33 — Espectro de RMN 'H (300 MHz) para o composto 9 em CDCl;
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Figura 34 — Espectro de '*C (75 MHz) para o composto 9 em CDCls
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Figura 35 — Espectro de RMN 'H (300 MHz) para o composto 11 em CDCl3
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Figura 36 — Espectro de *C (75 MHz) para o composto 11 em CDCl;
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Figura 37 — Espectro de RMN 'H (300 MHz) para o composto 13 em CDCl3
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Figura 38 — Espectro de *C (75 MHz) para o composto 13 em CDCl;
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Figura 39 — Cromatograma obtido por CG da mistura reacional final de eletrorreducao da

acetofenona (1) com eletrodo combinado de Sn/Pb (63:37), na presenga de lipase de

96

Thermomyces lanuginosus imobilizada em silica gel (Lipolase 100T), em tampao acetato (0,1
mol L) pH 5,0, sob potencial de -2,0 V vs. Ag/AgCl por 4 horas (Tabela 6, Entrada 11)

14112

16.143

i
148

27.204
27278

Espécie Tr Area | Altura Largura | Simetria
Acetofenona 14,112 33,1 16,4 0,03 0,599
(R)-1-feniletanol | 15,143 | 328.1 1425 0,0349 0,464
(S)-1-feniletanol | 15,232 | 338,7 139.4 0,0356 0,431
Dimero 27,204 20 5,4 0,0564 1,065
Dimero 27,278 | 213 5,4 0,0562 0,86
Dimero 27,524 | 50,1 12,6 0,0624 0,909




Figura 40 — Cromatograma obtido por CG da mistura reacional final de eletrorreducao da
acetofenona (1) com eletrodo combinado de Sn/Pb (63:37), na presenga de lipase de

97

Thermomyces lanuginosus imobilizada em MMT modificada, em tampao acetato (0,1 mol L

1 pH 5,0, sob potencial de -2,0 V vs. Ag/AgCl por 4 horas (Tabela 6, Entrada 12)

260

200

[\ /N

151 15.15 152 1525 153 1535

72 273 274 278 278

Espécie Tr Area | Altura Largura | Simetria

Acetofenona 14,132 37.6 18,6 0,0307 0,62

(R)-1-feniletanol | 15,165 326 145 0,0342 0,492

(S)-1-feniletanol | 15,253 | 336,6 1405 0,0352 0,455

Dimero 27,242 | 26,6 7,2 0,0553 1,139

Dimero 27,315 | 287 7.2 0,0592 0,847

Dimero 27,562 | 54,6 13,7 0,0618 0,932

277
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Figura 41 — Cromatograma obtido por CG da mistura reacional final de eletrorreducao da
acetofenona (1) com E-NLTL, em tamp3o acetato (0,1 mol L") pH 5,0, sob potencial de -2,0
V vs. Ag/AgCl por 4 horas (Tabela 7, Entrada 2)

250
200
180~

100

14123

27534

Espécie Tg Area | Altura Largura | Simetria

Acetofenona 14,123 14,2 6,8 0,0316 0,619

(R)-1-feniletanol | 15,149 | 304.1 135,9 0,0341 0,486

(S)-1-feniletanol | 15,237 | 313.3 132 0,0349 0,451

Dimero 27,212 11,6 32 0,0598 0

Dimero 27,287 12,7 32 0,0653 0,985

Dimero 27,534 | 34,1 8,6 0,0617 0,961
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Figura 42 — Cromatograma obtido por CG da mistura reacional final de eletrorredu¢do da 4-
metilacetofenona (6) com E-NLTL, em tampdo acetato (0,1 mol L") pH 5,0, sob potencial de
-2,0 V vs. Ag/AgCl por 4 horas (Tabela 8, Entrada 1)

o,
120
100
ey
80 1 g =
.
=] °
o
185 16 © 81 182 183 18 155 rmin
by
25|
w
7s
16
s S g
10
75
3
28
2078 28 2082 2084 we " s T zame
Espécie Tg Area | Altura Largura | Simetria
4-metilacetofenona 15855 | 183 8,7 0318 0,56
(R)-1-(4-fenilmetil)etanol | 16,192 76,9 42,8 0,274 0,672
(5)-1-(4-fenilmetil)etanol | 16,291 85,8 43.8 0.0293 0,566
Dimero 20,796 8,8 5,6 0,0246 0,95
Dimero 20,831 | 13,5 6 0,0325 0,61
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Figura 43 — Cromatograma obtido por CG da mistura reacional final de eletrorredugao 4-
metoxiacetofenona (8) com E-NLTL, em tampdo acetato (0,1 mol L) pH 5,0, sob potencial

de -2,0 V vs. Ag/AgCl por 4 horas (Tabela 8, Entrada 2)

18316

18.351

18,447

1825

1835

1895

Espécie Tgr Area | Altura Largura | Simetria
(R)-1-(4-fenilmetoxi)etanol | 18,316 | 54,7 352 0,0245 0,955
(S)-1-(4-fenilmetoxi)etanol | 18,351 63,4 35 0,0275 0,757

4-metoxiacetofenona 18,447 | 105,6 59,7 0,0278 0,766
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Figura 44 — Cromatograma obtido por CG da mistura reacional final de eletrorreducao 4-
fluoroacetofenona (10) com E-NLTL, em tampao acetato (0,1 mol L) pH 5,0, sob potencial
de -2,0 V vs. Ag/AgCl por 4 horas (Tabela 8, Entrada 3)

14079

Espécie Tr Area | Altura Largura | Simetria
4-fluoroacetofenona 14,079 52,9 24,4 0,0317 0,496
(R)-1-(4-fluorofenil)etanol | 15,463 94,2 49,7 0,0285 0,583

(S)-1-(4-fluorofenil)etanol 15,539 99.6 497 0,0298 0,584

Dimero 27209 | 17 2,9 0,098 0,717

Dimero 27525 | 38 3,6 0,065 0,907

Dimero 27,72 12.5 3.2 0,0652 0.826
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Figura 45 — Cromatograma obtido por CG da mistura reacional final de eletrorredugao 4-
bromoacetofenona (12) com E-NLTL, em tampao acetato (0,1 mol L") pH 5,0, sob potencial

de -2,0 V vs. Ag/AgCl por 4 horas (Tabela 8, Entrada 4)

18328

19,269

18,301

Espécie Tr Area | Altura Largura | Simetria
4-bromoacetofenona 18,328 16,6 9,2 0,0283 0,76
(R)-1-(4-bromofenil)etanol | 19,269 12,9 82 0,0239 1,044
(S)-1-(4-bromofenil)etanol | 19,301 15,1 8.4 0,0267 0,774




		2022-09-20T15:46:29-0300


		2022-09-21T13:55:31-0300




