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RESUMO

Neste trabalho as olefinas eletronicamente ativadas com grupos
retiradores de elétrons, (4R)-carvona (7), (4S)-carvona (8), (6E)-2-metil-
6-[(4-nitrofenil)metileno]-ciclo-hexanona (22), (3E)-3-metil-4-fenil-3-
buten-2-ona (23), (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona (24) e 3-metil-ciclo-
hexen-2-ona (25), foram utilizadas como substratos nas reacfes de
biorreducdo mediadas por leveduras ou fungos em meio aquoso ou em
sistema bifasico. Primeiramente, realizou-se a otimizagdo das condi¢des
reacionais para a biorreducdo do substrato 7 com fermento de péo
comercial (FP, Saccharomyces cerevisiae), onde avaliou-se o efeito do
sistema biocatalitico, concentracdo de levedura e substrato, temperatura,
pH, adicdo de aditivos e porcentagem volumétrica do aditivo. As
condigBes Otimas obtidas na reducdo da (4R)-carvona mediada por FP
foram, quando a reagdo foi realizada em meio aquoso, concentracdo de
substrato e levedura de 16,6 mmol L™ e 100,0 g L™, temperatura de 25
°C, pH 7,5, e com os aditivos DMSO, trealose e sacarose. Apds ter
obtido as melhores condi¢des na biotransformacdo de 7, realizou-se a
biorreducdo das demais olefinas. A biotransformacéo de 7, 22, 23, 24,
25 e 8 originou as cetonas saturadas (1R,4R)-di-hidrocarvona (10)
(conv. 70% e e.d. de 97%), 2-metil-6-(4-nitrofenilmetil)-ciclo-hexanona
(33) (conv. 59% e e.d. de 38%), (3S)-3-metil-4-fenil-2-butanona (34)
(conv. 33% e e.e. de 64%), 3-difenil-2-propen-1-ona (35) (conv. >99%)
e 3-metil-ciclo-hexanona (36) (conv. 4% com e.e. de 56%) pela reducdo
da ligacdo dupla C—C e do alcool saturado (1R,2R,4S)-di-hidrocarveol
(12) (conv. 4% e e.d. de >99%) pela reducéo das ligaces duplas C-C e
C-0, respectivamente. Como foram obtidas conversdes baixas em 12 e
em 34, optou-se por otimizar também as condigdes reacionais para 0s
substratos 8 e 22, a fim de obter esses produtos com altas conversdes e
e.d. ou e.e.. Todos os parametros reacionais influenciaram na formacéo
de 10, 12 e 34, porém a temperatura e concentracdo de substrato foram
0s mais importantes. Na biotransformacdo de 8, além de utilizar a
levedura S. cerevisiae como biocatalisador, os fungos isolados da
Aspidosperma excelsum Benth (carapanadba) (CG 0504 e CF 0305) e as
leveduras Cryptococcus flavescens e Spathaspora xylofermentans também
foram utilizadas. Pelos resultados obtidos, estes fungos e leveduras
apresentaram um grande potencial para serem utilizados como
biocatisadores. Neste trabalho, foi também desenvolvido um novo
método de extracdo dos reagentes e produtos do meio aquoso e/ou do



sistema bifasico baseado em microextracdo em fase liquida com fibras
ocas de polipropileno (HF-LLLME). As vantagens deste método em
relacdo a extracdo liquido-liquido convencional sdo a menor geragdo de
residuos (solvente organico) e tempo necessario para extracdo.
Concluindo, o uso de micro-organismos como biocatalisadores na
biotransformacdo de olefinas ativadas em meio aquoso mostrou-se uma
alternativa viavel para a obtencdo de compostos com alta pureza Otica,
sendo utilizadas condi¢cdes brandas de reacdo e reagentes de custo
relativamente baixo, além de ser um método menos poluente para o
meio ambiente.

Palavras-chave: Biorreducdo. Olefinas ativadas. Leveduras. Fungos.
Aditivos.



ABSTRACT

In this study, the electronically activated alkenes with electron-
withdrawing groups, such as (4R)-carvone (7), (4S)-carvone (8), (6E)-2-
methyl-6-[(4-nitrophenyl)metylene]-cyclohexanone (22), (3E)-3-methyl-
4-phenyl-3-buten-2-one (23), (2E)-1,3-diphenyl-2-propen-1-one (24)
and 3-methyl-cyclohexen-2-one (25) were used as substrates in the
bioreduction reaction mediated by yeasts and fungi in agueous media or
in biphasic systems. Firstly, the optimization of experimental condition
on the bioreduction of 7 catalyzed by commercial baker’s yeast (BY,
Saccharomyces cerevisiae) was carried out, where the effect of
biocatalyst system, yeast and substrate concentration, temperature, pH,
addition of additives and volumetric percentage of additives were
evaluated. The optimum conditions obtained in the reduction of (4R)-
carvone mediated FP were when the reaction was carried out in agueous
medium, substrate concentration and yeast of 16.6 mmol L™ and 100.0 g
L™, temperature 25 °C, pH 7.5, and with the additives DMSO, trehalose
and sucrose. Then, and using the best reaction conditions obtained on the
biotransformation of 7, the bioreduction of the other electronically
activated alkenes was performed. The biotransformation of 7, 23, 24, 25
e 8 formed the corresponding saturated ketones (1R,4R)-dihydrocarvone
(10) (conv. 70% and d.e. of 97%), 2-methyl-6-(4-nitrophenylmethyl)-
cyclohexanone (33) (conv. 59% and d.e. of 38%), (3S)-3-methyl-4-
phenyl-2-butanone (34) (conv. 33% and e.e. of 64%), 3-diphenyl-2-
propen-1-one (35) (conv. >99%) by the reduction of C-C double bond,
and the saturated alcohol (1R,2R,4S)-dihydrocarveol (12) (conv. 4% and
of >99%) by the reduction of C-C and C-O double bond, respectively.
As low conversions into 12 and 34 were obtained, the optimization of
experimental conditions on the bioreduction of 8 and 23, also was
carried out to obtain the product in higher conversions and d.e. or e.e..
The reaction parameters influenced the formation of 10, 12 and 34,
however temperature and substrate concentrations were the most
outstanding. In the biotransformation of 8, besides using the yeast S.
cerevisiae as biocatalyst, the isolated fungis from Aspidosperma
excelsum Benth (carapanauiba) (CG 0504 e CF 0305) and the yeast C.
flavescens e S. xylofermentan were used. From the obtained results,
these fungi and yeasts showed a great potential to be used as
biocatalysts. In this study, a new and green methodology for the
extraction of reagents and products from the aqueous media or biphasic
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system based on a liquid-liquid-liquid micro extraction with porous
hollow fiber polypropylene membranes (HF-LLLME) is also reported.
The main advantages of this methodology in relation to conventional
liquid-liquid extraction are the smallest waste generation (organic
solvent) and the time required for extraction. In conclusion, the use of
microorganisms as biocatalysts in the biotransformation of electronically
activated alkenes compounds in aqueous media is a viable alternative to
obtain compounds with high optical purity, under mild reaction
conditions, low cost reagents and environmental pollution.

Keywords: Bioreduction. Activated alkenes. Yeast. Fungus. Additives.
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1. INTRODUCAO

1.1. CONSIDERAGOES GERAIS

A biocatalise tem se tornado uma ferramenta valiosa para a producédo de
compostos enantiomericamente puros, que sdo de fundamental importancia
para a sintese de produtos naturais e de substincias biologicamente ativas
(FABER, 2011) (MATSUDA; YAMANAKA; NAKAMURA, 2009). Esta
metodologia vem sendo muito utilizada na sintese de produtos farmacéuticos,
onde é amplamente reconhecido que estes ndo devem ser empregados como
racematos, devido as grandes diferencas observadas na atividade biol6gica dos
estereoisdbmeros (enantidmeros e diastereoisdbmeros) (RODRIGUES; MORAN,
2001). Além disso, é necessario o desenvolvimento de reagentes e processos
ambientalmente compativeis, uma das razdes pelas quais os biocatalisadores
tiveram este notavel desenvolvimento nos Gltimos anos (RAN et al., 2008)
(HOLLMANN; ARENDS; HOLTMANN, 2011).

As reagBes enzimaticas mediadas por micro-organismos tém sido
largamente empregadas desde os primérdios da humanidade para a producéo de
péo, laticinios e bebidas alcodlicas. Todas as aplicagfes desde o inicio usavam
culturas de micro-organismos mistos, e dirigidas para processos
biotecnol6gicos em &reas da agricultura e da nutricio humana. Foi Louis
Pasteur em 1862 quem estabeleceu a base cientifica destas antigas aplicacdes,
principalmente com relacdo a oxidacdo do alcool etilico ao &cido acético
usando uma cultura pura de Bacterium xylinum. A reducdo do furfural ao
alcool furfurilico em condicbes anaerdbicas de fermentacdo na presenca de
fermento vivo foi a primeira “redugédo fitoquimica” de uma molécula organica.
A condensacéo aciloinica envolvendo o benzaldeido e realizada na década de
1910 — 1920 teve aplicacdo na sintese da (—)-efedrina, constituindo-se no
primeiro processo industrial combinando sintese microbiol6gica e quimica
(RODRIGUES; MORAN, 2001).

A biocatalise envolve transformacdes quimicas usando tanto enzimas
isoladas como células integras (MAUGARD; LAMARE; LEGOY, 2001) de
organismos vivos (plantas, pequenos animais, etc) (MACHADO et al., 2008)
(CORDELL et al., 2007) ou micro-organismo (leveduras, bactérias e fungos)
(NESTL et al., 2007) (CARBALLEIRA et al., 2004). Entretanto as enzimas
isoladas que realizam as rea¢des de oxido-reducao necessitam de cofatores que
muitas vezes sdo de alto custo e de dificil recuperagdo. Desse modo, a
utilizacdo destas enzimas torna estas reagcbes menos atrativas do ponto de vista
econdmico (MONTI et al., 2011). As reagdes com células integras de micro-
organismos representam uma alternativa mais acessivel, uma vez que o sistema



enzimatico na célula contém tanto os cofatores necessarios, como os caminhos
metabdlicos para a sua regeneracdo (ORDEN et al., 2009) (LOU et al., 2004).

O fermento bioldgico de padaria, que € um micro-organismo vivo cujo
nome cientifico é Saccharomyces cerevisiae, é o biocatalisador mais utilizado
pelos quimicos organicos em sinteses assimétricas nos Ultimos anos. Varios sdo
0S motivos para este sucesso destacando a alta seletividade, bons rendimentos
quimicos, ampla disponibilidade, baixo custo, ndo requer adicdo de cofatores
dispendiosos, pois estdo disponiveis nas células, e a facilidade de manuseio que
ndo exige conhecimento de microbiologia, que tanto amedronta os quimicos e
os afastam na escolha entre um reagente quimico e um biocatalisador
(BARKAKATY; TAKAGUCHI; TSUBOI, 2007) (PERLES; MORAN;
VOLPE, 2008).

Dentro deste contexto, este trabalho visa o desenvolvimento de
metodologias que utilizam leveduras ou fungos em reacfes de reducdo de
olefinas ativadas, onde foram avaliadas algumas estratégias experimentais para
0 aumento da conversdo e diastereosseletividade e/ou enantiosseletividade.
Serd também apresentada uma nova técnica de extragcdo dos produtos e
reagentes do meio reacional para o0 monitoramento da conversdo por
cromatografia em fase gasosa com fase estacionaria quiral (CG-quiral) baseada
em microextracdo liquido-liquido-liquido com membrana porosa de
polipropileno (HF-LLLME).

1.2. ENZIMAS

De todas as funcOes das proteinas, a catalise é provavelmente a mais
importante. Na auséncia do catalisador a maioria das reagdes nos sistemas
biolégicos ocorreria muito lentamente para formar os produtos a uma
velocidade adequada para um organismo metabolizante. Os catalisadores que
desempenham essa fun¢do nos organismos vivos sdo chamados de enzimas.
Com excec¢do de alguns RNAs (ribozimas) que tém atividade catalitica, todas
as enzimas sdo proteinas. Elas estdo entre as biomoléculas mais notaveis
devido a sua extraordinaria especificidade e poder catalitico, que sdo muito
superiores aos dos catalisadores quimicos produzidos pelo homem
(CAMPBELL et al, 2007) (NELSON; COX; LEHNINGER, 2000)
(SOLOMONS, 1996) (VOET; VOET, 1995) (WOLFENDEN; SNIDER,
2001).

As enzimas sdo polimeros de alta massa molar formadas por longas
cadeias de aminoacidos ligados por meio de ligacfes peptidicas. A estrutura
dessas proteinas pode ser descrita em quatro niveis organizacionais: primaria,
secundaria, terciaria e quartenaria. A estrutura primaria é a sequéncia exata de



aminodacidos da cadeia peptidica e é especifica para cada proteina (Figura 1A).
A estrutura secundaria consiste em um primeiro nivel de enovelamento
helicoidal da proteina, devido as interacdes, geralmente do tipo ligaces de
hidrogénio. Duas organizacdes sdo particularmente estaveis, a a-hélice e a
folha S. A a-hélice é mantida por ligaces de hidrogénio intramoleculares
entre 0 oxigénio do grupo —C=0 de uma unidade peptidica e o hidrogénio do
grupo NH da quarta unidade peptidica subsequente (Figura 1B). A folha g
também é uma estrutura mantida por ligagdes de hidrogénio intramoleculares,
entretanto as ligacGes sdo estabelecidas entre cadeias polipeptidicas diferentes e
paralelas, ou entre segmentos distantes e distendidos de uma mesma cadeia
(Figura 1C). A estrutura terciaria inclui o arranjo tridimensional de todos os
atomos da proteina (Figura 1D). A associagdo de uma ou mais cadeias
polipeptidicas (subunidades) unidas por ligagcGes ndo covalentes para compor
uma unidade funcional, é denominada de estrutura quartenéria (Figura 1E)
(CAMPBELL et al., 2007) (NELSON; COX; LEHNINGER, 2000).

Estrutura primaria

S

»  A-hélice hidrogénio « Folha B-pregueada
Estrutura quaternaria
Resulkam da uniao de dois ou mais
polipéptidos com estrutura terciaria
Sub-unidade 1 _Sub-unidade 2
)

Ponte de hidrogénio
Ligagao dissulfureto

Figura 1. Representacdo esquematica das estruturas primaria (A), secundaria (a-hélice
(B) Folha g (C)), terciaria (D) e quartenaria (E) das proteinas.
Fonte: (“Netxplica”, 2012)

Toda a enzima possui um sitio ativo, o qual constitui somente uma
pequena por¢do do volume total e que estd usualmente préximo ou na
superficie, de forma que esta acessivel as moléculas de substratos. O sitio ativo
contém aminoacidos cujas cadeias laterais formam uma superficie



tridimensional complementar ao substrato. Em certos casos, estudos de
difracdo de raios X tém revelado na enzima uma pequena &rea ou fissura
claramente definida, na qual o substrato, ou mesmo parte dele pode se fixar
(NELSON; COX; LEHNINGER, 2000) (WOLFENDEN; SNIDER, 2001)
(CYGLER; SCHRAG, 1999).

A Figura 2 mostra o sitio ativo de uma alcool desidrogenase do figado
de cavalo (LADH, "horse-liver form of alcohol dehydrogenase™) complexada
com NAD" e alcool pentafluorobenzilico (DOLEGA, 2010).

Figura 2. Sitio ativo da LADH complexada com alcool pentafluorobenzilico e cofator
NAD".
Fonte: (DOLEGA, 2010)

Os dois modelos mais importantes que descrevem a ligacao do substrato
com a enzima sdo, o0 modelo da chave-fechadura e o do encaixe induzido. No
modelo da chave-fechadura, o substrato liga-se ao sitio ativo cujo formato
complementa o seu, como uma chave em uma fechadura. Este modelo ndo
considera uma propriedade importante das proteinas, sua flexibilidade
conformacional (Figura 3A). O modelo do encaixe induzido considera esta
propriedade, onde a ligacdo do substrato ird induzir uma mudanca
conformacional na enzima que resulta em um encaixe complementar depois
que o substrato é ligado (Figura 3B) (CAMPBELL et al., 2007) (NELSON;
COX; LEHNINGER, 2000).



A) Modelo da chave-fechadura

Encaixe ndo induzido — enzima inativa Encaixe induzido — enzima ativa

B) Modelo do encaixe induzido

Figura 3. Representacdo esquematica dos modelos que descrevem a ligagcdo de um
substrato em uma enzima. Modelo da chave-fechadura (A) e modelo do encaixe
induzido (B).

Fonte: Adaptada da referéncia: (FABER, 2011)

Como citado anteriormente, as enzimas possuem atividade catalitica.
Isso significa que na sua presenga, e sem serem consumidas durante 0 processo,
elas conseguem acelerar os processos quimicos que de outra maneira
ocorreriam muito lentamente ou ndo totalmente, sem alterar o equilibrio
quimico das reacGes que participam. Além disso, ao contrario dos catalisadores
inorganicos, como 4acidos, bases, metais e dxidos metalicos, as enzimas sdo
muito especificas (CABRAL, 2003) (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006)
(GHANEM, 2007).

As reagOes biocatalisadas acontecem normalmente em duas etapas. Na
primeira, forma a ligacdo do substrato a enzima que é devido as interacfes
altamente especificas do substrato com as cadeias laterais dos aminoécidos que
constituem o sitio ativo, formando um complexo “enzima-substrato”. Na
segunda etapa, ocorre a formacao do produto e a enzima é regenerada para uma



préxima reacdo (CAMPBELL et al., 2007) (NELSON; COX; LEHNINGER,
2000).

Como em todas as reacOes catalisadas, as enzimas aceleram as reacdes
devido a diminuicdo da barreira energética (energia de ativacdo) entre o
substrato e produto, como pode ser observado no diagrama de energia de uma
reacdo catalisada e uma ndo catalisada (Figura 4). A origem da propriedade do
poder catalitico (velocidade de aceleracdo) tem sido geralmente atribuida a
estabilizacdo do estado de transicdo da reacdo pela enzima (FABER, 2011)
(CABRAL, 2003).

Koat

Enz + 5 =—— [EnzS] ———>» Enz + P

_ [EnzS) 1
[EnzS]* [Enz] < [S] Kny
I
D Ed\  (catal)
! Keat
: V ~ Kot % [ENZS]
KM
——— —]
[EnzS]
P
- I TS, -
nao catalisada catalisada

Coordenada da reagdo

Enz = enzima, S = substrato, [EnzS] = complexo enzima-substrato, P = produto, K =
constante de equilibrio para a formacdo do complexo enzima-substrato, ke = constante
velocidade da reagdo para [EnzS] — Enz + P, E, = energia de ativacdo, # denota o estado de
transicdo, Ky = constante de Michaelis-Menten, v = velocidada da reacéo

Figura 4. Diagrama de energia de uma reacdo catalisada e ndo catalisada.
Fonte: Adaptada da referéncia: (FABER, 2011)

As vantagens de se utilizar as enzimas como catalisadores em reacdes
organicas sao:



- As condicdes da catalise enzimatica, ao contrario da catalise quimica,
sdo pressdao atmosférica, temperaturas abaixo de 100 °C e pH neutro
(CAMPBELL et al., 2007) (VOET; VOET, 1995).

- As velocidades das reacdes catalisadas por enzimas sdo maiores por
fatores de 10° a 10% vezes do que as correspondentes ndo catalisadas. Para
organismos vivos, aumentos de velocidade desta ordem de grandeza s&o
importantes, pois permitem que as rea¢des ocorram com velocidades razoaveis
mesmo nas condi¢cBes normais que existem nas células vivas (isto é, pH
aproximadamente neutro e temperatura na ordem de 20 — 35 °C) (CAMPBELL
etal., 2007) (NELSON; COX; LEHNINGER, 2000).

- Sdo quirais e podem, em geral, apresentar alta seletividade (GHANEM,
2007) (FABER, 2011) (JACOBSEN et al., 2003).

Porém, o uso destes biocatalisadores ainda apresenta algumas
desvantagens, tais como sdo encontradas na natureza somente em apenas uma
forma enantiomérica, requerem controle dos parametros reacionais, tais como
de temperatura e pH, apresentam uma maior atividade catalitica em agua, sdo
propensos a sofrerem inibicdo por agentes quimicos e fisicos e podem causar
alergias (FABER, 2011).

Nos Ultimos anos tais desvantagens tém sido bastante contornadas pelo
aperfeicoamento e desenvolvimento de diversas técnicas para manter a
estabilidade das enzimas em meio n&o-aquoso (IYER;
ANANTHANARAYAN, 2008) (VILLENEUVE, 2007) (FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2009). As modificagbes mais comuns envolvem o uso de
solventes organicos (LAANE et al., 1987) (DUMANSKI et al., 2001), sistema
bifasico (LEON et al., 1998), adicéo de inibidores (FABER, 2011), técnicas de
imobilizagdo (MATEO et al., 2007) e/ou protecéo celular (ALBUQUERQUE
et al., 2007), utilizacdo de enzimas mais resistentes (extremoenzimas) (HAKI;
RAKSHIT, 2003) ou geneticamente modificadas (CARBALLEIRA et al.,
2009) e uso de liquidos i6nicos (SHELDON et al., 2002) (PILISSAO;
CARVALHO; NASCIMENTO, 2009) (SILVA et al, 2011) (MILNER;
MAGUIRE, 2012).

1.3. CLASSIFICACAO DAS ENZIMAS

No Banco de Dados de Proteinas (“Protein Data Bank” PDB),
encontram-se catalogados 86008 tipos de macromoléculas (entre proteinas,
peptideos, virus, carboidratos, acidos nucléicos e complexos proteina/acidos
nucléicos) (RCSB Protein Data Bank, 2012). Vrias enzimas tém sua sequéncia
de aminoé&cidos e estrutura tridimensional determinada através de cristalografia



de raios X e RMN de ?D (NELSON; COX; LEHNINGER, 2000) (CYGLER;
SCHRAG, 1999).

A Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
(“International Union of Biochemistry and Molecular Biology” 1UBMB)
divide as enzimas em seis grandes classes, de acordo com o tipo de reacdo que
catalisa, sendo as oxidorredutases, transferases, hidrolases, isomerases, liases e
ligases (NELSON; COX; LEHNINGER, 2000) (FABER, 2011).

Neste trabalho, serdo utilizadas as oxidorredutases como
biocatalisadores na biotransformacdo de olefinas ativadas. A seguir serdo
apresentadas algumas das propriedades destas enzimas e 0s tipos de reagdes
que catalisam.

As oxidorredutases sdo classificadas dentro de trés categorias:
desidrogenases (ou redutases), oxigenases e oxidases (FABER, 2011)
(MUNRO; TAYLOR; WALKINSHAW, 2000). As desidrogenases e redutases,
classificadas como E.C.1.1.1., sdo muito usadas na reducdo de grupos
carbonilicos de aldeidos e cetonas (C=0) (BARROS-FILHO et al., 2010) (OU
et al., 2011), das ligagBes duplas C—C eletronicamente ativadas com grupos
retiradores de elétrons que sdo denominadas de olefinas ativadas (SORTINO;
ZACCHINO, 2010) (ZAMPIERI et al.,, 2011) (MIYAZAWA; SHIMIZU,
2012) e mais recentemente na redugdo assimétrica de iminas (C=N)
(VAIUAYANTHI; CHADHA, 2008). Devido a capacidade de converter
substratos pré-quirais em produtos quirais opticamente enriguecido, estas
enzimas sdo ferramentas valiosas para a sintese organica (NAKAMURA et al.,
2003).

Entretanto, para exercer a atividade catalitica, algumas enzimas,
incluindo as oxidorredutases, necessitam de componentes quimicos adicionais
denominados cofatores ou coenzimas (JURCEK; WIMMEROVA; WIMMER,
2008) (PERLES; MORAN; VOLPE, 2008). Estes sdo substancias ndo protéicas
que participam das reagfes enzimaticas, podendo ser regeneradas para reacdes
futuras. O cofator pode ser um fon metélico (ex. Fe**, Mg®*, Mn**, Zn*") que
pode agir como catalisador &cido-base de Lewis ou entdo formar compostos de
coordenacdo ao se comportarem como acido de Lewis, enquanto 0s grupos aos
quais se ligam atuam como bases de Lewis. Os compostos de coordenacdo
formados por ions metélicos tendem a ter geometria bastante especifica, que
auxilia no posicionamento dos grupos envolvidos na reacdo, produzindo uma
catdlise ideal. A outra classe importante de cofatores é uma mistura de
compostos organicos denominados de coenzimas, podendo ser vitaminas ou
metabolicamente  relacionados a vitaminas, por exemplo, flavina
mononucleotideo (FMN), flavina adenina dinucleotideo (FAD), forma reduzida
da nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH), e a forma reduzida da
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), entre outras. As



coenzimas sdo encontradas nas células de todos os seres vivos e funcionam
usualmente como transportadores intermediarios dos grupos funcionais, de
atomos especificos, ou de elétrons que sdo transferidos na reacdo enzimatica
global tendo um papel preponderante na producdo de energia para a célula
(CAMPBELL et al., 2007). As enzimas e coenzimas atuam conjuntamente para
catalisar as reacdes, onde a coenzima e o substrato se ligam a enzima e, apés, o
substrato é reduzido enquanto que a coenzima é oxidada. Ao final do processo,
a coenzima e o produto se dissociam da enzima (MATSUDA; YAMANAKA;
NAKAMURA, 2009).

Na Figura 5 estdo apresentadas as estruturas quimicas dos cofatores
NAD(H) e NADP(H) na forma oxidada e reduzida.

Cofator R, R,
NAD* H
o« - CONH,
o ! la ‘
o—b=o NT
(\) HG oH NADP* oo PO5
’O*F:’:O NH, 2a
o

N X
el
=
q NTOON NADH Hr Hs H
HO OR, 1b @/CONHZ

N .
NADPH oo PO

2b

Figura 5. Estrutura dos cofatores NAD(H) (1) e NADP(H) (2) na forma oxidada (a) e
reduzida (b).

O mecanismo da transferéncia de hidreto da coenzima NAD(P)H para os
compostos carbonilicos esta apresentado na Figura 6. O hidreto ataca a face si
ou a face re do grupo carbonila dependendo da orientagdo da ligacdo da enzima
com o substrato, resultando na formagéo do (R)- e (S)-alcool, respectivamente.
Dependendo do tipo de enzima utilizada o hidreto transferido € o pré-(R) ou o
pro-(S) (MATSUDA; YAMANAKA; NAKAMURA, 2009).
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Figura 6. Mecanismo de transferéncia de hidreto das coenzimas NAD(P)H para
compostos carbonilicos.
Fonte: Adaptada da referéncia: (MATSUDA; YAMANAKA; NAKAMURA, 2009)

A estereoquimica da reacdo, que é principalmente dependente dos
requisitos estéreos do substrato, pode ser prevista para a maioria das
desidrogenases a partir de um modelo simples que é geralmente referido como
regra de Prelog. Esta regra, postulada por Prelog, prediz por qual face da
carbonila ocorre a transferéncia do hidreto, e esta fundamentada no tamanho
(volume) dos grupos substituintes ligados ao carbono carbonilico. As duas
faces de um centro trigonal plano, por exemplo, de um grupo carbonilico, tem
as designac0es face re e face si, estabelecidas de acordo com as prioridades por
nimero atdmico para grupos ligados a este, conforme proposto por Cahn-
Ingold-Prelog. Se a transferéncia ocorre pela face re da carbonila obtém-se (S)-
alcoois e se ocorrer pela face si obtém-se (R)-alcoois (Figura 7) (FABER,
2011) (MATSUDA; YAMANAKA; NAKAMURA, 2009).
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produto com conformagéo
Anti-Prelog

Desidrogenase

[H]
\ 0 regra de Prelog ¢
CAON NN
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NAD(P)H NAD(P)*

P = pequeno G =grande

sequéncia assumida da regra de Prelog: grande > pequeno

Figura 7. Regra de Prelog para adigéo de hidreto na carbonila.
Fonte: Adaptada da referéncia: (FABER, 2011)

As reacOes enzimdticas dependentes de cofatores sdo frequentemente
realizadas com células integras, pois 0s organismos vivos ou 0S micro-
organismos fornecem um sistema de reciclagem natural e eficiente das
coenzimas intracelulares. Além disso, os processos de biotransformacdes
realizados com células integras sdo os mais simples e econdmicos, e as enzimas
encontram-se protegidas do meio externo pelas membranas e paredes celulares
(LOU et al., 2004) (JURCEK; WIMMEROVA; WIMMER, 2008). Porém,
devido a presenca de varias enzimas nas células, ha uma maior probabilidade
de ocorrer reagdes laterais, pois tanto o substrato quanto o produto podem ser
aceitos por outras enzimas presentes nas células (enzimas B e C na Figura 8).
Tais processos competitivos podem diminuir o rendimento da biotransformacéo
desejada (HOLLMANN; ARENDS; HOLTMANN, 2011).

enzima A

substrato produto
NAD(P)* i
enzima C U (P) enzimaB
sub-produto metabolismo metabolismo

Figura 8. Biotransformacfes competitivas utilizando células integras.

A levedura Saccharomyces cerevisiae (fermento de p&do) é um micro-
organismo amplamente utilizada na indUstria na producdo de biomassa, bebidas
alcodlicas e etanol, alimentos, proteinas recombinantes, farmacos, feromonios e
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vacinas, entre outros produtos de interesse comercial (BARALDI; CORREA,
2004) (BEHERA et al., 2010). O uso de S. cerevisiae para catalisar reacfes
organicas tem sido explorado ha aproximadamente um século e suas células
integras tém sido o biocatalisador mais comumente utilizado na reducdo de
compostos carbonilicos (STEWART, 2000) (ZYMANCZYK-DUDA et al.,
2005) (ZAMPIERI et al., 2013).

Outros micro-organismos também vém sendo amplamente utilizados
como biocatalisadores em sintese organica. Como exemplo, pode-se citar as
leveduras Aspergilus niger (RIBEIRO et al., 2009), Cryptococus (GORETTI et
al., 2009), Pichia stipitis (ZAMPIERI et al., 2011), Rhodotorula sp (WANG,;
ZONG; LOU, 2009) e Candida glabrata (MULLER; HAUER; ROSCHE,
2006). Além de leveduras, bactérias (CRAMAROSSA et al., 2005), microalgas
(HOOK; RYAN; SHERIDAN, 2003) e vérios fungos (BORGES et al., 2009)
também vém sendo muito utilizados para mediar reagfes organicas. Por
exemplo fungos isolados de plantas da floresta Amazénica (Figura 9) foram
recentemente usados na resolugdo (R,S)-2-octanol (ZANOTTO et al., 2009), na
acilacdo  regiosseletiva da  D-ribono-1,4-lactona  (SEBRAO;  SA;
NASCIMENTO, 2011), e na epoxidacdo quimio-enzimatica do pS-carofileno
(DA SILVA; NASCIMENTO, 2012).

Figura 9. Fotos de fungos de plantas da floresta Amazonica.
Fonte: Zanoto S. P. (UEA, AM, colegdo particular)

1.4. BIOTRANSFORMAGOES DE OLEFINAS ATIVADAS MEDIADAS
POR MICRO-ORGANISMOS

Estd bem documentado na literatura que além das reacOes de reducao de
carbonilas, que sdo varias, as redutases no interior dos micro-organismos
podem reduzir ligacdes duplas ativadas com grupos retiradores de elétrons tais
como nitro, carbonilas ou hidroxilas (FABER, 2011) (HUANG; ZHANG;
GONG, 2005). As enzimas responsaveis por essas reacfes sdo as enoato
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redutases dependentes de FMN, que sdo membros da familia das “old yellow
enzymes” (OYEs), que podem ser encontradas em muitos micro-organismos
tais como Clostridia sp., Proteus sp. e S. cerevisiae (fermento de pédo, FP)
(FABER, 2011) (BRENNA et al., 2011). A capacidade do FP em reduzir
assimetricamente ligag@es duplas carbono-carbono eletronicamente ativadas foi
descoberta em 1934, e desde esta data varios estudos vém sendo desenvolvidos
visando melhorar a seletividade destas rea¢es (FABER, 2011).

O mecanismo catalitico para a reducdo de olefinas ativadas catalisadas
pelas enoato redutases tem sido bem estudado. Por exemplo, para elucidar o
mecanismo da transferéncia de hidrogénio, nas reacdes de reducdo de
compostos carbonilicos «,f-insaturados mediadas por FP, CHU et al., (2006)
realizaram estudos utilizando tracos de is6topos quantitativos com abundancia
proxima ao natural e determinaram a converséo por RMN de ?D. Segundo os
autores o hidrogénio incorporado no carbono g a carbonila é derivado do
cofator NAD(P)H e o hidrogénio incorporado no carbono «a carbonila é
derivado do meio aquoso. A Figura 10 mostra uma representacdo esquematica
da proposta mecanistica da reducéo de olefinas ativadas (FABER, 2011).

& Ox-HR 5 GRE GRE

. : ' 1 Ru * H
[H] /\ H N (H1] ’ EQE " " ou
PN Flavin HZE redutase | Flavin  po Xl 1 H——R?2
P = =

NAD(P), NAD(P)H

e

. \
| sistemade reciclagem X N L
I ' Ox-HR: semi-reacéo de oxidacéo

GRE = tirador de eletrons: bemmme s Red-HR: semi-reagéo de redugéo
aldeid;ggi‘;gnr: I;acidcg c:rs;xirl?crlns [H']= hidreto doado do N5 do cofator flavina
éster, Iéctona, ﬁitro ' [H*] préton doado via Tyr-residuo

Figura 10. Representacdo esquematica da proposta mecanistica da reducdo de olefinas
ativadas mediada por enoato redutases dependentes de FMN.
Fonte: Adaptada da referéncia: (FABER, 2011)

A biotransformacgdo de compostos carbonilicos «,f-insaturados mediada
por células integras, em muitos casos, pode resultar em uma mistura de cetona
ou aldeido saturado, alcool saturado ou alcool alilico, devido ao fato de que
diferentes enzimas estdo presentes nas células (Figura 11) (LUO; WANG;
GONG, 2010).
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Figura 11. Biorredugdo de aldeido «,f-insaturado catalisada por células integras.
Fonte: Adaptada da referéncia: (LUO; WANG; GONG, 2010)

DUMANSKI et al. (2001) estudaram a redugéo do 2-fenil-2-propenal (3)
mediada por FP em meio organico. Eles observaram que foi obtida uma
mistura 1:1 do alcool insaturado 2-fenil-2-propen-1-ol (4) e do alcool saturado
(R)-2-fenil-1-propanol (5) com bom rendimento (52%). Nas andlises de CG
ndo foi observado o sinal referente ao reagente de partida e do aldeido saturado
(R)-2—fenilpropanal (6). Estes resultados indicam que o &lcool insaturado foi
formado pela reduc¢do do grupo aldeido enquanto que o &lcool saturado resultou
da redugdo de ambos os grupos carbonila e ligagdo dupla carbono-carbono
(Figura 12).

: éter de petroleo (j)H ©/'\ Q/Hr

3

Figura 12. Reducéo do 2-fenil-2-propenal (3) mediada por FP em meio orgénico.
Fonte: Adaptada da referéncia: (DUMANSKI et al., 2001)

Outro grupo de olefinas ativadas que vém sendo biotransformadas por
bactérias (CRAMAROSSA et al.,, 2005) (CHEN et al., 2012), microalgas
(HOOK; RYAN; SHERIDAN, 2003), leveduras (VAN DYK et al., 1998)
(GORETTI et al., 2012), fungos filamentosos (CARBALLEIRA et al., 2004) e
culturas de células e tecidos de plantas (HAMADA et al., 1997) sdo os
monoterpenos, devido ao fato destes serem intermediarios sintéticos para varios
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outros compostos com grande aplicacdo, tanto na area farmacéutica como em
perfumes, cosméticos e alimentos (HUA; VENKATARAMAN, 1988).

A 2-metil-5-(1-metiletenil)-2-ciclo-hexen-1-ona  (carvona) € um
monoterpeno monociclico que é produzido por mais de 70 plantas diferentes.
Ela existe em duas formas estereoisoméricas, a (4R)-(-)-carvona (7) que é o
componente principal do dleo essencial do horteld (Mentha spicata), e a (4S)-
(+)-carvona (8), que é o componente principal da 6leo essencial da alcaravia
(Carum carvi) e endro (Anethum graveolens) (Figura 13). As varias aplicacdes
da carvona como aromatizante, inibidor de brotacdo, antimicrobiana,
antifungica, na industria alimenticia, farmacéutica e de cosméticos justificam o
interesse no uso deste monoterpeno. Além disso, os produtos da redugdo da
ligagdo dupla C-C q,f-insaturada tanto da (4R)-carvona quanto da (4S)-
carvona, as 2-metil-5-(1-metiletenil)-ciclo-hexanona (di-hidrocarvona) (9-12),
sdo também intermediarios sintéticos importantes de um grande ndmero de
produtos naturais e de compostos com propriedades bioldgicas diferentes
(OHBA et al., 1997) (JIANG; BHATTACHARYYA,; SHA, 2007) (ZHANG et
al., 2008) (BLAY et al., 2005) (MACIAS et al., 2000) (Figura 14). Os alcoois,
2-metil-5-(1-metiletenil)-ciclo-hexanol (di-hidrocarve6is) também podem ser
obtidos nas reacdes mediadas por micro-organismos através da reducdo da
ligacdo dupla C—C seguida da reducéo da ligagdo dupla C-O. Estes compostos
sdo utilizados como fragrancias em cosméticos tais como xampus e sabonetes,
em produtos de higiene e em ndo cosméticos tais como produtos de limpeza e
detergentes (BHATIA et al., 2008) (Figura 15).

o 0

P
7 8
(4R)-(-)-carvona (4S)-(+)-carvona

Figura 13. Férmulas estruturais das carvonas.
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/:\ PSS

(1R,4R)-9 (1S,4R)-9 (1R,4S)-10 (1S,29)-10
(+)-dihidrocarvona (+)-dihidrocarvona (-)-dihidrocarvona (-)-dihidrocarvona

Figura 14. Férmulas estruturais das di-hidrocarvonas.

-
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P
(1R,2R,4R)-11 (1R,2S,4R)-11 (1S,2R,4R)-11 (15,2S,4R)-11
(-)-dihidrocarveol (+)-dihidrocarveol (+)-dihidrocarveol (+)-dihidrocarveol
S _LOH _\\OH e OH _\\OH
(1S,28,49)-12 (1S,2R,4S)-12 (1R,2S,4S)-12 (1R,2R,4S5)-12
(+)-dihidrocarveol (-)-dihidrocarveol (-)-dihidrocarveol (-)-dihidrocarveol

Figura 15. Férmulas estruturais dos di-hidrocarvedis.

Na Figura 16 estdo apresentados alguns compostos de interesse sintético
obtidos a partir da (+)-di-hidrocarvona.



(+)-argelasimina A (a)
(+)-argelasimina B (b)

(+)-decipienina A

7aH-guaia-4,11-dien-3-ona

Figura 16. Compostos com atividade biol6gica obtidos a partir das (+)-di-

hidrocarvonas.

Fontes: Adaptada das referéncias: a (OHBA et al., 1997)
b (JIANG; BHATTACHARYYA; SHA, 2007)
¢ (ZHANG et al., 2008)
d (BLAY et al., 2005)
e (MACIAS et al., 2000)

Como exemplo de compostos com atividade biol6gica, pode-se citar o (—
)-thujupseno (21) que é um sesquiterpeno triciclico que foi obtido a partir da

(+)-di-hidrocarvona (ZHANG et al., 2008) (Figura 17).
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Figura 17. Sintese do thujupseno a partir da (+)-di-hidrocarvona. [Reagentes e
condigdes (a) Ref. 6 de ZHANG et al., 2008); (b) Mel, KO-t-Bu, t-BuOH; (c) p-TsOH,
CeHe, 60 °C; (d) NH;NH,, Na, (HOCH,CH,),0, (e) OsO,, NalO,, CH,CN; (f) DIBAL-
Il, -78 °C; (g) CH,l,, Zn(Ag), Et,0; (h) DMSO, (COCI),, NEt;, CH,Cl,, -78 °C a t.a.; (i)
Refs. 2,3 de ZHANG et al., 2008)]

Fonte: Adaptada da referéncia: (ZHANG et al., 2008)

Varias metodologias sdo propostas para a hidrogenagdo seletiva da
ligagdo dupla C-C conjugada a carbonila das carvonas, para a obtengdo das
respectivas di-hidrocarvonas. Uma das mais utilizadas é a hidrogenagdo com
zinco metélico em solucdo alcodlica de hidroxido de potéssio sob refluxo. As
di-hidrocarvonas sdo obtidas em bons rendimentos, sendo de ~87%. Entretanto,
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foi verificada a formacdo de uma mistura dos diastereoisémeros (1S,4R)-cis e
(1R,4R)-trans-di-hidrocarvonas na razdo de 1:3 (FAIRLIE; HODGSON;
MONEY, 1973).

Outra metodologia que também vem sendo muito utilizada nos Gltimos
anos é a biotransformacdo mediada por micro-organismos. Por exemplo, VAN
DYK et al. (1998) estudaram a biotransformacéo das carvonas (4R)-7 e (4S)-8
catalisada por varias leveduras, tais como S. cerevisiae CBS 3093, G.
candidum G 400 e Y. lipolytica KBP 3364, entre outras. Eles observaram que
algumas leveduras utilizadas apresentaram a capacidade de reduzir apenas a
ligacdo dupla C-C endociclica das carvonas, formando as di-hidrocarvonas
(1R,4R)-9 e (1R,4S)-10. Outras, além de reduzir a ligacdo dupla C-C, também
apresentaram a capacidade de reduzir a ligacdo dupla C-O, formando os
correspondentes di-hidrocarvedis (1R,2S,4R)-11, (1R,2S,4S)-12 e (1R,2R,4S)-
12 (Figura 18).

o o HO.,
O planta/alga/levedura planta/alga/levedura

7 (1R,4R)-9 (1R,2S,4R)-11
o oo | HO. - HOW_+
planta/alga/levedura planta/alga/levedura .
8 (1R,4S)-10 (1R,25,4S)-12  (1R,2R,4S)-12

Figura 18. Produtos da biorreducdo da (4R)- e (4S)-carvona (7 e 8) mediada por
leveduras, plantas e algas.
Fonte: Adaptada da referéncia: (VAN DYK et al., 1998)

SHIMODA,; HIRATA, (2000) obtiveram resultados similares aos de
VAN DYK et al. (1998) em relacdo aos produtos obtidos na reducéo da (4R)- e
(4S)-carvona catalisada por culturas de células de Astasia longa. A reducéo de
7 formou a (1R,4R)-di-hidrocarvona e o (1R,2S,4R)-di-hidrocarveol, e a
reducédo de 8 formou a (1R,4S)-di-hidrocarvona e o (1R,2S,4S)-di-hidrocarveol.
Segundo esses autores, a formagéo preferencial destes produtos indicou que a
adicdo de hidrogénio ocorreu estereoespecificamente resultando em produtos
com configuracdo R no carbono-1 e S no carbono-2. Foi proposto que o
mecanismo de adicdo de hidrogénio ocorreu pela adigdo anti dos atomos de
hidrogénio pela face si no carbono-1 e pela face re no carbono-6, e os
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hidrogénios participantes na redugdo de C-1 e C—6 sdo originados do meio e do
NADH, respectivamente. Além disso, o ataque na ligacdo dupla C-O no C-2
ocorreu pela fase re, conforme mostrado na Figura 19.

H

>,
iy — " "
§ H g H

H H

Figura 19. Estereoquimica da reducéo das ligagdes duplas C-C e C-O da (4R)-carvona
mediada pela A. longa.
Fonte: (SHIMODA,; HIRATA, 2000)

A seguir sera apresentada uma breve revisao sobre os principais meios
reacionais utilizados em biocatalise.

1.5. MEIO REACIONAL

O meio aquoso é o mais frequentemente utilizado nas reacdes
biocatalisadas por células integras de micro-organismos, pois além de ser
considerado um solvente verde (HOLLMANN; ARENDS; HOLTMANN,
2011), mantém as condicdes ideais para a sobrevivéncia dos micro-organismos,
diferentemente dos solventes organicos que podem ser incorporados na
membrana lipidica, resultando no rompimento das suas funces, inativacao ou
desnaturacdo das enzimas ligadas a esta membrana, colapso no mecanismo de
transporte e quebra celular (BIE et al., 2008). Entretanto, muitos compostos
organicos de interesse comercial e industrial com potencial para serem
biotransformados por células integras sdo insollveis em agua, e para contornar
estes problemas, o sistema bifasico surgiu como uma alternativa para realizar a
biotransformagdo destes substratos (LEON et al., 1998) (PFRUENDER,;
JONES; WEUSTER-BOTZ, 2006) (LI et al., 2007).

O sistema bifasico é formado por uma fase aquosa, onde as células séo
suspensas, € por uma organica, onde o substrato e o produto sdo sollveis,
necessitando de agitagdo mecénica continua para que ocorra a reacao (Figura
20). As principais vantagens deste método incluem a facilidade na separacéo do
biocatalisador do reagente e ou produto, minimizacéo da inibi¢do da atividade
biocatalitica causada pelo substrato, e a presenga da fase aquosa, mais
favordvel ao biocatalisador do que o meio orgénico. Os critérios mais
importantes para a selecdo do solvente organico em reagdes catalisadas por
enzimas e/ou células integras em sistema bifésico, sdo a alta capacidade de



21

solubilizar tanto o produto e o substrato, bem como a biocompatibilidade que é
expressa pelo log P, que ¢ definido como logaritmo do coeficiente de particao
do solvente no sistema octanol/agua. Entretanto, outras caracteristicas sdo
desejaveis tais como estabilidade quimica e térmica, baixa tendéncia de formar
emulsdo com a &gua, ndo biodegradabilidade, baixa periculosidade no
manuseio e precos baixos (LEON et al., 1998) (HE et al., 2006) (CAPELLO;
FISCHER; HUNGERBUHLER, 2007) (FERNANDES et al., 2002) (CRUZ et
al., 2004).

Fase orgdnica

o OH
R Ry

Interface R1)LR2

NAD(P}H NAD(P)*

Saccharomyces cerevisiae \E\ij

N

CO; + H,0 Glicose + oxigénio

Fase aquosa

Figura 20. Sistema bifésico usado nas rea¢des mediadas por micro-organismos.

HE et al. (2006), a fim de determinar o melhor meio reacional em
relacdo a menor inibicdo do substrato, realizaram a reducéo assimétrica do 4-
cloro-3-oxobutanoato de etila catalisada por Aureobasidium pullulans CGMCC
em meio aquoso contendo somente tamp&o fosfato (0.1 mol L™, pH 7,0), e em
sistema bifasico contendo tampéao fosfato (0,1 mol L™, pH 7,0) e ftalato de di-
n-butila. As maiores conversdes em (S)-4-cloro-3-hidroxi-butanoato de etila
foram obtidas quando o sistema bifasico foi utilizado, variando de 0 — 94,5%
em 8 h de reagdo. Quando o meio aquoso foi utilizado, as conversdes em
produto variaram de 0 — 27,5% neste mesmo intervalo de tempo. A diminuicdo
nas conversdes em produto em meio aquoso pode ter sido ocasionada devido a
sérios problemas de inibicdo do substrato. Além disso, quando o ftalato de n-
butila foi utilizado como transportador do substrato, eliminou-se o efeito de
inibicdo neste sistema bifasico.

A adicdo de aditivos e/ou cossolventes, tais como agucares, alcoois,
compostos sulfurados e liquidos ibnicos, no meio aquoso ou no sistema
bifasico também vem sendo muito utilizada nas reacGes mediadas por células
integras de micro-organismos, a fim de manter a estabilidade e atividade das
enzimas no meio reacional. Além disso, em muitos casos o aditivo e/ou
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cossolvente aumenta a conversao e seletividade das transformacdes enzimaticas
(MATSUDA; YAMANAKA; NAKAMURA, 2009). Uma breve revisdo das
varias classes de aditivos esta apresentada abaixo.

Como mencionado anteriormente, o uso de solvente organico
frequentemente acarreta danos a membrana hidrofébica das células dos micro-
organismos. Para contornar este problema uma técnica que vem sendo muito
utilizada é a adicdo de agucares e polidis no meio reacional (HU; XU; NIE,
2010) (ZHANG et al., 2009). Os acUcares, especialmente a trealose e outros
polidis, sdo conhecidos como estabilizadores das membranas plasmaticas. A
trealose (a-D-glicopiranosil-a-D-glicopiranosideo) é um dissacarideo néo
redutor composto por duas moléculas de glicose unidas por ligacbes a-a-1,1-
glicosidicas, amplamente encontrado em bactérias, fungos, plantas e insetos
mas aparentemente ausente em vertebrados (DONG et al., 2007) (LUO; LI;
WANG, 2008) (SINGER; LINDQUIST, 1998) (Figura 21).

OH

o o HO
Ho WOH
HO o OH

Figura 21. Estrutura da trealose.

Durante muito tempo acreditou-se que a trealose era um carboidrato de
reserva. Entretanto, o papel mais importante que este aclcar desempenha nas
células de levedura é de estabilizar a membrana celular e as proteinas em
condi¢des de estresse. Os grupos OH equatoriais nas moléculas do aclcar séo
responsaveis por ordenar a dgua, aumentando a estruturacdo, protegendo as
membranas e as proteinas quando expostas a altas temperaturas, desidratacdo
e/ou aos solventes organicos (DONG et al., 2007) (LUO; LI; WANG, 2008)
(SINGER; LINDQUIST, 1998) (STAMBUK et al., 1993).

ALBUQUERQUE et al. (2007) verificaram o efeito de protecdo da
trealose e sacarose na reducdo do acetoacetato de etila catalisada pela levedura
S. cerevisiae W303-1A em n-hexano. Neste estudo eles observaram que a
trealose atuou como protetor celular, onde esta ndo foi consumida pelas células,
enquanto que a sacarose foi utilizada como fonte de carbono, uma vez que esta
foi consumida durante a reacdo. E importante salientar também que boas
conversdes em produto (31 — 50%) e excelentes e.e. (> 99%) foram obtidos
quando a trealose foi adicionada ao meio reacional contendo a levedura
crescida em lactato ou glicerol-etanol. Quando a sacarose foi adicionada ao
meio reacional com a levedura crescida em glicose, observou-se uma
diminuicdo da seletividade da reacdo, onde o e.e. variou de 30 — 50 %.
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Os acucares e alcoois, tais como glicose, sacarose, D-xilose, 2-propanol,
etanol e glicerol também podem ser utilizados como cossubstratos de sacrificio
para fornecer os equivalentes redox para os processos biossintéticos (HU; XU;
NIE, 2010). Eles funcionam como doador de elétrons, onde desempenham um
papel importante no mecanismo de reciclagem dos cofatores (NAD(P)H/
NAD(P)") e consequentemente é essencial para o processo continuo da reducao
biocatalisada, uma vez que as células contém apenas quantidades cataliticas
dos cofatores (ZHANG et al., 2009) (WANG; ZONG; LOU, 2009).

HU; XU; NIE, (2010) verificaram o efeito de varios cossubstratos
(glicose, frutose, sacarose, 2-propanol e D-xilose) na reducdo assimétrica da 2-
hidroxi-1-feniletanona (HPR) mediada por S. cerevisiae JUC15. Eles
observaram que quando esses aditivos foram adicionados ao meio reacional, as
conversdes em produto foram maiores (70,4 — 92,5), exceto quando a D-xilose
(12,9%) foi utilizada em comparacdo com os valores obtidos quando a reacéo
foi realizada sem a adig8o de aditivo (controle) (13,3%). Além disso, ndo foi
observado um aumento significativo na atividade da redutase com a adicéo
desses cossubstratos, e nem da massa celular durante a biorreducdo. Esses
resultados sugerem que os aditivos ndo agiram como protetor celular ou como
fonte de carbono e sim como cossubstratos de sacrificio para promover a
regeneracdo de coenzimas (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito do cossubstrato na redugdo da 2-hidroxi-1-feniletanona.
Atividade relativa da

Cossubstrato Rendimento ee. Viabilidade da HPE redutase (%)
(%) (%) célula (%)

Controle 13,3 >99 96,2 92,5
Glicose 80,2 >99 98,9 91,8
Frutose 78,4 >99 98,1 92,2

Sacarose 92,5 >99 99,3 91,3

2-Propanol 70,4 >99 96,8 90,4

D-xilose 12,9 >99 95,7 91,7

Condigdes reacionais: célula imida (0,2 g), 2 mL tampéo fosfato (0,1 mol L™, pH 6,5), HPE (8 g
L'l), cossubstrato (55,5 mmol L'l), 30 °C, 150 rpm. As atividade da HPE redutase, pureza otica e
rendimento do produto foram determinados ap6s 48 h de reacéo.

Fonte: Adaptada da referéncia: (HU; XU; NIE, 2010)

Outro aditivo que tem recebido bastante atencdo é o glicerol,
especialmente por ele estabilizar a estrutura nativa da proteina e
consequentemente evitar a desnaturacdo, e por ser um subproduto da producéo
do biodiesel, que é obtido de fontes renovaveis. ANDRADE; PIOVAN;
PASQUINI (2009) estudaram o efeito do glicerol como cossolvente na
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biorreducdo de halo-acetofenonas mediadas por células integras de Aspergillus
terreus SSP 1498 e Rizopus oryzae CCT 4964 em meio aguoso contendo
tampao fosfato (pH 7,0). Em geral, foi observado que o glicerol demonstrou
um grande potencial para aumentar o desempenho enzimatico das células
utilizadas em termos de conversdo (44 — 72%) e enantiosseletividade (92 —
>99%) em compara¢do aos demais aditivos utilizados (conv. <1 — 51% e.e.
>99%).

Os compostos sulfurados, tais como o DMSO e a L-cisteina, podem
interagir com o sitio ativo das enzimas presentes nas células integras alterando
a cavidade destas redutases, ou entdo a L-cisteina pode atuar como fonte de
hidreto para regenerar os cofatores, e assim aumentar a conversdo e
seletividade das reacBes biocatalisadas (HAYAKAWA; SHIMIZU;
FUJISAWA, 1997) (HAYAKAWA et al., 1998). Por exemplo, na reducéo de
acenaftenoquinona catalisada por FP em meio aquoso, WANG et al., (2007)
obtiveram um aumento na conversdo no mono-alcool, 2-hidroxicenaftenonas,
de 72 % para 98% e no e.e. de 15 para 25% com a adicdo do DMSO (10% v/v)
no meio reacional.

Os liguidos iénicos (LIs), que sdo sais organicos formados por um cation
e um anion, tém recentemente surgido como um novo solvente verde para uma
grande variedade de transformages enzimaticas, devido ao fato de ndo serem
volateis e inflamaveis e serem quimicamente e termicamente estaveis,
moderadamente hidrofilicos, possuirem alta condutividade térmica, alta
viscosidade e também habilidade de dissolver uma grande variedade de
compostos organicos, inorganicos e poliméricos (HE et al., 2009) (LOU;
ZONG; SMITH, 2006) (MILNER; MAGUIRE, 2012) (Tabela 2).

Tabela 2. Exemplos dos LIs mais utilizados em biocatalise.

Cétion Anion Anion
Nome Abreviatura
tetraalquitamonio BF, Tetrafluoroborato [BF4]
. Tl o PFs Hexafluorofosfato [PFe]
N
‘ NO;3 Nitrato [NO;]
1‘3rdialqu7|3im\dazé\i0 (im) CH3COy Acetato [Ac]
/@\ CF;,COy Trifluoroacetato [Tfa]
N N
RN TR CH30S05 Metil sulfato [MeSOy]
Lé-dialquilpiridinio (Py) CF3SOy Trifluormetanossulfonato [TfO]
O = (CF5SO)N" Bis(trifluorometil)- [TF.N]
sulfonamida

Fonte: Adaptada da referéncia: (MILNER; MAGUIRE, 2012)
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Geralmente, os LIs podem ser utilizados em biocatalise de 3 modos,
como solvente puro, como cossolvente no meio aquoso ou em sistema bifasico
(KRAGL; ECKSTEIN; KAFTZIK, 2002). Eles atuam como reservatério para
substratos e produtos pouco sollveis em agua, diminuindo assim a inibicdo da
reacdo pelo substrato e produto, que as vezes é observada em meio aquoso
(LOU; ZONG; SMITH, 2006).

Muitos LIs mostraram ser biocompativeis com varias células integras de
micro-organismos, tais como S. cerevisiae, Escherichia coli e Geotrichum
candidum, entre outras. Por exemplo, BRAUTIGAM et al. (2009) realizaram o
estudo da aplicabilidade de 21 LlIs, para serem utilizados como fase organica na
reducdo assimétrica de varias cetonas catalisada por uma E. coli recombinante
sobre-expressando 0s genes de uma alcool desidrogenase de Lactobacillus
brevis (“Lactobacillus brevis alcohol dehydrogenase” LB-ADH) e uma formato
desidrogenase de Candida boidinii (“Candida boidiniiformate dehydrogenase”
CB-FDH) para regeneragdo das coenzimas (Figuras 22 e 23).

E.coli-cell

v

LB-ADH —> —=

N

2-Octanone (R)-2-Octanol

CoO, Formate

lonic Liquid Buffer lonic Liquid
Figura 22. llustracdo da biotransformacgéo assimétrica da 2-octanona para (R)-2-octanol

mediada por E. coli em sistema bifasico com liquido i6nico.
Fonte: (BRAUTIGAM et al., 2009)
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Figura 23. Variagdo do rendimento e e.e. na biotransformacdo assimétrica da 2-
octanona para (R)-2-octanol mediada por E. coli em sistema bifasico com vérios
liquidos idnicos.

Fonte: (BRAUTIGAM et al., 2009)

Dos 21 Lls utilizados na reducéo da 2-octanona para a formacéo do (R)-
2-octanol, 9 foram os mais eficientes, tais como o [BMIM][NTF],
[HMPL]INTF] e [(MOP)MPI][NTF], formando o produto com rendimentos
variando de 60 — 80% apds 1 h de reacdo. Os Lls [(E20H)MIM][NTF] e o
[(P3OH)PYR][NTF] ndo foram eficientes na reducdo da 2-octanona, onde 0s
produtos foram formados com baixos rendimento, sendo <2%. Com 0s outros
10 liquidos ibnicos, as conversdes em produto variaram de 20 — 60 %. E
importante salientar que os e.e. dos produtos com todos os LlIs utilizados foram
sempre >99%. A partir destes resultados, pode-se concluir que os Lls
apresentaram boa biocompatibilidade com as células integras utilizadas, onde o
produto foi formado com bons rendimentos e excesso enantiomérico.

A seguir serd apresentada uma breve revisdo sobre cromatografia em
fase gasosa com fase estacionaria quiral que € a técnica de monitoramento das
conversdes em produto utilizada neste trabalho.
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1.6. CROMATOGRAFIA EM FASE GASOSA COM FASE
ESTACIONARIA QUIRAL

A formacdo dos produtos obtidos nas reacdes biocatalisadas pelas
leveduras e fungos, pode ser monitorada por varias técnicas de analises, tais
como ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H),
cromatografia em fase gasosa (CG), cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM) e polarimetria. Uma das mais utilizadas é a
cromatografia em fase gasosa com fase estacionaria quiral (CG-quiral) devido a
facilidade com que se efetua a separacdo, identificacdo e quantificacdo das
espécies quimicas envolvidas nos processos biocataliticos (WARD; WARD,
2010).

A CG-quiral estd baseada em associa¢cdes moleculares que podem levar
a um reconhecimento quiral suficiente que resulte em uma resolucéo
enantiomérica. A razdo dos picos fornece uma medida da composicdo
enantiomérica da amostra precisa e quantitativa. Tais medidas podem ser
realizadas com um alto grau de precisdo (COLLINS, 2006) (STALCUP, 2010).

As ciclo-dextrinas (CDs) ou seus derivados («, B, y) tém sido
amplamente aplicadas com muita eficiéncia na separacdo de enantidmeros pela
cromatografia liquida ou gasosa, através do desenvolvimento de colunas com
fases estacionarias quirais (COLLINS, 2006) (SCHURIG, 2010). Na Figura 24
esta apresentada a estrutura de fase estacionaria quiral formada de 5-CD.

Figura 24. Estrutura de uma fase estacionaria quiral contendo p-ciclo-dextrina
(Chirasil-Dex).
Fonte: (SCHURIG, 2010)
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O enantibmero a ser analisado é submetido a interacdes
diastereoisoméricas rapidas e reversiveis com a fase estacionaria e, portanto,
pode ser eluido em diferentes velocidades. A resolucdo dos enantidmeros pela
cromatografia baseia-se na diferenca entre energias livres de formagédo dos
intermediarios diastereoisoméricos transitérios formados durante a eluicdo. A
designacdo da configuracdo absoluta, portanto, envolvera a correlacdo da
configuracdo molecular com a ordem da eluicdo do enantibmero. Outro fator
importante no pardmetro de CG é o da separacdo do pico, chamado de
seletividade (STALCUP, 2010) (COLLINS, 2006).

Existem certamente limitacGes para este método, algumas das quais séo
caracteristicas para a cromatografia em fase gasosa. As amostras deverdo ser
suficientemente volateis e termicamente estaveis e, € claro, deverdo ser
quantitativamente resolvida na fase quiral da cromatografia gasosa (SCHURIG,
2010).

1.7. EXTRACAO DOS REAGENTES E PRODUTOS DO MEIO AQUOSO
PARA MONITORAMENTO DAS CONVERSOES EM CG-QUIRAL

Como mencionado anteriormente, 0 meio aquoso € o mais adequado
para realizar as reagBes catalisadas por enzimas e células integras, pois dessa
forma as condigdes ideais para a sua sobrevivéncia sdo mantidas. Entretanto, a
determinacdo das conversdes das reacBes sdo normalmente realizadas por CG,
e assim faz-se necessario uma etapa de extracdo para a separacdo dos reagentes
e produtos do meio aquoso. A extracdo liquido-liquido (Liquid-Liquid
extraction LLE) é uma das técnicas mais empregadas, porém alguns
inconvenientes, tais como a formacdo de emulsdo, utilizacdo de grandes
volumes de solvente téxico e a geracdo de grande quantidade de residuos,
tornam essa técnica muito trabalhosa, de alto custo, demorada e
ambientalmente indesejada (KOKOSA; PRZYJAZNY; JEANNOT, 2009).
Para minimizar esses problemas e tornar o monitoramento das reacdes menos
agressivo ao meio ambiente, técnicas modernas de microextracdo que utilizam
quantidades minimas de solventes organicos podem ser utilizadas, tais como, a
microextragdo em fase liquida com fibras ocas (“hollow fiber liquid-phase
microextraction” HF-LPME) (CARLETTO; CARASEK; WELZ, 2011)
(BEDENDO; JARDIM; CARASEK, 2012).

A HF-LPME foi idealizada por Pedersen-Bjergaard e Rasmussen em
1999 e pode ser considerada uma evolugdo dos métodos de microextragdo com
solventes. Os poros de uma membrana capilar porosa e hidrofébica (fibra oca),
como por exemplo, a de polipropileno sdo impregnados com o solvente
organico de extracdo e o seu limen é preenchido com microlitros de uma fase
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aceptora. Com isso, a fase aceptora ndo entra em contato direto com a matriz
aquosa (fase doadora), permitindo aplicar agitacdo constante durante a
extracdo. A HF-LPME é uma técnica de extracdo em equilibrio onde a
concentracdo do analito na solucdo aceptora aumenta em um certo nivel, e
subsequentemente o sistema entra em equilibrio e a concentracdo do analito na
fase aceptora permanece constante. Assim a HF-LPME ndo é uma técnica de
extracdo exaustiva como a LLE e a extracdo em fase sélida (Solid-Phase
Extraction SPE) (KOKOSA; PRZYJAZNY; JEANNOT, 2009) (OLIVEIRA et
al., 2008) (QUEIROZ; COLLINS; JARDIM, 2001).

Ha& duas configuragbes principais em que a HF-LPME é empregada. A
mais utilizada é a configuragdo em “U” (Figura 25A), que utiliza duas
microsseringas conectadas a fibra, e a configuragio tipo “haste”, onde somente
uma microsseringa é utilizada para injetar e coletar a fase aceptora (Figura
25B) (KOKOSA; PRZYJAZNY; JEANNOT, 2009) (OLIVEIRA et al., 2008).

j Fibra porosa com Becmen
E] solvente impregnado P a‘
_ injecdo
f e coleta
: I da
H solugdo
Vi il \ - aceptora

I

,V'Séluqao ac eptoré
/,“/ no interior da fibra\ ™

/—l; ___Barra magnética _ ),

A B

Figura 25. Configuragfes da HF-LPME mais empregadas. Sistema em “U” (A) e
sistema tipo “haste” (B).
Fonte: (OLIVEIRA et al., 2008)

A HF-LPME vem sendo muito utilizada na pré-concentra¢do de metais
pesados, pesticidas e na extracdo de farmacos de fluidos biol6gicos tais como,
plasma, sangue total, urina, leite materno, saliva e cabelo (PEDERSEN-
BJERGAARD; RASMUSSEN, 2008). Por exemplo, EMIDIO et al. (2010)
otimizaram os parametros de extracdo da HF-LPME para determinagdo de A°-
tetraidrocanabinol (A%-THC), canabidiol (CBD) e canabinol (CBN) em cabelo
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humano por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas
operando no modo sequencial (GC/EM//EM).

A partir destas consideracdes teoricas, a microextracdo liquida com
fibras ocas mostra ser uma alternativa viavel e ambientalmente correta para a
extracdo dos reagentes e produtos do meio aquoso para monitoramento das
conversdes das reacBes biocatalisadas por células integras de micro-
organismos. Sendo assim, neste trabalho sera testada uma nova técnica de
extracdo baseada em microextracdo liquido-liquido-liquido com membrana
porosa de polipropileno (HF-LLLME) que € derivada da HF-LPME.

1.8. METODOLOGIA DE SUPERFICIE DE RESPOSTA

A metodologia de superficie de resposta (RSM “Response Surface
Methodology”) é um conjunto de técnicas estatisticas e matematicas Uteis para
o0 desenvolvimento, melhoria e otimizacdo de processos em que a resposta de
interesse é influenciada por diversas variaveis e o objetivo é otimizar essa
resposta. A RSM tem aplicagdo importante no planejamento, desenvolvimento,
e da formulago de novos produtos, bem como na melhoria da concepcéo do
produto existente. Essa metodologia define o efeito de variaveis independentes,
sozinho ou em combinacéo, sobre os processos. Além de avaliar os efeitos das
variaveis independentes, essa metodologia experimental gera um modelo
matematico que descreve processos quimicos ou bioguimicos (BAS; BOYACI,
2007).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Realizar a biotransformacdo de olefinas ativadas, em meio aquoso, ou
em sistema bifasico, mediada por leveduras S. cerevisiae, Cryptococus
flavescens e Spathaspora xylofermentans ou por fungos endofiticos isolados da
Aspidosperma excelsum Benth (carapanadiba, uma espécie de planta comum da
regido Amazonica).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar, purificar e caracterizar as olefinas ativadas, (6E)-2-metil-6-
[(4-nitrofenil)metileno]-ciclo-hexanona (22), (3E)-3-metil-4-fenil-3-buten-2-
ona (23) e (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona (24), para serem utilizadas como
substratos na biorreducéo catalisadas por leveduras.

o] o o]
/@/\ij/ w
O,N
22 23 24

2. Realizar a reacdo de reducdo via quimica da (4R)-carvona (7) e (4S)-
carvona (8) com zinco metélico em etanol e &gua, para a obtencdo das
correspondentes di-hidrocarvonas 9 e 10.

3. Preparar os &lcoois 26, 27, 28, 29, 30 e 31 através da reducdo dos
substratos 7, 8, 22, 23, 24 e 25 com boroidreto de sodio para serem utilizados
como padrdes nas analises de CG-quiral.

OH OH OH OH OH OH
OO OO QL
O,N /\
26 27 28 29 30 31

4. Utilizar as leveduras S. cerevisiae (FP, CAT-1 e PE-2) como
catalisadores na biotransformacéo da (4R)-carvona e verificar a influéncia de
diversos parametros reacionais, tais como meio reacional, concentracdo de
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substrato e levedura, temperatura, pH, adicdo de aditivos no meio aquoso, tais
como liquidos iénicos, compostos sulfurados (DMSO e L-cisteina), solventes
polares e apolares, aclcares e polidis (glicerol, sacarose e trealose) e
porcentagem do aditivo (v/v).

5. Realizar a biorreducdo das olefinas 8, 22, 23, 24 e 3-metil-ciclo-
hexen-2-ona (25) com a melhor condi¢do obtida na biorreducdo da (4R)-
carvona com FP, para verificar a eficiéncia do biocatalisador frente a outros
substratos.

o

g\

25

6. Desenvolver uma metodologia para extracdo dos reagentes e produtos
do meio aquoso para 0 monitoramento das conversfes das reagdes
biocatalisadas, utilizando HF-LLLME.

7. Otimizar as condigdes reacionais da reducdo enzimatica da (4S)-
carvona mediada por leveduras S. cerevisiae em meio aquoso tais como,
temperatura, tempo, pH, concentracdo do tampdo, razdo substrato/levedura
(S/L) e adicdo de aditivos, usando metodologia de superficie de resposta.

8. Realizar a reducdo em microescala da (4S)-carvona com as leveduras
S. cerevisiae, C. flavescens (Pal) e S. xylofermentans (Spat) e com os fungos de
plantas da floresta Amazonica.

9. Otimizar as condi¢Bes reacionais da redugcdo enzimética da (3E)-3-
metil-4-fenil-3-buten-2-ona 23 mediada por FP em meio aquoso tais como,
temperatura, tempo, pH, concentracdo de enzima e substrato, utilizando a
metodologia de superficie de resposta.

10. Efetuar para fins comparativos as reacdes citadas acima, na auséncia
do biocatalisador.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1.

VVVVYVYY

3.2.

EQUIPAMENTOS

Agitadores magnéticos (Dist);

Banho termostatizado (Micro Quimica MOBTZ99 — 20);

Rotaevaporador (Buchi 461);

Balancas analiticas Marte A 500;

Agitador orbital (Certomat MO);

Cromatégrafo a gas (Agilent 7820A) equipado com coluna capilar de fase
estacionaria quiral da Restek (RT — BetaDex — SM 30 m x 0,32 mm x 0,25
pum) ou Supelco (Beta DexTM 110 30 m x 0,25mm x 0,25um);
Cromatdgrafo a gas acoplado ao espectrometro de massas Shimadzu GC—
EM 2010 Plus, coluna Restek (Rtx — 5MS 5% difenil — 95%
dimetilpolisiloxano, 30m x 0,25 mm x 0,25 um) — Lab 209 — Professor Dr°
Eduardo Carasek;

Polarimetro (Polartronic E Schmidt e Haensch);

Espectrofotdmetro ABB Bomer FTLA 2000 — 100 Perkin Elmer FT — IR
1600 — Central de Andlises — UFSC;

Espectrometro de RMN da Bruker AC 200F — 400 MHz — Central de
Anélises — UFSC.

REAGENTES, SOLVENTES E BIOCATALISADORES

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau P. A.

3.2.1. Reagentes, solventes e membrana

>

Sigma Aldrich: (4R)-(-)-carvona (98%); (4S)-(+)-carvona (98%); (-)-di-
hidrocarveol [(75% — (1R,2R,4R), 6% — (1S,2S,4R), 3% — (1R,2S,4R), 13%
— (1S,2R,4R)] (padrdo); (+)-di-hidrocarveol [(75% — (1S,2S,4S), 6% —
(1R,2R,4S), 3% — (1S,2R,4S), 13% — (1R,2S,4S)] (padréo); 3-metil-ciclo-
hexen-2-ona; 4-nitro-benzaldeido; 2-metil-ciclo-hexanona; sacarose;
trealose.
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YV V VY

YV V VY

Vetec: benzaldeido; acetona; fosfato de potassio bibasico; acido borico;
diclorometano; acetato de etila; glicerol; tert-butanol; silica gel 60 para
cromatografia em coluna 70 — 230 mesh.

Ecibra: 2-butanona.

Riedel-di-Haen: acetofenona.

Merck: boroidreto de sédio; L-cisteina.

Grupo Quimica: hidroxido de sédio; etanol; N,N-dimetilformamida
(DMF); dimetilsulfoxido (DMSO).

Cromato produtos quimicos: cido citrico.

F. Maia: n-hexano; tolueno; tetrahidrofurano (THF).

CIL: cloroférmio deuterado (99,8%).

Fluka: tetrafluoroborato de 1-butil-3-metil imidazélio [BMIm][BF4]
(97%); hexafluorofosfato de 1-butil-3-metil imidazélio [BMIm][PFg]
(96%); tetrafluoroborato de 1-butil-4-metil piridinio [BMPY][BF,] (96%).
Membrane GmbH: Membrana porosa de polipropileno (Q 3/2 accurel)
diametro interno (600 pm), espessura da parede (200 um), tamanho dos
poros (0,2 um) e porosidade (~75%).

3.2.2. Biocatalisadores

YV V VY

Fermento biolégico Fleischmann (leveduras secas de S. cerevisiae);
Linhagens industriais CAT-1 e PE-2 de S. cerevisiae (leveduras secas);
Leveduras de C. flavescens (Pal) e S. xylofermentans (Spat)l;

Fungos isolados da Aspidosperma excelsum Benth (carapanalba), uma
espécie de planta comum da regido Amazonica’.

1

xyl
alu

As leveduras C. flavescens foram coletadas no parque Palmital, em Chapec6/SC e a S.
ofermentans na Floresta Amazonica de Roraima, ambas foram crescidas em meio de D-xilose pela
na de mestrado Alice Heidrich Prompt do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de

Santa Catarina (UFSC).

2 0s fungos isolados de plantas da floresta Amazonica foram gentilmente fornecidos pela Profa. Dra.
Sandra Patricia Zanotto do grupo de pesquisa do laboratério de Bio-organica da Universidade Estadual

do

Amazonas (UEA), e cultivados em nosso laboratério de pesquisa.
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3.3. CRESCIMENTO DOS FUNGOS

Os fungos isolados da carapanaiba (CG 0504 e CF 0305) foram
crescidos em meio de batata-dextrose-agar (BDA), conforme procedimento
descrito por ZANOTTO et al., (2009) e descrito a seguir.

Em um béquer de 1 L adicionaram-se 250 mL de agua destilada e 50 g
de batata picada. As batatas foram cozidas durante 20 minutos. Apés resfriada,
a solucéo foi filtrada com gaze, e ao caldo adicionaram-se 5 g de dextrose e
agua suficiente para completar 500 mL, o pH foi ajustado para 5,8 com adicdo
de NaOH ou HCI e posteriormente foram acrescentados 3,75 g de 4gar. Em
seguida, a solucdo foi esterilizada em 121°C a 1 atm por 15 minutos em uma
autoclave. O meio de cultura foi vertido ainda liquido sobre uma placa de Petri
estéril. Sobre 0 meio de cultura sé6lido, foram semeados os fungos. Estes foram
cultivados por aproximadamente 14 dias. Apds decorrido esse tempo, foram
cortados em cubos com aproximadamente 1 cm? e depositados no meio liquido
de BDA. Esse meio foi incubado em temperatura ambiente por 9 dias em um
agitador orbital (150 rpm) a 28 °C. Os micélios do fungo foram coletados do
meio de cultura, filtrados a vacuo, lavados com agua e acetona, secos por 48 h
em um dessecador e posteriormente pesados.

3.4. PREPARACAO DAS OLEFINAS ATIVADAS 22, 23 E 24

3.4.1. Preparagdo das olefinas ativadas 22 e 24 via condensagdo alddlica basica

Em um bal&o de 125 mL, munido de agitacdo magnética, adicionaram-se
aproximadamente 15 mL de etanol, acetofenona (21,0 mmol) e o benzaldeido
(21,0 mmol) (para formacdo de 24) ou 2-metil-ciclo-hexanona (21,0 mmol) e o
4-nitro-benzaldeido (21,0 mmol) (para formac&o de 22). Com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur, foram gotejadas lentamente ~8 gotas de solugdo de NaOH
50%, até atingir o pH ~10, e a mistura foi mantida a temperatura ambiente. A
formacdo do produto foi acompanhada por cromatografia de camada delgada
(CCD) utilizando como eluente a mistura de n-hexano:acetato de etila (9:1 ou
6:4 v/v). Ao final da reacdo, a mistura foi deixada na geladeira por uma noite,
sendo em seguida filtrada em funil de Biichner e o produto foi lavado com
etanol a frio. As olefinas ativadas foram recristalizadas com etanol absoluto a
quente e a seguir determinou-se o ponto de fusdo. O produto da reacdo foi
pesado, e entdo calculado o rendimento.
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Os compostos obtidos foram caracterizados por técnicas de 1V, RMN de
'H, CG-quiral e CG/EM, e 0s respectivos cromatogramas e 0S espectros
encontram-se no Apéndice A.

» (6E)-2-metil-6-[(4-nitrofenil)metileno]-ciclo-hexanona 22

o]

oy
O,N

22

CusHisNO; (245,3 g mol'l); tempo reacional de 9 h; solido amarelo
claro; 4,9 g (87 %); p.f.: 115 — 117 °C (p.f. ndo encontrado na literatura); Ry:
0,29 (n-hexano:acet.etila, 9:1 viv); IV vmaX/cm'l (KBr): 3426, 2936 — 2866,
1674, 1602, 1512, 1343, 1145, 11,08, 999, 937, 845, 754; RMN de *H (CDCls,
400 MHz) 6 (ppm): 1,20 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 1,91 — 2,11 (m, 2H), 1,60 — 1,64
(m, 3H), 2,48 — 2,64 (m, 2H), 2,95 - 2,99 (m, 1H), 7,33 (s, 1H), 7,48 (d, J =8,8
Hz, 2H) e 8,23 (d, J = 8,8 Hz, 2H); CG-quiral tg = 24,0 min; CG/EM tr = 22,2
min; m/z = 245 (M"™), 217, 128, 115, 81, 55. [Condicdes de programagéo CG-quiral
e CG/EM: conforme descrito no item 3.12.3]

» (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona 24
o)
o C
24

C1sH1,0 (208,3 g mol™); tempo reacional de 5 h; sélido amarelo claro;
3,5 g (80 %); p.f.: 53 — 54 °C (Lit. (LI et al., 2002) 57 — 58 °C); Ry. 0,47 (n-
hexano:acet.etila, 9:1 viv); IV vmaxlcm'1 (KBr): 3050, 1663, 1606, 1572, 1446
1285, 988, 750, 687; RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 7,42 (m, 3H),
7,50 — 7,66 (m, 6H), 7,82 (d, J = 15,6 Hz, 1H), 8,03 (d, J = 7,6 Hz, 2H); CG-
quiral tz = 17,3 min; CG/EM tg = 22,7 min; m/z = 208 (M™), 207, 131, 105,

103, 77. [Condigbes de programacdo CG-quiral e CG/EM: conforme descrito no item
3.125]
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3.4.1. Preparagdo da olefina ativada 23 via condensacdo aldélica &cida

A olefina 23 foi preparada de acordo com a metodologia descrita a
seguir e adaptada de LU; BOLM, (2008).

Em um erlenmeyer, adicionaram-se 10 mL de acido acético, 3,6 g (50,0
mmol) de 2-butanona e 2,7 g (25,0 mmol) de benzaldeido. Esta mistura foi
mantida sob agitacdo constante a temperatura ambiente. Sobre essa solucéo
adicionaram-se lentamente 2,4 g de H,SO,;. Ap6s o término da reacdo
adicionaram-se 25 mL de agua a mistura reacional, neutralizou-se com NaOH
(25% m/v) e extraiu-se com acetato de etila (2 x 10 mL). A fase organica foi
lavada com 10 mL solugdo aquosa de NaHCO; e 10 mL de uma solucéo
saturada de NaCl ("brine"). O solvente foi evaporado e o produto 23 purificado
em coluna cromatografica com n-hexano/acetato de etila (9/1 v/v) como
eluente.

O produto foi caracterizado por RMN de 'H e CG-quiral e os
cromatogramas e espectros estdo apresentados no Apéndice A.

» (3E)-3-metil-4-fenil-3-buten-2-ona 23

o

w
23

CuH1,O (160,2 g mol™); tempo reacional de 4 h; liquido amarelo
castanho; 3,28 g (82 %); Ry: 0,58 (n-hexano:acet.etila, 9:1 v:v); RMN de 'H
(CDCl3, 400 MHz) 6 (ppm): 7,42 — 7,52 (m, 6H), 2,46 (s, 3H), 2,05 (s, 3H);
CG-quiral tg = 12,5 min. [Condigdes de programacdo CG-quiral: conforme descrito
no item 3.12.4.]

3.5. PREPARACAO DAS DI-HIDROCARVONAS A PARTIRDE 7E 8

As di-hidrocarvonas foram preparadas de acordo com a metodologia
descrita a seguir, e adaptada de FAIRLIE, HODGSON e MONEY, (1973).

Uma mistura de zinco metalico (2,5 g), hidroxido de potassio (1,0 g,
17,5 mmol), etanol absoluto (10 mL) e &gua (4 mL) foram mantidos sob
refluxo com agitagdo vigorosa. Apos, adicionou-se lentamente a carvona (2,5 g,
16,6 mmol) solubilizada em 4 mL de etanol. Ao final da reacdo a mistura foi
filtrada e o solvente evaporado em um rotaevaporador. Apds a evaporacdo do
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solvente a mistura reacional foi tratada com "brine" e extraida com
diclorometano (2 x 15 mL). A fase organica foi seca com MgSO,, 0 solvente
evaporado e o produto purificado em coluna cromatografica com n-
hexano/acetato de etila (9/1 v/v) como eluente.

As di-hidrocarvonas 9 e 10 foram caracterizadas e analisadas por
técnicas de RMN de *H, CG-quiral e CG/EM e espectros estio apresentados no
Apéndice A.

» (1R4R)- e (1S,4R)-di-hidrocarvona 9

O o
(1R,4R)-9 (1S,4R)-9

C1oH160 (150,2 g mol™); tempo reacional de 24 h; liquido amarelo claro;
0,75 g (30%); razdo de (1S,4R)-9/(1R,4R)-9 de 1:4,6 (determinado por CG-
quiral). Rs: 0,67 (n-hexano:acet.etila, 9:1 v:v); RMN de *H (CDCl;, 400MHz)
o (ppm): 1,03 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 1,09 (d, J = 7,2 Hz, 3H) 1,73 (s, 3H), 1,74 (s,
3H), 1,3-2,5 (m, 16H) 4,68 — 4,83 (m, 4H); CG-quiral tz = 6,4 min (1S,4R)-9
e 6,5 min (1R,4R)-9; CG/EM tg = 8,2 min (1R,4R)-9 e 8,4 min (1S,4R)-9; m/z =
152 (M™), 123, 109, 95, 67 e 41. [Condigdes de programacéo CG-quiral e CG/EM:
conforme descrito no item 3.12.1.]

»  (1R,4S)- e (1S,4S)-di-hidrocarvona 10

'y

(1R,4S)- (1S,2S)-10

C1oH160 (150,2 g mol'l); tempo reacional de 24 h; liquido amarelo claro;
1,05 g (42%); razdo de (1R,4S)-10/(1S,4S)-10 de 1:4,3 (determinado por CG-
quiral); Rg: 0,67 (n-hexano:acet.etila, 9:1 v:v); RMN de *H (CDCl,, 400 MHz)
8 (ppm): 1,03 (d, J = 6,4 Hz, 3H), 1,08 (d, J = 6,8 Hz, 3H) 1,74 (s, 3H), 1,74 (s,
3H), 1,3-2,6 (m, 16H) 4,69 — 4,83 (m, 4H).; CG-quiral tg = 8,8 min (1S,4S)-10
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e 9,0 min (1R,45)-10; CG/EM tg = 10,0 min (1S,45)-10 e 10,2 min (1R,4S)-10;
m/z = 152 (M™), 123, 109, 95, 67 e 41. [Condicdes de programagdo CG-quiral e
CG/EM: conforme descrito no item 3.12.2.]

3.6. PREPARACAO DA (R,S)-3-METIL-4-FENIL-2-BUTANONA 34

O procedimento para a preparacdo de 34 foi realizado conforme descrito
no item 3.5.

A cetona 34 foi caracterizada por técnicas de RMN de 'H, CG-quiral e
0s cromatogramas € espectros estdo apresentados no Apéndice A.

O

(Y

(3R,S)-34

C11H140 (262,2 g mol™); tempo reacional de 8 h; liquido castanho claro;
1,3 g (50 %); Ry: 0,55 (n-hexano:acet.etila, 9:1 v:v); RMN de *H (CDCls, 400
MHz) 6 (ppm): 1,09 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 2,09 (s, 3H), 2,53 — 2,59 (dd, J = 13,6
e 7,6 Hz, 1H), 2,80 — 2,85 (m, 1H), 2,97 - 3,02 (dd, J = 13,6 € 6,8, 1H), 7,17 —
7,32 (m, 5H); CG-quiral tg = 11,9 e 12,0 min. [CondigBes de programagdo CG-
quiral: conforme descrito no item 3.12.4.]

3.7. PREPARACAO DA (R,S)-3-METIL-CICLO-HEXANONA 36
A (R,S)-3-metil-ciclo-hexanona 36 foi preparada via hidrogenagdo

catalitica com Pd/C sobre pressdo a partir da olefina 25, conforme
procedimento descrito por FURNISS; VOGEL, (1987).

O

QL

(R,S)-36
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C;H1,0 (112,2 g mol™); tempo reacional de 12 h; liquido incolor; 0,1 g
(10 %); Rf: 0,65 (n-hexano:acet.etila, 9:1 viv); IV Vimadem® (filme): 2952 —
2869, 1712, 1457, 1224, 1057, 775, 691; RMN de ‘H (CDCl;, 400 MHz) §
(ppm): 0,76 (d, J = 6,4 Hz, 3H), 1,14 — 1,24 (m, 1H), 1,45 - 1,57 (m, 1H), 1,69
—1,92 (m, 4H), 2,05 - 2,25 (m, 3H); CG-quiral tr=4,3 e 4,4 min; CG/EM tr=
4,7 min; m/z =112 (M™), 97, 69, 56, 41. [Condicdes de programacdo CG-quiral e
CG/EM: conforme descrito no item 3.12.6.]

3.8. REDUGAO VIA QUIMICA DAS OLEFINAS ATIVADAS

Para obtencdo dos alcoois que foram utilizados como padrdes nas
andlises de CG-quiral, CG/EM e de RMN de 'H, os compostos 7, 8, 22, 23, 24
e 25 foram reduzidos com NaBH, de acordo com a metodologia descrita a
seguir e adaptada de FURNISS; VOGEL, (1987).

Adicionou-se lentamente, a temperatura ambiente, em um baldo de
fundo redondo, 0,5 g dos substratos dissolvidos em aproximadamente 20 mL
de etanol e a seguir foi adicionado NaBH, em excesso (~0,3 g) e 1,0 g de silica
gel. A reacdo foi monitorada por CCD utilizando como eluente n-
hexano:acetato de etila (9:1 ou 6:4 v/v). Ao final, a mistura foi filtrada, e o
solvente evaporado em rotaevaporador. Apds a evaporagdo do solvente a
mistura reacional foi lavada com aproximadamente 15 mL de diclorometano e
filtrada para retirar o sélido branco remanescente no baldo. A seguir, o solvente
foi novamente evaporado e os a&lcoois foram purificados em coluna
cromatogréafica com n-hexano/acetato de etila (9/1 v/v) como eluente. Os
correspondentes alcoois foram submetidos as analises de IV, RMN de *H, CG-
quiral CG/EM.

> Carveol 29 e di-hidrocarveol 11

/:\ /:\
11

29

29 CioHi0 (152,22 g mol™) e 11 CioHis0 (154,2 g mol™); tempo
reacional de 0,5 h; liquido incolor; 0,25 g (50 %); Rs 0,18 e 0,37 (n-
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hexano:acet.etila, 9:1 viv); IV \/maxlcm'1 (filme): 3343, 2967 — 2856, 1645,
1452, 1374, 1038, 888; RMN de *H (CDCl;, 400 MHz) & (ppm): 0,86 — 2,14
(m, 11H), 4,15 (s, 1H), 4,65 — 4,69 (m, 2H), 5,45 — 5,46 (m, 1H); CG-quiral tg
=79,8,8,91,10,8, 11,1 min; CG/EM tg = 8,1 € 9,0 min; m/z = 154, 136, 121,
107,93, 67, 41 e 152 (M™), 134, 119, 109, 84, 69,41. [Condicdes de programagio
CG-quiral e CG/EM: conforme descrito no item 3.12.1.]

> Carveol 30 e di-hidrocarveol 12

OH OH

30 12

30 CioHiO (152,22 g mol™) e 12 CyoHyiO (154,2 g mol™); tempo
reacional de 0,5 h; liquido incolor; 0,32 g (64 %); Ry 0,18 e 0,37 (n-
hexano:acet.etila, 9:1 v:v); IV vma/cm™ (filme): 3342, 2967 — 2856, 1645,
1451, 1435, 1374, 1038, 888; RMN de *H (CDCl,, 400 MHz) & (ppm): 0,90 —
2,25 (m, 11H), 4,16 (s, 1H), 4,66 — 4,70 (m, 2H), 5,46 — 5,47 (m, 1H); CG-
quiral t = 9,2, 9,3, 9,8, 9,9, 10,0 min; CG/EM tg = 10,0 e 10,9 min; m/z = 154,
136, 109, 84, 55, 41 e 152 (M™), 134, 119, 109, 84, 55,41. [Condicdes de
programagdo CG-quiral e CG/EM: conforme descrito no item 3.12.2.]

> (1R,S)-(6E)-2-metil-6-[(4-nitrofenil)-metilene]-ciclo-hexanol 26

o
O,N

2

26
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CuH7NO; (247,3 g mol'l); tempo reacional de 0,5 h; liquido amarelo
claro; 0,35 g (70 %); Rs 0,25 (n-hexano:acet.etila, 9:1 viv); IV vpadcm™
(filme): 3418, 2919, 1649, 1594, 1518, 1342, 1108, 1084, 1052, 862; RMN de
'H (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 1,00 — 1,81 (m, 9H), 2,40 (m, 1H), 2,81 — 2,84
(m, 1H), 3,77 — 3,79 (m, 1H), 6,49 (s, 1H), 7,33 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 8,17 (d, J
= 8,4 Hz, 2H); CG-quiral tg = 24,8 min. [Condices de programagdo CG-quiral:
conforme descrito no item 3.12.3.]

> (2R,S)-(3E)-metil-4-fenil-3-buten-2-ol 27

OH
w

27

C11H140 (162,2 g mol'l); tempo reacional de 0,5 h; liquido amarelo
claro; 0,43g (86 %); Ry 0,39 (n-hexano:acet.etila, 9:1 viv); RMN de 'H
(CDCls, 400 MHz) 6 (ppm): 1,33 (d, J = 6,4 Hz, 3H), 1,85 (s, 3H), 4,34 (d, J =
6,4 Hz, 1H), 6,48 (s, 1H), 7,25 — 7,3 (m, 5H); CG-quiral tg = 14,2 min.
[Condicbes de programacéo CG-quiral: conforme descrito no item 3.12.4.].

>  (1R,S)-(2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ol 28
OH
¢
28

C1sH140 (210,3 g mol™); tempo reacional de 0,5 h; sélido branco; 0,42
0, (84 %); p.f.: 49 °C (Lit. (ZEYNIZADEH; BEHYAR, 2005) 56 — 57 °C); R:
0,29 (n-hexano:acet.etila, 9:1 viv); IV Vimax/cm™ (KBr): 3345, 3027, 1599,
1493, 1450, 1010, 966, 746, 696; RMN de *H (CDCl;, 400 MHz) &(ppm): 1,61
(s, 1H), 5,14 (m, 1H), 6,40 (m, 1H), 6,66 (dd, J = 3,2 e 16,0 Hz, 1H), 7,26 —
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7,40 (m, 10H); CG-quiral tg = 18,1 min. [Condi¢des de programacdo CG-quiral:
conforme descrito no item 3.12.5.].

» (1R,S)-3-metil-2-ciclo-hexen-1-ol (31) e 3-metil-ciclo-hexanol (37)

OH OH
31 37

31 C;H;,0 (112,2 g mol™) e 37 C;Hy,0 (114,2 g mol™); tempo reacional
de 0,5 h; liquido incolor; 0,34 g (68 %); R¢: 0,55 (n-hexano:acet.etila, 9:1 v:v);
IV viadem™ (filme): 3344, 2929 — 2861, 1672, 1449, 1376, 1344, 1022, 958;
RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) & (ppm): 0,80 — 2,00 (m, 21H), 2,61 (s, 1H),
2,80 (s, 1H), 3,46 (m, 1H), 4,08 (s, 1H) 5,40 (s, 1H); CG-quiral tg = 4,8, 4,9,
5,5, 5,8 min; CG/EM t; = 5,1 e 5,8 min; m/z = 114 (M™), 96, 71, 57, 41; 112
(M™), 97, 84, 55, 41. [Condicdes de programacio CG-quiral e CG/EM: conforme
descrito no item 3.12.6.]

3.9. REDUCAO VIA ENZIMATICA DAS OLEFINAS ATIVADAS

Em um erlenmeyer de 125 mL, adicionaram-se o substrato (1,0 mmol),
30 mL de n-hexano, 30 mL de solugdo tampo citrato/fosfato (0,2 mol L™/0,1
mol L™) e 3 g do biocatalisador (massa seca). Os frascos foram submetidos a
agitacdo orbital com temperatura (20 - 50 °C) e agitacdo controlada (75 - 150
rpm). Foram periodicamente retiradas aliquotas do meio reacional e extraidas
com diclorometano (2 x 15 mL) (LLE) ou foram extraidas com a técnica HF-
LLLME. A formac&o dos produtos foi analisada por CCD e CG-quiral.

Para as reacdes onde foram utilizados os cossolventes, o procedimento
experimental foi o seguinte: adicionou-se o biocatalisador em um erlenmeyer
de 125 mL contendo 30 mL de solucdo tampéo, 1,0 mmol do substrato ja
previamente solubilizado em 3 mL dos cossolventes. Os frascos foram
submetidos a agitacdo orbital com temperatura controlada. Aliquotas foram
retiradas periodicamente do meio reacional, e a formacdo do produto foi
analisada por CCD e CG-quiral. As quantidades utilizadas do biocatalisador e
dos substratos assim como a temperatura, pH da solu¢do tampé&o e cossolvente
variaram conforme o experimento, e serdo detalhadas no decorrer da
apresentacdo dos resultados e discussao.
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3.10. REDUCAO EM MICROESCALA DA (4S)-CARVONA MEDIADAS
POR LEVEDURAS E FUNGOS

Em um frasco tipo falcon de 15 mL, adicionaram-se 1,44-2,75 uL de
(4S)-carvona, 3 mL do meio de cultura ou tampdo citrato/fosfato/borato (0,1
mol L™ pH 7,5 e 172,3-329,5 mg do biocatalisador. Os frascos foram
submetidos a agitacdo orbital com temperatura (26 °C) e agitacdo controladas
(150 rpm). Apos 48 h foram retiradas aliquotas do meio reacional e extraidas
com a HF-LLLME. A formagéo dos produtos foi analisada por CCD e CG-
quiral.

3.11. MICROEXTRAGAO COM MEMBRANA (HF-LLLME)

Os varios estagios do procedimento da microextracdo estdo ilustrados na
Figura 26. Uma membrana porosa, oca e tubular de polipropileno foi cortada
em pequenos pedacos de aproximadamente 1,0 cm de comprimento (1) e
inserida em um fio de ago inoxidavel com o mesmo didmetro interno da
membrana, esta foi entdo fixada em um septo de silicone de uma tampa com
rosca de um frasco de vidro de 4 mL (2). A membrana fixada foi entdo imersa
no solvente extrator (tolueno) por alguns segundos e entdo adicionada ao frasco
contendo uma amostra de aproximadamente 4 mL do meio reacional (3). Este
sistema foi mantido sob agitacdo constante por 15 min (4). Apds a extragdo, a
membrana foi removida da amostra e do fio de aco e introduzida em um
eppendorf contendo 75 uL de diclorometano (5). O eppendorf contendo a
membrana e o diclorometano foi mantido em um banho de ultrassom durante 5
min para a etapa de extracdo de retorno. A solugdo resultante foi entdo
diretamente analisada por CG.
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L . s s . Haste de aco inoxidavel

(1) Tampa com septo de silicone

mj] Membrana
1 porosa de
Polipropileno
preenchida

— ’ 5 com tolueno
—— _— Frasco de 4 mL
' -

(2)

o=k

Barra magnética

=
(3) (5)

Frasco para extragao
de retorno

Frasco contendo aliquota da reagdo

Figura 26. Representacdo esquematica das etapas do procedimento proposto para a
extracdo dos reagentes e produtos do meio aquoso para 0 monitoramento da
biorreducdo das olefinas ativadas usando HF-LLLME com membrana porosa de
polipropileno.

3.12. DETERMINACAO DA CONVERSAO E CARACTERIZACAO DOS
PRODUTOS

Para a determinacdo da porcentagem de conversdo da biotransformacéo
dos substratos, foram retiradas aliquotas do meio reacional periodicamente e
analisadas por CG com uma coluna capilar com fase estacionaria quiral da
Restek ou da Supelco.

Como exemplo, a Figura 27 mostra um cromatograma de uma aliquota
da reacdo de reducdo da (4R)-carvona catalisada por FP.
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Figura 27. Cromatograma de CG-quiral de uma aliquota da biorreducdo da (4R)-
carvona mediada por FP em meio aquoso. Compostos: (1S,4R)-cis-di-hidrocarvona
(pico A), (1R,4R)-trans-di-hidrocarvona (pico B), (1R,2S,4R)-di-hidrocarveol (pico C),
(4R)-carvona (pico D) [CondigGes de programagdo de CG-quiral: descritas no item 3.12.1.]

A conversdo (c) em produto é calculada pela razdo das areas dos picos
referentes ao reagente e aos produtos (Equacdo 1), e O €excesso
diastereoisomérico (e.d.) ou enantiomeérico (e.e.) € calculado através da
Equacdo 2 (SCHURIG, 2002) (COLLINS, 2006).

_ (area do produto) 100 Eq 1

area do substrato + (area do produto)

area do isomero maior — area do isbmero menor
e.d.oue.e.= x 100 Eq. 2

area do isdmero maior + area do isbmero menor

Os produtos foram caracterizados através das analises de cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectromtria de massas (CG/EM), através da
presenca do ion molecular e dos principais fragmentos obtidos para cada
composto e pela comparagdo dos padroes de fragmentacdo usando os dados de
base da biblioteca Nist 05 (NIST, Washington, D.C.) e espectrometria de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de *H).
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As condicBes de analise de CG-quiral e CG/EM para cada substrato
estdo apresentadas nos itens abaixo.

3.12.1. Condi¢Ges de programacédo do CG-quiral e CG/EM para a (4R)-carvona
7.

CG-quiral:

— Coluna: Restek

— Detector por ionizagdo em chama (FID): 220 °C;

— Injetor split (50:1): 220 °C

— Fluxo do gas de arraste (H,): 2,0 mL min™

— Temperatura do forno: 90 — 135 °C (10 °C/min), 135 — 160 °C (5
°C/min) e 160 — 230 °C (10 °C/min).

— volume da amostra: 1uL

CG/EM:

— Coluna: Rtx®-5MS

— Detector quadrupolo: 200 °C

— Impacto de elétrons: 70 eV

— Temperatura de fonte de ions: 200 °C

— Linha de transferéncia: 250 °C

— Fluxo do gas de arraste (He): 1,0 mL min™

— Temperatura do forno: idem temperatura CG-quiral
— Injetor split (25:1) : 280 °C

— Modo full scan 40 - 400

3.12.2. Condicdes de programagdo do CG-quiral e CG/EM para a (4S)-carvona
8.

Idem ao item 3.12.1 exceto:

CG-quiral:

— Coluna: Supelco

— Fluxo do gas de arraste (H,): 0,76 mL min™

— Temperatura do forno: 90 — 135 °C (10 °C/min), 135 — 140 °C (2
°C/min) e 140 — 230 °C (10 °C/min).
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3.12.3. Condic¢bes de programacdo do CG-quiral e CG/EM para a (6E)-2-metil-
6-[(4-nitrofenil)metileno]-ciclo-hexanona 22.

Idem ao item 3.12.1 exceto:
CG-quiral:
— Temperatura do forno: Isoterma de 220 °C

3.12.4. Condic¢bes de programacdo do CG-quiral e CG/EM para a (3E)-3-metil-
4-fenil-3-buten-2-ona 23.

Idem ao item 3.12.1 exceto:

CG-quiral:

— Fluxo do gas de arraste (H,): 0,76 mL min™

— Temperatura do forno: 90 — 135 °C (10 °C/min), 135 — 140 °C (2
°C/min) e 140 — 230 °C (10 °C/min).

3.12.5. Condicdes de programacdo do CG-quiral e CG/EM para a (2E)-1,3-
difenil-2-propen-1-ona 24.

Idem ao item 3.12.1 exceto:
CG-quiral:
— Temperatura do forno: 10 — 200 °C (15 °C/min).

3.12.6. Condicdes de programagdo do CG-quiral e CG/EM para a 3-metil-
ciclo-hexen-2-ona 25.

Idem ao item 3.12.1 exceto:
CG-quiral:
— Temperatura do forno: 100 a 200 °C (5 °C/min).

3.13. ESTRATEGIAS DE OTIMIZACAO

As superficies de resposta utilizadas neste trabalho consistem da
combinacdo entre m curvas univariadas de n niveis cada. No caso de
superficies completas, ou seja, sem nenhum tratamento estatistico para reducédo
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do nimero de experimentos como matriz Doehlert, Box-Behnken ou composto
central, por exemplo, o nimero total de experimentos sera n x m.

Por exemplo, para a construcdo da superficie apresentada na Figura 55,
as variavies otimizadas foram temperatura e tempo de reacdo, sendo que foram
utilizadas 5 temperaturas (20, 26, 30, 35 e 40 °C) e 3 tempos reacionais (24, 48
e72h).

Na Tabela 3 estdo apresentados os dados referentes a superficie
apresentada na Figura 55.

Tabela 3. Dados referentes a superficie apresentada na Figura 55.

Temperatura Tempo Conversio em
(°C) () (1R,2R 45)-12
20 24 9,5
26 24 15,1
30 24 20,3
35 24 29,9
40 24 44,2
20 48 194
26 48 36,5
30 48 42,5
35 48 37,9
40 48 52,2
20 72 29,3
26 72 44,5
30 72 43,3
35 72 39,0

40 72 52,7
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. REDUCAO VIA QUIMICA E ENZIMATICA DA (4R)-CARVONA

Primeiramente serdo abordados os resultados relacionados a sintese das
di-hidrocarvonas (1R,4R)-9 e (1S,4R)-9 e dos correspondentes alcoois pela
reducdo da (4R)-carvona com zinco metalico e com NaBH, respectivamente.
Estes compostos foram utilizados como padr8es nas analises de CG-quiral e
CG/EM. Em seguida, serdo abordados os estudos realizados da
biotransformacédo de 7 mediada pela levedura S. cerevisiae (FP, CAT-1 e PE-2)
em sistema bifasico ou em meio aquoso.

4.1.1. Preparacdo das di-hidrocarvonas com zinco metalico

As di-hidrocarvonas 9 foram preparadas conforme procedimento
descrito na literatura a partir da (4R)-carvona, utilizando zinco metélico.
(Figura 28)

O Zinco metélico O @‘O
- . N
etanol, H,O C
H refluxo H H
X PO P
7 (1R,4R)-9 (1S,4R)-9

Figura 28. Reducdo via quimica da (4R)-carvona com zinco metalico.

As di-hidrocarvonas (1S,4R)-9 e (1R,4R)-9 foram obtidas na forma de
6leo com rendimento de 30%. Estas foram identificadas por CG-quiral e
CG/EM e RMN de H.

Na Figura 29, estad demonstrado o cromatograma de CG-quiral de uma
aliquota da reacdo de reducéo da carvona com zinco metalico.
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Figura 29. Cromatograma de CG-quiral dos produtos obtidos na reacdo de redugdo da
(4R)-carvona (pico C) com zinco metalico. Compostos: (1S,4R)-9 (pico A) e (1R,4R)-9
(pico B). [Condigdes de programagédo de CG-quiral: descritas no item 3.12.1.]

Pela analise deste cromatograma, pode-se observar a presenca de 3 picos
com tempos de retencdo de 6,4, 6,5 e 8,4 min. O pico em 8,4 min (pico C),
refere-se a (4R)-carvona que ndo foi totalmente reduzida. Os picos em 6,4 min
(pico A) e 6,5 min (pico B) com razdo de 1:4,6, foram atribuidos as di-
hidrocarvonas (1S,4R)-9 e (1R,4R)-9, respectivamente. A identificacdo desses
produtos foi comprovada com base nos dados obtidos por PORTO et al., (2010)
na reducdo da (4R)-carvona com zinco metélico, onde as di-hidrocarvonas
(1S,4R)-9:(1R,4R)-9 foram obtidas com razdo diastereoisomérica de 1:4,5.

Estes resultados também foram comprovados por anélises de CG/EM, e
0 cromatograma de ions totais e 0s espectros de massas destes compostos estéo
apresentados na Figura 30.



52

Cromatograma de fons totais
(100,000
225’“'3
2.00H
1.75 A C
8,2 B 10,5
1.50] min 8,4 min
min
1.26+
1.00H
0.764 o
e
0.50H
7?5 BIO 955 Q!D 9‘5 10‘.0 10‘.5 11'0 11'5
Tempo (min)
Espectro de massas pico A
(x10,000)
104 &
1 95 °
1 41
0.5+ 82
1 m - 197 152 P
Yo — /i IJ.' —p I'. AT ".", H — ? ?47,T. L
250 50.0 79.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0
m/z
Espectro de massas pico B
(x10,000)
1.0 &
] 95 P
os 41
7 55 8 109
] 4‘ _ T 127 WTZ AL
ook b el o M s Ve | e s sapvee
280 50.0 780 10b.0 125.0 150.0 1750 200.9)
m/z
Espectro de massas pico C
(x10,000)
1.04 Ed
: o
0.5 54 O
1 93 ITE H
49 2
B S PSS
0.04—— | : 5\1|\ ‘ G!EI .]'3".‘ L, ‘\" “?ﬁ 115, 126 195 .|1?D._ 169 185 193
25.0 50.0 73.0 100.0 1250 150.0 175.0 200.0)
m/z

Figura 30. Cromatograma de ions totais e espectro de massas dos produtos obtidos na
reagdo via quimica da (4R)-carvona com zinco metalico. Compostos: (1R,4R)-9 (pico
A), (1S,4R)-9 (pico B) e 7 (pico C). [Condiges de programagdo de CG/EM: descritas no item
3.12.1]
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Pelas analises de CG/EM, pode-se observar que o pico C refere-se a
(4R)-carvona, sendo verificado a presenca do ion molecular com razédo
massa/carga (m/z) de 150 (0,9%) e dos outros fragmentos 108 (34,2%), 93
(34,2%), 82 (100%) e 54 (50,3%) que sdo caracteristicos deste composto. A
similaridade dos espectros de massas dos picos A e B, onde observa-se o ion
molecular com m/z de 152 (15,9) e de outros fragmentos com 109 (38,2%), 95
(65,4%), 67 (100%) e 41 (61,1%), sdo evidéncias de que os picos A ¢ B
correspondem aos produtos de reducdo da ligagdo dupla carbono-carbono
endociclica, a (1R,4R)- e (1S,4R)-di-hidrocarvona, respectivamente.

Na Figura 31, estdo apresentadas as propostas para 0S principais
fragmentos que correspondem aos sinais observados no espectro de massas
para os picos A e B.

~F- 7%

m/z = 152 (15,9%) CgH130 Cg Hig
m/z =137 m/z = 109
(38,2%)

O O
I o I
| | CH3CH,CH,CH
- 3 2 2! 2
H ) —_— 7
CgH70
miz = 95 (65,4%)
co
+
- / /‘
+ [VaVal
CH3CH=CH /\

CsHs

CsHy
miz = 41 (61,1%)

miz = 67 (100%)

Figura 31. Propostas de fragmentacéo para os principais picos obtidos no espectro de
massas das di-hidrocarvonas (picos A e B da Figura 30).
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Além das analises de CG-quiral e CG/EM, as di-hidrocarvonas obtidas
na reducdo de 7 com zinco metalico também foram caracterizadas por RMN de
'H e o seu respectivo espectro esta apresentado na Figura 32.
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Figura 32. Espectro de RMN de *H dos produtos obtidos na reacéo via quimica da (4R)-
carvona com zinco metalico. [CDCls, 400 MHz]

No espectro de RMN de *H dos produtos obtidos na reacéo via quimica
da (4R)-carvona com zinco metalico, observam-se os sinais caracteristicos da
formac&o da (1S,4R)-9 (um dupleto em 1,10 ppm referente ao hidrogénio H-10
e dois multipletes em 4,68 e 4,83 ppm referente aos hidrogénios H-9) e
(1R,4R)-9 (um dupleto em 1,03 ppm referente ao hidrogénio H-10 e dois
multipletos em 4,73 e 4,76 ppm referente aos hidrogénios H-9), além dos
demais sinais na regido de 0,9 — 2,4 ppm, que sdo referentes aos hidrogénios H-
1, H-3, H-4, H-5, H-6 e H-8 (OHBA et al., 1997) (a numeracéo dos hidrogénios
esta representada nas estruturas das dihidrovarvonas apresentada na folha dos
compostos utilizados).

4.1.2. Preparacdo dos alcoois com NaBH,
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A seguir, realizou-se a reducdo de 7 com boroidreto de sodio, para a
obtencdo dos alcoois 2-metil-5-(1-metiletenil)-2-ciclo-hexen-1-ol 29 (carveois)
que foram utilizados como padrBes nas analises de CG-quiral e de CG/EM.
(Figura 33)

O NaBH,/SiO, ~OH OH
.
: EtOH

7 (1R,5R)-29 (1S,5R)-29

Figura 33. Reducdo via quimica da (4R)-carvona com NaBH, para obtencdo dos
carveois (1R,5R)-29 e (1S,5R)-29.

Para determinar quais foram os produtos formados na reacdo de reducéo
de 7 com NaBH, foram realizadas analises de CG-quiral, CG/EM além das
analises de RMN de *H e IV. Os cromatogramas de CG-quiral e CG/EM est&o
apresentados nas Figuras 34 e 35.

11,1
min

8,8
A min D| 1
79 108

min min

Tempo (min)

Figura 34. Cromatograma de CG-quiral dos produtos obtidos na reducdo via quimica da
(4R)-carvona com NaBH,. [Condigdes de programacdo de CG-quiral: descritas no item
3.12.1]
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Pela analise do cromatograma de CG-quiral dos produtos obtidos na
reacdo de reducdo de 7 com NaBH, (Figura 34) observa-se a presenca de 5
picos com tempos de retencdo de 7,9 (pico A), 8,8 (pico B), 9,1 (pico C), 10,9
(pico D) e 11,1 min (pico E). Estes resultados evidenciam que além dos
carvedis foram obtidos outros compostos.

Cromatograma de fons totais
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Figura 35. Cromatograma de ions totais e espectro de massas dos produtos obtidos na
reagdo via quimica da (4R)-carvona com NaBH,. Compostos: di-hidrocarvedis (pico A)
e carveois (pico B). [Condigbes de programagéo de CG/EM: descritas no item 3.12.1.]
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Pela analise do cromatograma de ions totais de CG/EM, dos produtos
obtidos nesta reacdo (Figura 35), observa-se somente a presenca de dois picos,
sendo estes com tempo de retencdo de 8,1 (pico A) e 9,0 min (pico B). A
analise do espectro de massas do pico A mostra a presenca do ion molecular
com m/z de 154 (1,4%) e dos outros fragmentos com m/z 136 (73,9%), 121
(82,9%), 107 (97,8%), 93 (100%), 67 (59,5%) e 41(59,4%). A presenca destes
fragmentos evidenciam que ocorreu a reducdo tanto da carbonila quanto da
ligacdo dupla carbono-carbono conjugada a carbonila, formando os di-
hidrocarvedis 11 (Figura 36). A analise do espectro de massas do pico B mostra
a presenca do ion molecular com m/z de 152 (1,7%), e dos fragmentos com m/z
134 (52,3%), 109 (70,2%), 84 (100%) e 41 (59,4%), a presenca destes
fragmentos evidencia a formacéo dos carveois 29.

‘g ~OH ‘,30"' .\\OH 's LOH

(1R,2R,4R)-11 (1R,2S,4R)-11 (1S,2R,4R)-11 (1S,25,4R)-11

Figura 36. Produtos obtidos na redugdo via quimica de 7 com NaBH,.

A proposta de fragmentagdo para 0s principais picos observados nos
espectros de massas A e B, esta apresentadas na Figura 37.
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Figura 37. Propostas de fragmentagdo para os principais picos obtidos nos espectros de
massas dos carveois (A) e di-hidrocarvedis (B).

No espectro de IV dos produtos obtidos na reducdo de 7 com NaBH,
foram observadas bandas em 3343 cm™ referentes & deformacéo axial de O—H,
em 3100 cm™ & deformacdo axial de C=C, em 2856 cm™ — 2967 cm™ &
deformacéo axial C—H, em 1645 e 1436 cm™ da deformagéo axial C=C e em

1038 cm™ devido & deformacéo axial C—O (Figura 38).

Estes dados também comprovam que a carbonila foi reduzida aos

correspondentes alcoois 11 e 29.
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Figura 38. Espectro de IV dos produtos obtidos na reducdo via quimica de 7 com
NaBH,. [Filme]
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Figura 39. Espectro de RMN de 'H dos produtos obtidos na reducéo via quimica de 7
com NaBH,. [CDCls, 400 MHz]
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Observa-se no espectro de RMN de *H dos produtos obtidos na reducéo
de 7 com NaBHj, os sinais caracteristicos da formacédo dos carvedis, tais como
um multipleto em 5,49 ppm referente ao hidrogénio H-6, um multipleto em
4,72 referente aos dois hidrogénios H-9, um multipleto em 4,18 referente ao
hidrogénio H-2 (a numeracdo dos hidrogénios esta representada na estrutura do
carveol apresentada na folha dos compostos utilizados). Os sinais em menor
proporcao entre 3 e 4 ppm séo caracteristicos dos sinais dos hidrogénios dos di-
hidrocarvedis (Figura 39).

A partir das andlises realizadas para a caracterizacdo e identificacdo dos
produtos da reducdo de 7 com NaBH,, pode-se concluir que os produtos
obtidos foram os carveois 29 e os di-hidrocarveois 11.

4.1.3. Reducdo via enzimética da (4R)-carvona com leveduras S. cerevisiae

Na literatura estd bem documentado que a biotransformacdo de
compostos carbonilicos «,fS-insaturados, tais como a (4R)-carvona, pode
resultar na reducdo completa do sistema carbonilico «,f-insaturado com a
formacé&o dos alcoois saturados, di-hidrocarvedis (11), a reducdo exclusiva da
carbonila levando aos alcoois alilicos, carvedis (29) ou a hidrogenacao
exclusiva da ligacdo dupla carbono-carbono endociclica com formacdo das
cetonas saturadas, di-hidrocarvonas (9) (SHIMODA; HIRATA; NOMA, 1998)
(YADAV et al., 2007).

Na Figura 40, sdo apresentados os possiveis produtos obtidos na
biotransformacéo da (4R)-carvona mediada por micro-organismos.
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Figura 40. Provaveis produtos obtidos na biotransformagdo da (4R)-carvona mediada
por leveduras.

A fim de verificar qual foi o produto formado na biotransformagdo da
(4R)-carvona mediada por FP em sistema bifasico, foram retiradas aliquotas
periodicamente, e a formacdo dos produtos foi analisada por CG-quiral e por
CG/EM.

A Figura 41 mostra a sobreposicdo dos cromatogramas de uma aliquota
da biotransformacdo de 7 mediada por FP em sistema bifasico (pH 5,5), no
periodo de 24 h, a 35 °C (picos A, B, C e D, em azul), e dos alcoois formados
na redugdo quimica de 7 com NaBH, (pico C, E, F, G e H, em vermelho) e das
di-hidrocarvonas formadas na reducdo da (4R)-carvona com zinco metélico
(pico A e B em verde).
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Figura 41. Sobreposi¢cdo dos cromatogramas dos produtos obtidos na reacdo de reducéo
via quimica de 7 com zinco metalico (verde), reducédo via quimica de 7 com NaBH,

(vermelho) e na biotransformacdo de 7 mediada por FP (azul). [CondigGes de programagéo
de CG-quiral: descritas no item 3.12.1.]

Pela sobreposicdo dos cromatogramas, pode-se observar que na
biotransformacéo da (4R)-carvona com Fp comercial ocorreu a formacdo das
(1S,4R)- e (1R,4R)-di-hidrocarvonas (picos A e B), e a formagdo de outro
produto que através das analises de CG/EM pode se afirmar que é um dos
alcoois obtidos pela redugdo tanto da carbonila quando da ligagdo dupla
carbono-carbono conjugada a carbonila, denominado de di-hidrocarveol (pico
C) (Figura 41).

Pela sobreposi¢do dos cromatogramas dos produtos formados na reagdo
de reducgdo de 7 com NaBH, e do padrdo comercial (-)-di-hidrocarveol que é
composto de uma mistura dos 4 diastereoisomeros com diferentes proporcées
(75% — (1R,2R4R), 6% — (1S,25,4R), 3% — (1R,2S,4R), 13% — (1S,2R4R)),
pode-se comprovar que o alcool formado na reagdo de reducdo da (4R)-carvona
com FP foi o (1R,2S,4R)-di-hidrocarveol (Figura 42).
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Figura 42. Sobreposicdo dos cromatogramas dos produtos obtidos na reducdo via
quimica de 7 com NaBH, (preto) e do padrdo (-)-di-hidrocarveol (vermelho).
Compostos: (1R,2S,4R)-11 (pico A); (1R,2R,4R)-11 (pico B); (1S,2S,4R)-11 (pico C);
(1S,2R,4R)-11 (pico D) e 29 (pico E). [CondicGes de programagio de CG-quiral: descritos no
item 3.12.1.]

HIRATA et al., (2009) obtiveram resultados similares em relacdo aos
produtos formados na redugdo da (4R)-carvona mediada por células de
recombinante Escherichia coli expressa em Nicotiana tabacun e por Nicotiana
tabacun, onde a (1R,4R)-di-hidrocarvona foi obtida majoritariamente com
conversdes de 86% e 11% seguida pela (1S,4R)-di-hidrocarvona (12 e 0,1%) e
do (1R,2S,4S)-di-hidrocarveol (0 e 2,1%). A formac&o preferencial da (1R,4R)-
di-hidrocarvona em relacdo a (1S,4R)-di-hidrocarvona mostra a seletividade
das enzimas presente no FP e indica que o mecanismo de adicdo dos
hidrogénios € o mesmo proposto por SHIMODA; HIRATA, (2000) que esta
apresentado na Figura 19.

Apo0s a caracterizacdo dos produtos obtidos na reacdo de redugdo da
(4R)-carvona, serdo apresentados e discutidos os resultados referentes a
otimizagéo das condigdes experimentais para a formagao de 9, tais como, meio
reacional, concentracdo de levedura e substrato, temperatura, pH, adi¢do de
aditivos e porcentagem volumétrica do aditivo.

Nos estudos envolvendo a (4R)-carvona foi utilizada a LLE
convencional para a extracdo dos reagentes e produtos do meio aquoso ou do
sistema bifasico, para posterior analise em CG-quiral.
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4.1.3.1. Efeito do meio reacional

A fim de verificar o efeito do meio reacional na biorreducdo da (4R)-
carvona, as reacdes foram realizadas em sistema bifasico formado de n-
hexano/tampdo puro, ou em sistema bifasico com adi¢do de sacarose (Sac),
trealose (T) e cossolventes tais como glicerol (G), DMSO e DMF, em sistema
monofasico aquoso contendo somente solucdo tampdo, ou em sistema
monofasico organico com n-hexano e adicdo de sacarose ou trealose. As
convers@es em produtos estdo apresentadas na Tabela 4.

Pode-se observar que as conversdes em di-hidrocarvonas foram
dependentes do meio reacional utilizado e da levedura. Quando a reacdo foi
realizada na auséncia do biocatalisador ndo foi observada a formacgdo do
produto (Tabela 4, entrada 1).

As maiores conversdes em 9 foram obtidas quando utilizou-se o FP
como catalisador e somente com a solugdo tampdo, tanto com a agitacdo
magnética como com a orbital, sendo que as conversdes foram de 46 e 53% e
com excesso diastereoisomérico de 87 e 89%, respectivamente. Porém, ao usar
este meio reacional, além das di-hidrocarvonas foi observada a formacéo do
(1R,2S,4R)-di-hidrocarveol com conversdes de 6 — 8% (Tabela 4, entradas 2 e
3). Foram obtidas baixas conversdes em di-hidrocarvonas quando foram
utilizadas as cepas CAT-1 e PE-2 tanto em sistema bifasico como em
monofasico, sendo de 4 — 11% (Tabela 4, entradas 13,14, 15, e 16)

Quando foram utilizados os cossolventes, DMSO e glicerol e os agentes
protetores sacarose e trealose no sistema bifasico, observou-se que as
convers@es em 9 foram similares ou menores (Tabela 4, entradas 6 - 9) quando
comparadas com as realizadas somente em sistema bifasico (Tabela 4, entrada
4). Ao adicionar o DMF ao sistema bifasico, a conversdo foi um pouco maior,
sendo de 37% (Tabela 4, entrada 10). E importante salientar que o e.d. das
reacOes realizadas nestes meios foram sempre > 99% e que ndo foi detectado a
formacdo do (1R,2S,4R)-di-hidrocarveol, mostrando a boa seletividade da
reacao.

Observa-se também que quando diminuiu-se o volume da fase aquosa e
da fase organica no sistema bifasico de 30 mL (Tabela 4, entrada 4) para 15 mL
(Tabela 4, entrada 5), isto €, quando aumentou-se a concentracdo tanto da
levedura quanto do substrato, ocorreu um acréscimo na conversao em 9, sendo
de 21%.

Foram obtidas baixas conversdes em 9 quando utilizou-se o sistema
monofasico organico com adicdo de sacarose e trealose, sendo de 5 e 6%,
respectivamente (Tabela 4, entradas 11 e 12).
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Tabela 4. Influéncia do meio reacional na biorreducéo da (4R)-carvona mediada por

FP, CAT-1e PE-2.

Entrada  Levedura Sistema conv.” ed® conv.’ e.d®
biocatalitico (%) (%) (%) (%)
9 (config.) 11 (config.)
1 Sem Monofasico ag° 0 - - -
2 FP Monofésico aq 46 87 (1R, 4R) 6 >99 (1R,2S,4R)
3 FP Monofésicoag® 53 89 (1R4R) 8 >99 (1R,2S,4R)
4 FP Bifésico 13 >99 - -
(1IR4R)
5 FP Bifasico® 21 >99 - -
(1IR4R)
6 FP Bifésico/G 13 >99 - -
(1IR4R)
7 FP Biféasico/Sac 8 >99 - -
(1IR4R)
8 FP Bifasico/T 13 >99 - -
(1IR4R)
9 FP Bifasico/DMSO 12 >99 - -
(1IR4R)
10 FP Bifasico/DMF 37 >99 - -
(1IR/4R)
11 FP Monofésico 6 >99 - -
org/T (1R,4R)
12 FP Monofésico 5 >99 - -
org/Sac (1R/4R)
13 CAT-1 Monofésicoag® 10 91 (1R4R) - -
14 CAT-1 Bifésico 4 >99 <1 >99 (1R,2S,4R)
(1IR4R)
15 PE-2 Monofésicoag® 11 81 (1R4R) - -
16 PE-2 Bifésico 5 >99 <1 >99 (1R,2S,4R)
(1IR4R)

# Condigles reacionais: FP Fleischmann ou CAT-1 ou PE-2 (3 g); 7 (0,5 mmol); Sistema
monofésico aquoso: 30 mL de solugéo tampéo citrato/fosfato (0,2 mol L™/0,1 mol L™ pH 5,5);
Sistema bifasico: 30 mL solucéo tampéo citrato/fosfato (0,2 mol L™/0,1 mol L™ pH 5,5) e 30 mL
de n-hexano; Sistema monofasico organico: 30 mL de n-hexano; 3 mL de aditivos (10 % v/v); 35
°C; 24 h; agitacdo magnética (~800 rpm).
P Converséo e e.d. determinados por CG-quiral.

©0 g de FP.

4 agitacAo orbital (100 rpm).
® 15 mL solugdo tampéo citrato/fosfato (0,2 mol L™/0,1 mol L™ pH 5,5) e 15 mL de n-hexano.



66

Estes resultados mostram que o meio reacional tem grande influéncia
nas reacOes catalisadas por leveduras. O meio aquoso foi 0 mais eficiente para
a biotransformacdo da (4R)-carvona, onde as condi¢Bes reacionais mais
adequadas para a sobrevivéncia dos micro-organismos foram mantidas e a
(1R,4R)-di-hidrocarvona foi obtida com boas conversGes e excesso
diastereoisomérico. A partir destes resultados, 0 meio aquoso foi utilizado nos
experimentos subsequentes.

4.1.3.2. Efeito da concentracao de levedura

Outro estudo realizado foi a influéncia da concentracdo de FP na
reducdo assimétrica da (4R)-carvona em meio aquoso a 25 °C, a fim de se obter
a (1R,4R)-di-hidrocarvona com altas conversdes e excessos diastereoisomeéricos
com uma quantidade minima de levedura utilizada. As concentracbes das
leveduras utilizadas foram de 66,7 —200,0 g L. Os resultados obtidos em
relacdo a conversao e e.d. dos produtos estdo apresentados na Figura 43.

100 O0O——0O L 100
W

80 - O0——0 L 80
&

60 L60 —
< S
1) .

©

9 404 L40 g
c
@]
@)

20 - L 20

0- Lo

T T T T

0 30 60 90 120 150 180 210
Concentracgao de levedura (g/L)

Figura 43. Valores de conversdo em 9 (H) e 11 (@) e excesso diastereoisomérico de
(1R,4R)-9 (1J) e (1R,2S,4R)-11 (O) em funcédo da concentragdo de levedura. [Condigdes
reacionais: FP Fleischmann (2 — 6 g); 7 (0,5 mmol); 30 mL de tampéo citrato/fosfato (0,2 mol L™
/0,2 mol L™, pH 5,5); 35 °C; 24 h; ag. orbital (100 rpm)]

Pode-se observar que ndo foi verificada a formacdo dos produtos na
auséncia do biocatalisador, e que com o aumento da concentragdo de levedura
de 66,7 — 100,0 g L ocorreu um aumento das conversdes em di-hidrocarvonas
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de 37 — 53%. Ap6s esta concentracdo (> 100,0 g L), as conversdes em 9
mantiveram-se  praticamente constantes (56 - 57%). O excesso
diastereoisomérico de (1R,4R)-9 manteve-se entre 89 — 94%. Neste estudo
também foi observado que com 0 aumento da concentracéo de levedura de 66,7
—200,0 g L™ ocorreu uma maior formagao dos di-hidrocarvedis (1R,2R 4R)-11,
(1R,2S,4R)-11 e (1S,2R,4R)-11, e estes foram obtidos com conversdes e e.d. de
(1R,2S,4R)-11 que variaram de 6 — 39% e 80 — >99%, respectivamente.

Considerado que a (1R,4R)-di-hidrocarvona foi obtida preferencialmente
e com boas conversoes e altos valores de e.d. quando utilizou-se a concentracao
de 100,0 g L™ de FP, esta foi utilizada nos experimentos subsequentes.

4.1.3.3. Efeito da concentracdo de substrato

Estad bem documentado na literatura que altas concentragfes de substrato
elou produtos podem levar a inibicdo das enzimas presentes nas células
integras. Além disso, a estereosseletividade das reacdes biocatalisadas por
células integras também pode ser afetada, devido ao fato de existirem varios
tipos de oxidorredutases com diferentes estereosseletividades e afinidades pelo
substrato (ZHANG et al., 2009) (HE et al., 2009) (HU; XU; NIE, 2010), e
portanto, é de grande importancia verificar este efeito.

Para avaliar o efeito da concentragdo do substrato na reducéo assimétrica
da (4R)-carvona mediada por FP, foi realizada uma série de experimentos com
diferentes concentracdes do substrato, variando de 16,6 — 166,4 mmol L™ em
meio aquoso (pH 5,5) a 35 °C por 24 h. As conversdes em produtos em fungao
da concentragdo do substrato estdo apresentadas na Figura 44.
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Figura 44. Valores de conversdo em 9 (H) e 11 (@) e excesso diastereoisomérico de
(1R,4R)-9 (J) e (1R,2S,4R)-11 (O) em funcéo da concentracdo de substrato. [Condicdes
reacionais: FP Fleischmann (3 g); 7 (0,5 mmol — 5,0 mmol); 30 mL de tampao citrato/fosfato (0,2
mol L0,1 mol L, pH 5,5); 35 °C; 24 h; ag. orbital (100 rpm)]

Observa-se uma dependéncia nas conversdes aos produtos com a
variagcdo da concentracdo de 7. As converses em di-hidrocarvonas e di-
hidrocarveol diminuiram de 53 — 6% e 8 — 0%, respectivamente, com o
aumento da concentracdo de substrato de 16,6 — 166,4 m mol L Este
resultado indica uma inibigdo das enzimas presentes no FP pelo substrato. Os
excessos diastereoisoméricos de (1R,4R)-9 permaneceram praticamente
constante (87 — 91%), enquanto que o e.d. do (1R,2S,4R)-11 manteve-se > 99%
na faixa de concentragdo de substrato estudada.

ZHANG et al. (2009) descreveram um efeito similar da concentracdo de
substrato na sintese biocatalitica do (R)-2-hidroxi-4-fenilbutirato de etila com a
Candida krusei SW2026 em meio aquoso. Com 0 aumento da concentracdo de
2,5-20,0 g L™ os rendimentos e os valores de e.e. do produto diminufram de
95,1 -45,8% e 99,7 — 87,5%, respectivamente.

Considerando estes resultados, a concentracdo de 16,6 mmol L™ de
substrato foi utilizada nos experimentos posteriores para avaliar a influéncia da
temperatura, pH do meio, adigdo de aditivos e da porcentagem volumétrica dos
aditivos.
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4.1.3.4. Efeito da temperatura

Em geral, a temperatura da reacdo tem uma forte influéncia em reacgdes
catalisadas por enzimas e/ou células integras de micro-organismos, devido ao
fato de que altas temperaturas aceleram a colisdo entre enzima e 0 substrato.
Porém, uma variacdo brusca da temperatura pode ocasionar a desnaturacdo da
enzima e como consequéncia a diminuicdo e/ou perda da atividade catalitica
(LEE; XIA; ZHANG, 2008). A temperatura pode afetar ndo apenas a atividade
e estabilidade das enzimas microbianas, mas também a seletividade da reacao
(HU; XU; NIE, 2010) (ZHANG et al., 2009). A fim de verificar o efeito da
temperatura na reducéo assimétrica da (4R)-carvona mediada por FP em meio
aquoso (pH 5,5), variou-se a temperatura de 22 — 40 °C, e os resultados estéo
apresentados na Figura 45.
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Figura 45. Valores de conversdo em 9 (H) e 11 (@) e excesso diastereoisomérico de
(1R,4R)-9 () e (1R,2S,4R)-11 (O) em fungdo da temperatura. [CondigGes reacionais: FP
Fleischmann (3 g); 7 (0,5 mmol); 30 mL de tampéo citrato/fosfato (0,2 mol L/0,1 mol L™, pH
5,5); 22 — 40 °C; 24 h; ag. orbital (100 rpm)]

Como pode ser observado as conversdes em produtos foram dependentes
da temperatura. Com o0 aumento da temperatura de 22 — 35 °C observou-se um
pequeno aumento nas conversdes em di-hidrocarvonas (36 — 53%) e uma
diminuicdo no valor de e.d. de (1R,4R)-9 (98 — 89%). Em temperaturas mais
altas, as conversdes em 9 e o e.d. de (1R,4R)-9 diminuiram significativamente,
sendo estes de 32 e 76%, respectivamente. Estes resultados indicam uma
possivel desnaturacdo das enzimas presentes no FP causada pelo aumento da



70

temperatura da reagdo. O (1R,2S,4R)-di-hidrocarveol foi obtido com baixas
conversdes, sendo de 4 — 10% e valores altos de e.d. >99%, na faixa de
temperatura estudada.

Resultados similares em relacdo a temperatura foram obtidos por HU;
XU; NIE (2010) na reducdo da 2-hidroxi-1-fenil-etanona usando S. cerevisiae
JUC15 em meio aquoso e na presenca de glicose como cossubstrato. O maior
rendimento em (R)-fenil-1,2-etanodiol (80,5%) foi obtido a 30 °C, e um
aumento na temperatura para 40 °C levou a uma diminuicéo do rendimento em
produto, sendo de 6,3%. O e.e. do produto permaneceu acima de 99,9% na
faixa de temperatura estudada (20 — 40 °C).

Assim, a temperatura de 26 °C foi selecionada para verificar o efeito do
pH e da adicéo de aditivos na reducdo de 7.

4.1.3.5. Efeito do pH do meio

Outro parametro reacional importante que afeta as reacoes biocatalisadas
por enzimas isoladas ou células integras de micro-organismos é o pH do meio,
porque uma variagdo em seu valor pode alterar o estado i6nico do
substrato/produto e das enzimas envolvidas nesta reacdo (CHEN et al., 2006)
(LOU et al., 2004). Assim o efeito do pH na reducdo assimétrica da (4R)—
carvona mediada por FP foi investigado. Neste estudo 5 (cinco) diferentes
tampBes na concentracdo de 0,1 mol L™ com varios valores de pH foram
utilizados: citrato (pH 3,5), acetato (pH 4,5 — 5,5), fosfato (pH 6,5 — 7,5),
borato (pH 8,5) e carbonato (pH 9,5 — 10,5). Os resultados de valores de
conversao e e.d. estdo apresentados na Figura 46.
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Figura 46. Valores de conversdo em 9 (H) e 11(®) e excesso diastereoisomérico de
(1R,4R)-9 (1) e (1R,2S,4R)-11(O) em fungdo do pH do meio. [Condigdes reacionais: FP
Fleischmann (3 g); 7 (0,5 mmol); 30 mL de tamp&o (0,1 mol L™ pH 3,5 — 10,5); 26 °C; 24 h; ag.
orbital (100 rpm)]

Observa-se que quando o pH aumentou de 3,5 — 7,5 as conversfes em
di-hidrocarvonas aumentaram de 25 — 54%, e o e.d. de 9 variou de 86 — 99%.
Um aumento no pH do meio de 7,5 — 10,5 levou a uma diminuigdo nas
conversdes em 9 de 54 — 3%, e o e.d. obtido foi de 83 — 99%. O di-hidrocarveol
(1R,2S,4R)-11 foi obtido com baixas conversbes (2 — 3%), mas com altos
valores de e.d. >99%. A partir destes resultados fica claro que o pH 6timo da
reducdo da (4R)-carvona é de 7,5 para a formacgéo das di-hidrocarvonas.

CHEN et al. (2006) estudaram a influéncia do pH na reduc&o assimétrica
do 4-cloro-3-oxobutirato de etila catalisada por FP em meio aquoso e
observaram uma forte influéncia do pH na atividade das enzimas e foram
obtidos altos valores de rendimentos quando a reagdo foi realizada com o pH
de 7,5, sendo de 91,5%.

A partir destes resultados, o pH de 7,5 foi selecionado para verificar o
efeito da adicdo de aditivos no meio aquoso.

4.1.3.6. Efeito da adico de aditivos

Estd bem documentado na literatura que diferentes aditivos ou
cossolventes podem influenciar significativamente a conversdo e seletividade
dos produtos obtidos nas reagdes mediadas por FP (BENCZE et al., 2010).
Portanto, ap6s a otimizacdo dos pardmetros experimentais discutidos
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anteriormente da reducdo assimétrica da (4R)-carvona catalisada por FP em
meio aquoso, uma série de aditivos foram utilizados, incluindo solventes
polares e apolares, liquidos idnicos, e solucdo de aglcares (10% v/v) tais como
sacarose e trealose. Os resultados obtidos de converséo e e.d. para 0s produtos
estdo apresentados na Tabela 5.

Table 5. Influéncia da adigdo de aditivos na biorredugao da (4R)-carvona mediada por
FP em meio aquoso.’

Entrada Aditivos conv.” ed’ conv.” ed?
%) *) %) *)
9 (config.) 11 (config.)
1 Sem 54 94 (1R,4R) 3 99 (1R,2S,4R)
2 CH,Cl, 1 99 (1R,4R) <1 99 (1R,25,4R)
3 DMF 2 99 (1R,4R) - -
4 THF 4 67 (1R,4R) - -
5 Acetonitrila 23 81 (1R4R) - -
6 t-Butanol 25 75 (1R,4R) <1 99 (1R,2S,4R)
7 n-Hexano 39 99 (1R4R) - -
8 Glicerol 53 97 (1R,4R) 8 99 (1R,2S,4R)
9 Etanol 57 91 (1R,4R) 2 99 (1R,2S,4R)
10 DMSO 70 97 (1R,4R) 6 99 (1R,2S,4R)
11 L-Cisteina 64 99 (1R,4R) - -
12 [BMPY][BF.] 22 83 (1R,4R) - -
13 [BMIm][BF4] 36 86 (1R,4R) - -
14 [BMImM][PFq] 56 99 (1R4R) - -
15 Sacarose 71 92 (1R4R) 7 99 (1R,2S,4R)
16 Trealose 74 99 (1R,4R) 8 99 (1R,2S,4R)

# Condigdes reacionais: FP Fleischmann (3 g); 7 (0,5 mmol); 27 mL de tamp&o fosfato (0,1 mol
L™ pH 7,5); 3 mL aditivo; 26 °C; 24 h; ag. orbital (100 rpm);
b Converséo e e.d. determinados por CG-quiral.

Como pode ser observado, as conversdes em produtos foram fortemente
influenciadas pela adigdo de aditivos. Quando os solventes polares e apolares
foram utilizados como aditivos, tais como CH,Cl,, DMF, THF, acetonitrila, t-
butanol, e n-hexano (Tabela 5, entradas 2 — 7) ndo foi observado um aumento
nas conversdes em produto (1 — 39% com e.d. de 67 — 99%), quando
comparado com a reacdo realizada sem aditivo (54% com e.d. de 94%; Tabela
5, entrada 1). Entretanto quando o glicerol, etanol, DMSO, L-cisteina, sacarose
e trealose foram utilizados como aditivos, foram obtidas boas conversées em
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di-hidrocarvonas, sendo de 53, 57, 70, 63, 71 e 74%, respectivamente (Tabela
5, entradas 8 — 11, 15 e 16). E importante salientar que quando a L-cisteina e o
n-hexano foram utilizados como aditivos a seletividade da reacdo foi muito
melhor, e apenas a di-hidrocarvona (1R,4R)-9 foi obtida. Estes resultados estdo
de acordo com os citados na literatura, onde estes compostos apresentam a
capacidade de estabilizar a membrana plasmatica das células integras dos
micro-organismos, protegendo assim as enzimas do meio reacional, ou atuam
como fonte de hidreto para a regeneracdo da coenzima (ZHANG et al., 2009)
(ALBUQUERQUE et al., 2007) (ANDRADE; PIOVAN; PASQUINI, 2009)
(HAYAKAWA et al., 1998).

Quando os liquidos ibnicos [BMIm][BF4s] e [BMPy][BF4] foram
utilizados como aditivos, ambas as conversdes em di-hidrocarvonas (22 — 36%)
e e.d. de (1R,4R)-9 (83 — 86%) (Tabela 5, entradas 12 e 13) foram menores
quando comparadas com os dados obtidos sem adi¢do de aditivo (Tabela 5,
entrada 1). Entretanto, quando o [BMIm][PF¢] foi usado, a di-hidrocarvona
(1R,4R)-9 foi obtida como produto Unico com conversdo de 56% (Tabela 5,
entrada 14). Estes resultados indicam uma influéncia positiva do [BMIm][PFg]
na reducdo assimétrica de 7 catalisada por FP.

HE et al. (2009) verificaram a influéncia da adi¢do de liquidos i6nicos
na biorreducdo assimétrica do acetoacetato de etila catalisada por células
integras de Pichia membranaefaciens Hansen ZJPHO7 em meio aquoso. Os
autores observaram que as maiores conversdes e e.e. em (R)-3-hidroxibutirato
de etila foram obtidos quando o LI [BMIM][BF,] foi adicionado ao meio
aquoso, sendo de 77,8 e 73,0 % respectivamente. Quando a reacdo foi realizada
somente em meio aquoso, a conversdo e o e.e. foram de 68,5 e 65,1%,
respectivamente. Estes resultados demonstraram que a adi¢do do LI diminuiu a
inibicdo do substrato e aumentou a enantiosseletividade quando comparada
com a reacdo realizada em meio aquoso.

A partir destes resultados, o DMSO foi escolhido como um dos
melhores aditivos para a reducdo da (4R)-carvona mediada por FP, e este foi
utilizado para verificar a influéncia da porcentagem volumétrica no meio
aquoso.

4.1.3.7. Efeito da porcentagem volumétrica de aditivos

Neste estudo, avaliou-se a porcentagem volumétrica do DMSO na
reducdo assimétrica da (4R)-carvona em meio aquoso, uma vez que esta bem
documentado que altas concentragdes deste aditivo podem influenciar as
reagdes mediadas por células integras devido ao fato de interagirem com o
metabolismo e membranas das células, resultando em diversos danos celulares
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(VIOLANTE et al., 2002). Além disso, altas concentragdes de cossolvente
podem desnaturar a enzima, devido a remoc¢do da agua essencial ligada a
superficie da enzima (YEATES; KRIEG; BREYTENBACH, 2007). Os valores
de conversdo em 9 e 11 em funcdo da porcentagem de DMSO estdo
apresentados na Tabela 6.

Table 6. Influéncia da porcentagem de DMSO na biorreducéo da (4R)-carvona mediada
por FP em meio aquoso.?

Entrada % DMSO conv.” ed? conv.” ed’
(%) (%) (%) (%)
9 (config.) 11 (config.)
1 1 73 95 (1IR,4R) 6 >99 (1R,25,4R)
2 5 73 97 (IR4R) 6 >99 (1R,25,4R)
3 10 70 97 (IR4R) 6 >99 (IR,25,4R)
4 15 68 96 (IR4R) 7 >99 (1R,25,4R)
5 30 89 86 (IR.4R) 0
6 50 0 0

% Condigdes reacionais: FP Fleischmann (3 g); 7 (0,5 mmol); 15 — 29,7 mL de tampdo fosfato (0,1
mol L pH 7,5); 0,3 — 15 mL DMSO; 26 °C; 24 h; ag. orbital (100 rpm);
> Converso e e.d. determinados por CG-quiral.

Observa-se que 0 aumento da porcentagem de DMSO de 1 — 30%
ocasionou um aumento nas conversdes em di-hidrocarvonas de 73 — 89%,
entretanto o e.d. de (1R,4R)-9 diminuiu de 95 — 86% nesta faixa de
porcentagem de aditivo. Quando utilizou-se 50% de DMSO no meio reacional,
ndo foi observada a formacdo dos produtos, e isso pode ter sido ocasionado
devido ao aumento da viscosidade e polaridade do meio, uma vez que esta bem
relatado que solventes polares tendem a desnaturar as enzimas (CUI et al.,
1998) (LAANE et al., 1987).

Como as conversdes e os valores de e.d. ndo alteraram muito quando
variou-se a porcentagem de DMSO de 1 a 15%, a porcentagem de 10%
continuou sendo utilizada nos estudos subsequentes, com outras olefinas
ativadas.

4.2. REDUGAO VIA ENZIMATICA DE VARIAS OLEFINAS ATIVADAS
COM LEVEDURAS DE S. CEREVISIAE

Apb6s a otimizacdo das condicBes experimentais para a reacdo de
reducdo da (4R)-carvona mediada por FP, esta metodologia foi aplicada para
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outros compostos carbonilicos «,f-insaturados, tais como (4S)-carvona (8),
(6E)-2-metil-6-[(4-nitrofenil)metileno]-ciclo-hexanona (22), (3E)-3-metil-4-
fenil-3-buten-2-ona (23), (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona (24) e 3-metil-ciclo-
hexen-2-ona (25). As melhores condicfes reacionais foram, meio aquoso
contendo tampédo fosfato pH 7,5 com 10% de DMSO (v/v), 26 °C e
concentragdo de FP e substrato de 100,0 g L™ e 16,6 m mol L%
respectivamente.

A identificacdo dos produtos obtidos neste estudo foi realizada por RMN
de 'H, CG-quiral, CG/EM e polarimetria, para o substrato 23. Entretanto para
estes compostos ndo foi realizada uma analise mais detalhada dos espectros e
cromatogramas como foi feito para a (4R)-carvona. E importante salientar que
utilizaram-se as mesmas metodologias para obtencdo dos padrdes, e por
comparacdo foi entdo possivel identificar os ?rodutos obtidos na reducdo com
as leveduras. Os espectros de IV e RMN de "H, bem como os cromatogramas
de CG-quiral e CG/EM, estdo apresentados no Apéndice A.

Na Tabela 7 estdo apresentados os valores de conversdo e e.d. ou e.e.
obtidos da reducdo das varias olefinas ativadas mediada por FP em meio
aquoso com adi¢do de DMSO (10% v/v).
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Table 7. Biorreducéo de olefinas ativadas mediada por FP em meio aquoso contendo
DMSO.*

Entrada Substrato Produto conv.’ ed’ouee’
(%) (%)
(config.)
1 7 9 70 97 (1R 4R)
1 6 >99 (1R, 2R 4R)
2 8 10 3 25 (1R,25)
12 4 > 99 (IR,2R 49)
3 22 33 59 38
32 2
4 23 34 33 64 (35)
5 24 35 >99
6 25 36 4 56

# Condigdes reacionais: FP Fleischmann (3 g); substratos (0,5 mmol); 27 mL de tampao fosfato
(0,2 mol L™, pH 7,5); 3 mL DMSO (10% v/v); 26 °C; 24 h; ag. orbital (100 rpm).
Conversdo e e.e. ou e.d. determinados por CG-quiral.

A reducdo da (4S)-carvona mediada por FP (Figura 47) resultou na
formacdo da (2R,4S)- e (2S,4S)-di-hidrocarvona pela reducdo da ligacdo dupla
C-C, e na formacdo do (1R,2R,4S)-di-hidrocarveol devido a reducéo das
ligacbes duplas C-C e C-O. Estes compostos foram obtidos com conversdes
baixas de 3 e 4 % com e.d. de (1R,2S)-10 e de (1R,2R,4S)-12 de 25 e >99%,
respectivamente (Tabela 6, entrada 2). Diferentemente da reducdo da (4R)-
carvona, onde o produto majoritario nessas condicdes reacionais foi a (1R,4R)-
di-hidrocarvona (69% com e.d. de 97%), o produto majoritario obtido na
reducdo da (4S)-carvona foi o (1R,2R,4S)-di-hidrocarveol, porém com baixa
conversdo (Tabela 7, entrada 1). As estruturas dos compostos obtidos via
reacdo enzimatica foram elucidadas pela comparacdo dos cromatogramas e
espectros dos padrBes preparados via reacBes quimicas e pelo padrdo (+)-di-
hidrocarveol (Apéndice A, Figuras 71-73, 80-84 e 96-98).
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Figura 47. Produtos obtidos na biotransformacéo da (4S)-carvona mediada por FP em
meio aquoso contendo DMSO (10% v/v).

Em relacdo ao produto majoritario obtido na reducdo de 8, estes
resultados diferem dos obtidos por GORETTI et al. (2009), HIRATA et al.
(2009) e KIM et al. (2002). Por exemplo GORETT]I et al. (2009) realizaram a
reducdo assimétrica da (4S)-carvona catalisada por 16 cepas de leveduras,
sendo de 14 espécies e 6 géneros (por exemplo e.g. Candida maltosa,
Cryptococcus terreus, Pichia amylophila e Saccharomyces spencerorum) em
diferentes estados fisiologicos (células em crescimento, em repouso, liofilizada
e liofilizada com glicose). Eles observaram que, em geral, e independentemente
do estado fisiolégico utilizado das leveduras, o produto majoritario obtido foi a
(1S,4S)-di-hidrocarvona, seguido da (1R,4S)-di-hidrocarvona e dos alcoois
(1R,2S,4S)-, (1S,2S,45)- e (1S,2R,4S)-dihydrocarveol, e formou apenas tragos
do (1R,2R,4S)-di-hidrocarveol. A partir destes resultados pode-se concluir que
a reducdo de 8 mediada por FP é uma alternativa viavel para a obtengdo do
(1R,2R,4S)-di-hidrocarveol 12 com excelente seletividade, apesar da conversdo
ter sido baixa (4%).

Na biotransformagdo da olefina 22 mediada por FP em meio aquoso
contendo 10 % de DMSO como aditivo (Figura 48) os produtos obtidos foram
0s isébmeros derivados da 2-metil-6-(4-nitrofenilmetil)-ciclo-hexanona (33)
obtidos a partir da reducdo da ligacdo dupla C-C e o isdbmero (62)-2-metil-6-
[(4-nitrofenil)metileno]-ciclo-hexanona (32) com conversdes de 59 e 2%,
respectivamente (Tabela 7, entrada 3). A formacdo destes produtos foram
comprovadas pelas andlises de CG-quiral (3 picos com tempo de retencdo de
20,5, 20,6 e 20,9 min), CG/EM (2 picos com tempo de retencdo de 21,0 e 21,3
min e espectros de massas com ions moleculares de m/z = 247 e 245) e RMN
de 'H (8,21 — 8,24 ppm (m, 2H), 8,11 — 8,13 ppm (m, 2H), 7,47 — 7,49 ppm (m,
1H), 7,31 — 7,36 ppm (m, 2H) além dos demais picos caracteristicos)
(Apéndice A, Figura 99). E importante salientar que a partir dessas anélises,
ndo foi possivel determinar a configuracdo absoluta do isémero obtido
majoritariamente e nem por polarimetria uma vez que o e.e. ou e.d. foi muito
baixo.
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Figura 48. Produtos obtidos na biotransformacdo da (6E)-2-metil-6-[(4-
nitrofenil)metileno]-ciclo-hexanona mediada por FP em meio aquoso contendo DMSO
(10% viv).

Na reducdo assimétrica da (3E)-3-metil-4-fenil-3-buten-2-ona (23)
mediada por FP (Figura 49) os produtos obtidos foram as (3R)- e (3S)-3-metil-
4-fenil-2-butanona (34), com conversdo de 33% e e.e. de (35)-34 de 64%,
resultantes da reducdo da ligacdo dupla C—C (Tabela 7, entrada 4). No espectro
de RMN de *H sdo observados os sinais em 7,28-7,16 (m, 5H, H-2’, H-3°, H4’,
H-5°, H-6”), 3,00 (dd, J = 6,8 e 13,6 Hz, 1H, H-4), 2,84-2,82 (m, 1H, H-3),
2,57 (dd, J=7,6 e 13,6, 1H, H-4), 2,09 (s, 3H, H-1) e 1,09 (d, J = 7,2 Hz, H-5)
ppm, que sdo caracteristicos destes produtos (LI et al., 2010) (Apéndice A,
Figura 102). A configuracdo absoluta do enantidmero obtido majoritariamente
foi determinada a partir da comparacdo da rotagdo optica ([0]*°p) de uma
mistura contendo 81% deste enantidmero, com o dados da literatura {[a]%p
(R)-(0) = -29,9 (c 1,05, CHCly); [e]*%s (S)-(+) = +31,8 (c 1,0, CHCIy)}
(ABATE et al., 2005). Como o valor de [¢]%p (¢ 1,9, CHCI3) da mistura foi de
+25,6 pode-se afirmar que o enantidmero formado preferencialmente foi o
(3S)-34.
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Figura 49. Produtos obtidos na biotransformacédo da (3E)-3-metil-4-fenil-3-buten-2-ona
mediada por FP em meio aquoso contendo DMSO (10% v/v).

ZAGOZDA; PLENKIEWICZ (2006) investigaram a reducédo
enantiosseletiva desta enona mediada por leveduras Geotrichum candidum,
Mortierella isabellina e Rhodotorula rubra em meio aquoso com glicose. Eles
observaram que o produto majoritario formado na biotransformagéo de 23 com
a R. rubra foi a cetona saturada (3S)-34 com 44% de rendimento e 46% de e.e..
Em menor quantidade foi observada a formag&o do alcool insaturado 3-metil-4-
fenil-3-buten-2-ol e do &lcool saturado 3-metil-4-fenil-2-butanol. Entretanto,
quando as células integras de G. candidum e M. isabellina foram utilizadas
como biocatalisador na redugdo de 23, o produto majoritario obtido foi o (2S)-
3-metil-4-fenil-3-buten-2-0l com rendimentos de 24% (e.e. 98%) e 65% (e.e.
97%), respectivamente.

A reducdo da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona (24) mediada por FP
(Figura 50) foi quimiosseletiva, formando apenas a cetona saturada 1,3-difenil-
1-propanona (35) resultante da reducdo da liga¢do dupla C—-C, com conversao
>99% (Tabela 7, entrada 5). E importante salientar que em sistema bifasico
contendo n-hexano/tampéo e em apenas 3 h de reacdo este produto foi obtido
com conversfes >99%. (SILVA; STAMBUK; NASCIMENTO, 2010). Estes
resultados mostram que para esse substrato o sistema bifasico foi mais
eficiente.

(0] (0]
A FP
O O 10 %DMSO/tampé&o
26°CpH75
24 35

Figura 50. Produtos obtidos na biotransformacgdo da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona
mediada por FP em meio aquoso contendo DMSO (10% v/v).

A biotransformacdo da 3-metil-ciclo-hexen-2-ona 25 com FP (Figura
51) levou a formacdo das cetonas saturadas 3-metil-ciclo-hexanona 36 pela
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reducdo da ligacdo dupla C-C. Este produto foi obtido com baixa converséo
(4%) e moderado e.e. (56%) (Tabela 7 entrada 6). A identificacdo deste
produto foi realizada através da comparacdo dos cromatogramas e espectros
obtidos da reacdo de 25 com FP com os padrBes obtidos via reacdo quimica
com H,, Pd/C (preparagéo de 36) e com NaBH, (preparagdo do 31) (Apéndice
A, Figuras 109 e 110).

o) 0 o
FP i
ii N é
10% DMSO/tampé&o
26°C pH 7,5
25 (35)-36 (3R)-36

Figura 51. Produtos obtidos na biotransformacdo da 3-metil-ciclo-hexen-2-ona mediada
por FP em meio aquoso contendo DMSO (10% v/v).

SWIDERSKA; STEWART (2006) realizaram a reducdo da olefina
ativada 25 mediada por Saccharomyces carlsbergensis em meio aquoso com
adicdo de p-ciclo-dextrina (para promover a solubiliza¢do do substrato no meio
aquoso) em 24 h de reacdo. O produto da biorreducdo obtido foi a cetona
saturada (3S)-36 proveniente da reducdo da ligacdo dupla C-C, com conversao
de 100% e e.e. de 94%.

A partir destes resultados pode-se observar a tendéncia das enzimas
presentes no FP (enoato redutases) de reduzirem preferencialmente a ligacdo
dupla C-C conjugada a carbonila dos compostos 7, 22-25 (Tabela 7 entradas
3-6), formando as cetonas saturadas 9, 33—-36. Porém, na reducéao de 8, foram
observadas tanto a reducéo da ligacdo dupla C—-C quanto da ligacéo dupla C-O
(Tabela 7, entrada 2), formando as cetonas saturadas (10) e os alcoois saturados
(12).

A proxima etapa deste trabalho foi verificar se a técnica de
microextragdo com membrana oca de polipropileno é eficiente para extrair os
reagentes e produtos do meio reacional e realizar a otimizacdo das condigdes
experimentais da reducéo da (4S)-carvona mediada por FP.

4.3. TECNICA DE MICROEXTRACAO

Para verificar a preciséo do método de extragdo proposto, foi
inicialmente construida uma curva de calibragcdo com uma solugéo contendo FP
e diferentes proporgdes da (4S)-carvona 8, das di-hidrocarvonas 10 e dos di-
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hidrocarvedis 12, a fim de verificar se as proporcdes de reagentes e produtos
adicionados seriam iguais as proporcdes destes recuperados apds a
microextracdo (Figura 52). O tolueno foi selecionado como solvente extrator
porque estad bem documentado na literatura que a escolha do solvente é de
fundamental importancia, uma vez que este ndo pode ser solivel em &gua
(KOKOSA; PRZYJAZNY; JEANNOT, 2009). Solventes tais como o
diclorometano e cloroférmio ndo sdo bons solventes extratores devido & maior
solubilidade destes em agua. Outro solvente que tem mostrado excelentes
propriedades tais como baixa solubilidade, baixa pressdo de vapor e alta
extracdo é o 1-octanol, entretanto, ndo foi possivel utiliza-lo devido ao tempo
de retencdo ser muito préximo a dos reagentes e produtos nas analises de CG.

1004 v=a+BX
A =049
B =102
80 R=0,9989

60

404

20+

Produtos obtidos apds extragéo (%)

T
0 20 40 60 80 100
Produtos adicionados (%)

Figura 52. Curva de calibragdo de uma solugdo de FP com diferentes proporgGes da
(4S)-carvona 8, das di-hidrocarvonas 10 e dos di-hidrocarvetis 12, para verificar a
eficiéncia da HF-LLLME com membrana porosa de polipropileno.

A partir dos resultados obtidos verificou-se que as propor¢des dos
reagentes e produtos recuperados apés a HF-LLLME foram equivalentes as
proporgdes adicionadas.

O tempo de extracdo (5 — 20 min) e a adi¢do de NaCl (0 — 0,6 g) foram
otimizados, a fim de verificar a influéncia destes pardmetros na microextracao
em relacdo & quantidade de analito extraida (&rea do sinal cromatogréafico)
(Figura 53).
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Figura 53. Influéncia da adicdo de NaCl e do tempo na microextragdo de uma mistura
reacional contendo a (4S)-carvona (A), as (1R,4S)- e (1S,4S)-di-hidrocarvonas (B) e a
mistura de di-hidrocarveol (C).

Observa-se nas Figuras 53A-C que ndo houve uma variacdo
significativa da quantidade dos analitos extraidos com a adicdo de NaCl,
entretanto observa-se uma variagdo com o aumento do tempo de extracdo.
Sendo assim nos estudos subsequentes todas as microextracfes foram
realizadas sem a adicdo de sal e em 15 min.

E importante salientar também que foi realizada a extragéo convencional
liquido-liquido e a microextracdo das reacBes biocatalisadas em sistema
bifasico e monofasico para verificar se as duas técnicas utilizadas iriam extrair
igualmente os reagentes e produtos da reacdo. Quando ambas as extracdes
foram utilizadas, a porcentagem da (4S)-carvona e das di-hidrocarvonas e do
di-hidrocarveol recuperados foi semelhante. Estes resultados mostram
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novamente que a microextracdo pode ser utilizada para extrair os reagentes e
produtos do meio aquoso e assim monitorar as conversdes das reagdes
mediadas por células integras de micro-organismos por CG-quiral.

Apos verificar a eficiéncia do método de microextracdo proposto,
realizou-se a otimizacdo das condi¢Bes experimentais da reacdo de redugdo de
8 e 23 com FP, com o intuito de obter os produtos em maiores conversdes e
e.d. ou e.e.. E importante salientar que também tentou-se otimizar as condicdes
reacionais de 25 a fim de se obter os produtos em maiores conversdes,
entretanto, em todas as tentativas o produto foi obtido com conversdo maxima
de 10% com e.e. >99% nas seguintes condi¢Bes reacionais, tempo reacional de
72 h, temperatura 26 °C, 3 g de FP, 0,5 mmol de substrato, 30 mL de tampé&o
(pH 7,5), 27 mL de n-hexano, 3 mL de DMSO e agitagdo magnética.

44. OTI,MIZA(;AO DAS CONDIGOES REACIONAIS NA REDUGAO VIA
ENZIMATICA DA (4S)-CARVONA COM LEVEDURAS S. CEREVISIAE

Como a reducdo da (4S)-carvona mediada por FP em meio aquoso com
adicdo de DMSO forneceu baixas conversGes em produto, optou-se em
otimizar as condicGes reacionais tais como, temperatura, pH, tempo reacional,
razdo substrato/levedura utilizando a metodologia de superficie de resposta.
Este estudo visa obter maiores conversfes em (1R,2R,4S)-di-hidrocarveol, uma
vez que este foi obtido majoritariamente e seletivamente.

Optou-se em utilizar a RSM uma vez que esta ja vem sendo muito
utilizada para a otimizacdo das condicBes reacionais de processos quimicos e
bioguimicos e permite analisar as interacfes entre as varidveis a serem
otimizadas (BAS; BOYACI, 2007). O software utilizado nesse trabalho foi o
Statistica 6.0.

4.4.2. Efeito do meio reacional

Assim como foi realizado na reducédo da (4R)-carvona, o primeiro estudo
realizado na reducéo da (4S)-carvona mediada por FP foi o do meio reacional,
considerando que este tem grande importancia nas reagdes mediadas por
células integras. Os valores de conversdo em produto e e.d. estdo apresentados
na Tabela 8.
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Tabela 8. Influéncia do meio reacional na biorreducdo da (4S)-carvona mediada por
FP.?

Entrada Sistema conv.” ed? conv.” e.d?
biocatalitico (%) (%) (%) (%)
10 (config.) 12 (config.)
1 Monofasico® 5 29 (1R,2S) 6 >99 (1R,2R,45)
2 Bifasico® 0 - 0 -
3 Monofasico® 5 32 (1R,2S) 5 >99 (1R,2R,45)
4 Bifasico® <1 20 (1R,25) 2 >99 (1R,2R,45)

% Condigdes reacionais: FP Fleischmann (3 g); 8 (0,5 mmol); sistema monofasico: 30 mL de
tampéo fosfato (0,1 mol L™ pH 7,5); sistema bifasico: 30 mL de tampéo fosfato (0,1 mol L™ pH
7,5) e 30 mL n-hexano; 26 °C; 24 h.

® Converséo e e.d. determinados por CG-quiral.

¢ Agitagdo orbital (100 rpm).

¢ Agitagio magnética (~800 rpm).

Novamente, observa-se que o meio reacional ¢ de fundamental
importancia para as reacfes catalisadas por células integras de micro-
organismo. As maiores conversdes em di-hidrocarvonas (5% com e.d. (1R,2S)-
10 de 29-32%) e di-hidrocarveol (6% com e.d. de (1R,2R,4S)-12 de > 99%)
foram obtidas quando utilizou-se o sistema monofasico formado de tampéo
fosfato com agitacdo orbital (Tabela 8, entrada 1) e magnética (Tabela 8,
entrada 3). Quando utilizou-se o sistema bifasico composto de n-hexano e
solucdo tampdo, foram obtidas baixas conversdes em 10 e 12 variando de 0 —
2% (Tabela 8 entradas 2 e 4).

Como pode ser observado as conversdes em produtos foram similares
quando utilizou-se o sistema monofasico com agitacdo orbital e monofasico
com agitacdo magnética. A partir dessa observacdo optou-se em realizar a
reacdo em sistema monofasico com agitacdo orbital, que permite o controle da
agitacdo de forma mais precisa, em rpm.

4.4.3. Efeito da velocidade de agitacdo (rpm)

A velocidade de agitacdo em rpm influencia a difusdo e particdo do
substrato e produto no meio reacional e assim a velocidade, rendimento e
enantiosseletividade da reacdo (LOU et al.,, 2004). A fim de verificar este
efeito, a reacdo de reducdo da (4S)-carvona mediada por FP em meio aquoso
foi realizada com diferentes velocidades de agitacdo, sendo de 75, 100, 125 e
150 rpm. Os valores de conversdo e e.d. em produtos estdo apresentados na
Tabela 9.



85

Tabela 9. Influéncia da velocidade de agitacdo na biorreducédo da (4S)-carvona mediada
por FP em meio aquoso.?

Entrada Vel. agitago conv.” e.d’ conv.” ed’
(rpm) (%) (%) (%) (%)
10 (config.) 12 (config.)
1 75 4 28 (1R,25) 5 >99 (1R, 2R 49)
2 100 5 29 (1R,25) 5 >99 (1R, 2R 45)
3 125 5 32 (IR,29) 6 >99 (1R,2R 49)
4 150 5 33 (IR,29) 6 >99 (1R, 2R 45)

# Condicdes reacionais: FP Fleischmann (3 g); 8 (0,5 mmol); 30 mL de tampé&o fosfato (0,1 mol
L™, pH 7,5); 26 °C; 24 h; agitacéo orbital (75 — 150 rpm).
P Converséo e e.d. determinados por CG—quiral.

Observa-se na Tabela 9 que ndo houve uma variacdo significativa nas
conversGes em 10 e 12 na faixa da velocidade de agitacdo estudada. As
convers@es em 10 variaram de 4 — 5% com e.d. de (1R,2S)-10 de 28 — 33% e as
convers@es em 12 variaram de 5 — 6% com e.d. de (1R,2R,4S)-12 >99%.

A partir destes resultados, os estudos subsequentes foram realizados com
150 rpm, visando aumentar a conversdo em produto.

4.4 .4, Efeito do uso de diferentes marcas de fermentos

Neste estudo, seis cepas de S. cerevisiae, sendo 4 fermentos de pdo
comerciais (Fleischmann, Nordeste, Dona Benta, e Brugguemann) e duas
industriais (CAT-1 e PE-2), que vém sendo utilizadas no Brasil para producdo
de bioetanol (BASSO et al., 2008), foram utilizadas como catalisadores na
reacdo de redugdo da (4S)-carvona em meio aquoso, para verificar o potencial
de reducdo das enzimas presentes nestas leveduras. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10. Biorreducéo da (4S)-carvona em meio aquoso com diferentes leveduras de S.
cerevisiae.®

Entrada Levedura conv.” e.d’ conv.” ed’

(%) (%) (%) (%)

10 (config.) 12 (config.)
1 Fleischman 4 33 (1R,2S) 6 >99 (1R,2R,4S)
2 Dona Benta 10 61 (1R,2S) 6 >99 (1R,2R 49)
3 Nordeste 13 61 (1R,2S) 4 >99 (1R,2R 49)
4 Bruggeman 4 28 (1R,2S) 4 >99 (1R,2R,4S)
5 CAT-1 12 45(1R,25) 1 >99 (1R,2R 49)
6 PE-2 1 9 (15,25) 0 -

® CondigBes reacionais: levedura (3 g); 8 (0,5 mmol); 30 mL de tampéo fosfato (0,1 mol L™, pH
7,5); 26 °C; 24 h; agitacdo orbital (150 rpm).
b Converséo e e.d. determinados por CG-quiral.

Todas as leveduras utilizadas apresentaram a capacidade de mediar a
reducdo da (4S)-carvona, sendo que algumas foram mais eficientes que outras.
Por exemplo, quando foram utilizados os fermentos comerciais das marcas
Dona Benta (Tabela 10, entrada 2) e Nordeste (Tabela 10, entrada 3) como
biocatalisadores, estes foram os mais eficientes, e as di-hidrocarvonas foram
obtidas majoritariamente com conversdes de 10 e 13% e boa seletividade (e.d.
de (1R,2S)-10 de 61%) e o di-hidrocarveol foi obtido com conversdes de 6 e
4% e excelente seletividade ((1R,2R,4S)-12 >99%), respectivamente.

Quando a levedura industrial CAT-1 (Tabela 10, entrada 5) foi utilizada,
as di-hidrocarvonas também foram obtidas majoritariamente, entretanto com
uma seletividade menor (e.d. de (1R,25)-10 de 45%) e o di-hidrocarveol foi
obtido com apenas 1% de conversdo. A levedura PE-2 (Tabela 10, entrada 6)
foi o biocatalisador menos eficiente, e as di-hidrocarvonas foram obtidas com
apenas 1% de conversdo e baixa seletividade (e.d. de (1R,2S)-10 de 9%), e o di-
hidrocarveol néo foi obtido.

Como o proposito deste trabalho é obter o di-hidrocarveol (1R,2R,4S)-12
com bhoas conversdes e excelente e.d., e baseado nestes resultados, o FP
comercial Dona Benta foi selecionado para ser utilizado nos experimentos
subsequentes.

4.4.5. Efeito do uso de diferentes tampdes
A fim de verificar se o tipo de tampao utilizado na reacdo de reducdo da

(4S)-carvona mediada por FP influencia nas conversdes em produtos, neste
estudo utilizou-se o tampéo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,5 e uma mistura de
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tampdes contendo os tampdes citrato, fosfato e borato 0,1 mol L™ pH 7,5. E
importante salientar que este estudo foi realizado com o intuito de verificar se
era possivel utilizar uma mistura de tampdes que abrangesse a faixa de pH de
3,5 — 11,5 sem alterar as conversdes em produtos, para posteriormente realizar
0 estudo do pH (Tabela 11).

Tabela 11. Influéncia do tipo de tampé&o na biorredugdo da (4S)-carvona mediada por
FP em meio aquoso.®

Entrada Tampéo conv.” ed’ conv.” ed’
(%) (%) (%) (%)
10 (config.) 12 (config.)
1 fosfato 10 61 (1R,2S) 6 >99 (1R,2R,4S)
2 citrato/fosfato/borato 8 58 (1R,2S) 8 >99 (1R,2R,4S)

® CondigGes reacionais: FP Dona Benta (3 g); 8 (0,5 mmol); 30 mL solugdo tamp&o (0,1 mol L™,
EH 7,5); 26 °C; 24 h; agitacéo orbital (150 rpm).
Conversdo e e.d. determinados por CG-quiral.

Como pode ser observado na Tabela 11 (entradas 1 e 2), a mudanca do
tampdo de fosfato para citrato/fosfato/borato ndo  influenciou
significativamente as conversdes e os valores de e.d. em di-hidrocarvonas.
Quando os tampdes fosfato e citrato/fosfato/borato foram utilizados as
conversdes em 10 foram de 10 e 8% com e.d. de (1R,2S)-10 de 61% e 58%, e 0
di-hidrocarveol foi obtido com conversdo de 6 e 8% com e.d. de (1R,2R,4S)-12
de >99%, respectivamente. Este estudo mostrou que é possivel utilizar a
mistura dos tampdes sem interferir nas conversfes em produto.

4.4.6. Efeito da razdo substrato/levedura (S/L) versus concentragdo de levedura

Como citado anteriormente, o desempenho das reacfes biocatalisadas
por FP pode ser influenciado devido a altas concentragBes de substrato que
alguns compostos sdo toxicos para muitos organismos vivos. Assim, para
verificar a relacio entre a massa de substrato e a de levedura e seu efeito na
concentracdo de levedura, foi realizado um estudo multivariado usando RSM
com a razdo substrato/levedura (S/L) e a concentracdo de levedura de 8,0 —
40,0 mg gt e 75,0 — 150,0 g L™, respectivamente. Os resultados em relacéo a
conversdao de (1R,2R,4S)-12 em funcdo da razdo S/E estdo apresentados na
Figura 54.
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Figura 54. Valores de conversdo em (1R,2R,4S)-12 em fungdo da razdo (S/L) e
concentracdo da levedura. [CondicGes reacionais: FP Dona Benta (3 g); 8 (0,2 — 0,8 mmol); 20
— 40 mL tampéo citrato/fosfato/borato (0,1 mol LY pH 7,5); 26 °C; 24 h; agitacdo orbital (150
rpm)]

Pelos resultados mostrados na Figura 54, pode-se observar que a
concentracdo da levedura ndo afetou significativamente as conversdes em 12,
Entretanto, a razdo substrato/enzima teve um forte efeito na converséo em 12,
porém a seletividade ndo foi afetada (e.d. de (1R,2R,4S)-12 >99%). Observou-
se um aumento das conversdes de 3 — 13% com a diminuic¢do da razdo S/E de
40,0 — 8,0, isto é com a diminuicdo da concentracdo do substrato. Estes
resultados indicam que provavelmente ocorreu a inibicdo das enzimas
presentes no FP com o0 aumento da concentragdo do substrato. OU et al. (2011)
descreveram um efeito similar na reducéo da oxocarbazepina com S. cerevisiae
CGMCC No. 2266, sendo que a conversdo aumentou gradativamente com o
tempo de reacdo e diminuiu com o aumento da concentragdo inicial do
substrato. Assim como o e.d. de (1R,2R,4S)-12 nao foi afetado pela varia¢do da
razdo S/L, o e.e. da S-licarbazepina também néo foi afetado pela variacdo da
concentracéo inicial do substrato

As di-hidrocarvonas foram obtidas com conversdes de 8 — 10% e e.d de
(1R,4S)-10 de 37 — 65% (resultados ndo mostrados). A partir desses dados a
razdo S/E de 8,0 mg g™ e o volume de solucdo tampdo de 30 mL foram
empregados nos préximos experimentos.
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4.4.7. Efeito da temperatura e do tempo

Para verificar a influéncia da temperatura e sua correlacdo com o tempo
na reacdo de reducdo da (4S)-carvona mediada por FP utilizou-se a RSM. A
temperatura e o tempo reacional variaram de 20 — 50 °C e 24 — 72 h,
respectivamente. Os valores de conversdo em (1R,2R,4S)-12 em funcdo da
temperatura e do tempo reacional estdo apresentados na Figura 55.

Gl ORSIDAIGY

Figura 55. Valores de conversdo em (1R,2R,4S)-12 em funcdo da temperatura e tempo
reacional. [CondigGes reacionais: FP Dona Benta (3 g); 8 (0,2 mmol); 30 mL de tampédo
citrato/fosfato/borato (0,1 mol L™, pH 7,5); 20 — 50 °C; 24 — 72 h; agitacéo orbital (150 rpm)]

Como pode ser observado na Figura 55, ambos os efeitos, temperatura e
tempo reacional, influenciaram significativamente as conversées em 12. O
aumento da temperatura de 20 — 40 °C aumentaram as conversdes em produto,
sendo de 10 — 53%. Ao aumentar a temperatura de 45 — 50 °C foi observada
uma grande diminui¢do na converséo, sendo que a 45 °C, o produto foi obtido
com ~25% (valor ~50 % menor em relacdo a maior conversdo obtida), e a 50
°C néo foi detectada a formag&o do produto. A diminuicio da conversdo com o
aumento da temperatura pode ser atribuida provavelmente a grande perda da
atividade catalitica devido a desnaturacdo das enzimas presentes no FP.

As maiores conversbes em produto (~50%) foram obtidas em
temperaturas entre 35 e 40 °C, e nesta faixa pode-se observar que ndo ha uma
mudanga significativa nos valores obtidos apds o tempo reacional de 45 — 50 h.
Ao usar temperaturas menores, por exemplo, 20 °C observou-se um aumento
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gradual das conversdes com o aumento do tempo reacional de 24 — 72 h, sendo
de 9 — 30%.

E importante enfatizar que a temperatura apresentou um grande efeito na
formacdo do di-hidrocarveol (1R,2R,4S)-12 sendo que este foi obtido
majoritariamente com conversdes variando de 3 — 53% e com e.d. >99%, na
faixa de temperatura utilizada, enquanto que as di-hidrocarvonas (1S,4S)-10 e
(1R,4S)-10 foram obtidas com baixas conversoes variando de 2 — 16 e 2 — 8 %,
respectivamente. A di-hidrocarvona (1R,4S)-10 sempre foi obtida em maiores
quantidades que a (1S,4S)-10, porém quando a temperatura de 45 °C foi
utilizada a (1S,4S)-10 foi obtida em maior conversdo (resultado ndo
apresentado). Estes dados sugerem que provavelmente o aumento da
temperatura influenciou na estereosseletividade da reducéo.

Resultados similares em relagdo a mudanga da seletividade da reacgéo
foram obtidos por (XIAQO et al., 2009) na sintese assimétrica do (2S,5S)-2,5-
hexanediol catalisada com FP nimero 6 em meio aquoso. O maior rendimento
em produto (78,7%) foi obtido quando a temperatura de 40 °C foi utilizada.
Entretanto nesta temperatura foi observada uma pequena diminui¢do do e.e.,
sendo de 95,7 — ~89%.

Baseado nos resultados em rela¢do a conversdo e e.d. de (1R,2R,4S)-12,
a temperatura de 40 °C e o tempo reacional de 48 h foram escolhidos para
serem utilizados nos experimentos seguintes.

4.4.8. Efeito do pH e da concentracdo do tampéo

O efeito do pH e da concentracdo do tampéo na reducdo de 8 mediada
por FP em meio aquoso foi investigado usando a RSM. O pH variou de 3,5 —
11,5 e a concentracdo do tampéo de 0,01 — 0,1 mol L. N4o foi possivel utilizar
tampdes com concentracdes na ordem de 0,001 mol L™ porque nesta
concentracdo ndo é possivel manter o pH da reacdo. Portanto, a concentracao
da solucdo tampdo deve ser de 0,01 mol L™ ou maior para ser eficiente. Os
valores de conversdo em (1R,2R,4S)-12 em fungéo do pH e da concentracdo do
tampao estdo apresentados na Figura 56.
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Figura 56. Valores de conversdao em (1R,2R,45)-12 em fun¢do do pH e da concentracdo
do tampdo. [CondicBes reacionais: FP Dona Benta (3 g); 8 (0,2 mmol); 30 mL tampdo
citrato/fosfato/borato (0,01 — 0,1 mol L™, pH 3,5 — 11,5); 40 °C; 48 h; agitagao orbital (150 rpm)]

Como pode ser observado na Figura 56 as conversdes em 12 foram
fortemente influenciadas pelo pH da solugéo, entretanto ndo foi verificado um
efeito significativo com relacdo a concentracdo do tampdo na faixa estudada.
As maiores conversdes em (1R,2R,4S5)-12 (53 % com d.e. >99%) foram
observadas em pH neutros (7,0 — 7,5). Em pH mais &cidos ou mais bésicos foi
verificado uma diminui¢do nas conversdes em produto, sendo de 53 — 0%.

E importante salientar que foi observado um aumento da conversdo em
(1S,4S)-10 de 4 — 16% especialmente em pH basicos (pH > 9,5) (resultados
n&do apresentados).

Resultados similares em relagcdo ao pH 6timo foram obtidos na redugéo
da (4R)-carvona mediada por FP (item 4.1.3.5) e na reducdo de outros
substratos onde utilizou-se a levedura S. cerevisiae, e 0 pH mais adequado
variou de 7,0 — 8,0 (CHEN et al., 2006) (LOU et al., 2004).

Para o estudo da adicdo de aditivos e dos demais estudos, o pH e a
concentragdo do tampéo foram fixados em 7,5 e 0,1 mol L™, respectivamente.

4.4.9. Efeito da adi¢do de aditivos

Como pode-se observar no item 4.1.3.6 a adicdo de aditivos teve grande
influéncia nas conversdes em produto na biorreducdo da (4R)-carvona mediada
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por FP. Os melhores aditivos foram o DMSO, a trealose e o liquido idnico
[BMIm][PFs], onde as di-hidrocarvonas foram obtidas com convers@es de 56 —
74% e e.d. de (1R,2R)-9 de 97 — 99%. Assim, a fim de verificar a influéncia da
adicéo desses aditivos na reducgdo de 8 mediada por FP, foram utilizados estes 3
aditivos puros e suas misturas utilizando uma superficie triangular. Os valores
de conversio em (1R,2R,4S)-12 em funcdo da adicdo de aditivos estdo
apresentados na Figura 57.

DMSO
0,00-1,00

025 Conv. em 12

>60
<60
<50
<40
<30
<20

0,00 025 0,50 075 1,00

LI

Trealose Liq ionico

Figura 57. Valores de conversdo em (1R,2R,45)-12 em funcdo da adicdo de aditivos

usando uma superficie triangular. [CondigGes reacionais: FP Dona Benta (3 g); 8 (0,2 mmol);
27 mL de tampéo citrato/fosfato/borato (0,1 mol L™, pH 7,5); 3 mL aditivo; 40 °C; 48 h; agitagio
orbital (150 rpm)]

Pode-se observar na Figura 57 que quando o [BMIm][PFs] foi utilizado
como aditivo puro ou em misturas com DMSO e trealose, foram obtidas baixas
conversdes em produto, variando de 5 — 14%. Diversos estudos demonstram
que o sistema bifasico formado de agua/L1 pode aumentar significativamente as
biotransformacfes com células integras (PFRUENDER; JONES; WEUSTER-
BOTZ, 2006) (HE et al., 2009), porém este efeito ndo foi observado neste
estudo. Uma explicagdo provavel deve-se a solubilizagdo do substrato no LI
dificultando assim sua interagdo com o biocatalisador que permaneceu na fase
aquosa. Quando a trealose e 0 DMSO puros ou em suas misturas foram
utilizados, foram obtidas as maiores conversdes em produto, sendo de 14 —
50%. Comparando os resultados de conversdo em 12 usando aditivos (conv. 5 —
50% e e.d. >99%) com os sem a adicdo destes (conv. 53% e e.d. >99%), pode-
se concluir que estes compostos ndo mostraram efeito significativo em relacdo
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ao aumento da conversdao ao produto, como ocorreu quando estes foram
utilizados na biorreducéo da (4R)-carvona.

Estes resultados mostraram que encontrar a melhor condi¢do para uma
reacdo enzimatica ndo € uma tarefa facil e ndo se pode presumir que o0 meio
reacional utilizado para um substrato atuard da mesma maneira para 0 outro
composto, mesmo que este seja estruturalmente semelhante.

Baseado nestes resultados a biotransformacdo da (4S)-carvona mediada
por leveduras e fungos foi realizada sem a adi¢do de aditivos.

4.4.10. Biorreducdo da (4S)-carvona com diferentes leveduras e fungos em
micro escala

A fim de verificar a eficiéncia de outras leveduras e fungos na
biorredugdo da (4S)-carvona, as leveduras C. flavescens (Pal) (coletadas no
parque Palmital, em Chapec6/SC) e S. xylofermentans (Spat) (coletada na
Floresta Amazonica de Roraima) crescidas em D-xilose e os fungos CF 0305
(isolados da folha da carapanauba) e CG 0504 (isolados da galho da
carapanauba) crescidos em meio BDA foram utilizadas como biocatalisadores.
Devido a pouca quantidade destas leveduras e fungos, as reagdes foram
realizadas em microescala com volume total da reacdo de 3 mL. As demais
condi¢des reacionais foram as previamente otimizadas na reducdo da (4S)-
carvona, tais como razdo S/L = 8,0 mg g, tempo reacional de 48 h, agitac&o
orbital 150 rpm e pH do tampdo citrato/fosfato/borato de 7,5, exceto a
temperatura que foi de 26 °C. Para fins comparativos, a biorreducéo de 8 foi
também realizada com FP nestas condicGes (Tabela 12).
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Tabela 12. Biorreducéo da (4S)-carvona com diferentes leveduras e fungos em meio

aquoso.”
Entrada Levedura conv.” ed? conv.” ed’
(%) (%) (%) (%)
10 (config.) 12 (config.)
1 Pal 4.1.A 1 60 (1R,2S) 0
2 Pal 4.2.B <1 0 <1 >99 (1R,2R 45)
3 Pal 5.1.B 27 62 (1R,25) 3 >99 (1R,25,4S)
4 Pal 5.2.A 31 66 (1R,2S) 0
5 Pal 5.4.A 8 48 (1R,2S) 0
6 Spat 23.3 23 80 (1R,25) 64 22 (1R,25,49)
7 CF 0305 11 87 (1R,2S) 0
8 CG 0504 14 26 (1R,2S) 0
9 FP 5 12 (1R,25) 19 >99 (IR,2R 45)

® CondigBes reacionais: levedura ou fungo (172,3-329,5 mg); 8 (razdo S/L 8,0 mg g™); 3 mL
solucéo tampdo (0,1 mol L™, pH 7,5); 26 °C; 48 h; agitacdo orbital (150 rpm).
b Converséo e e.d. determinados por CG-quiral.

Observa-se na Tabela 12 que todas as leveduras utilizadas apresentaram
a capacidade de biotransformar a (4S)-carvona, sendo que algumas foram mais
eficientes e seletivas que outras. As leveduras Pal 5.1.B e Pal 5.2.A (Tabela 11,
entradas 3 e 4) reduziram preferencialmente a ligacdo dupla C-C formando as
di-hidrocarvonas com conversdes de 27 e 31 % e e.d. de (1R,2S)-10 de 62 e
66%, respectivamente.

As reacdes com os fungos CF 0305 e CG 0504 também formaram
preferencialmente as di-hidrocarvonas, porém com conversdes menores, sendo
de 11 e 14% e com e.d. (1R,25)-10 de 87 e 26%, respectivamente (Tabela 12
entradas 7 e 8).

A levedura Spat 23.3 e 0o FP reduziram preferencialmente a ligacéo
dupla C-C seguida da reducdo da ligacdo dupla C-O formando os di-
hidrocarvedis com conversdes de 64 (com e.d. de (1R,2S,4S)-12 de 22% ) e
19% (com e e.d. de (1R,2R,45)-12 de >99%), respectivamente (Tabela 12
entradas 6 e 9). E importante salientar que esta levedura foi a mais eficiente,
sendo que a (4S)-carvona foi 86,3% biotransformada em seus correspondentes
produtos, porém foi a menos seletiva. As leveduras Pal 4.1.A, 4.2.B e 54.A
foram as menos eficientes, e as di-hidrocarvonas e os di-hidrocarvedis foram
obtidos com baixas convers@es variando de 1 — 8% (Tabela 12, entradas 1, 5 e
6).

De um modo geral, as leveduras Pal e Spat e fungos CF 0305 e CG 0504
apresentaram um grande potencial para serem utilizados como biocatalisadores
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na reducdo de 8, sendo comparaveis ou muitas vezes superiores as leveduras S.
cerevisiae que ja vém sendo amplamente utilizadas em biotransformaces
microbianas.

Dando continuidade a este trabalho, realizou-se a otimizacdo das
condicBes reacionais da biorreducdo da (3E)-3-metil-4-fenil-3-buten-2-ona 23
com FP em meio aquoso usando RSM, e os resultados obtidos estdo
apresentados a seguir.

4.5. OTI,MIZACAO DAS CONDIGCOES REACIONAIS DA REDUCAO VIA
ENZIMATICA DA (3E)-3-METIL-4-FENIL-3-BUTEN-2-ONA 23 COM FP

Como a reducgdo de 23 catalisada por FP formou a cetona saturada 34 em
baixa conversdo (33%) e moderado e.e. (64%), realizou-se também a
otimizacdo das condigdes experimentais para este substrato utilizando a RSM a
fim de se obter melhores conversdes e e.e..

4.5.1. Efeito da concentracdo de levedura e de substrato

O primeiro estudo realizado para a otimizagao das condicdes reacionais
da reducédo de 23 catalisada por FP em meio aquoso por RSM foi a influéncia
da concentracéo do substrato (8,3 — 25,0 mmol L™) e de levedura (33,3 — 166,7
g L™). Os resultados obtidos estéo apresentados na Figura 58.
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Figura 58. Valores de conversdo em 34 em fungdo da concentracdo de levedura e
substrato. [CondigBes reacionais: FP Dona Benta (3 g); 23 (0,5 mmol); 30 mL de tamp&o
citrato/fosfato/borato (0,1 mol L™, pH 7,5); 25 °C; 24 h; agitacio orbital (150 rpm)]

Pode se observar nos dados obtidos na superficie de resposta com
relacdo & conversao em 34 em funcdo da concentracdo de levedura e substrato,
que ambas as variaveis afetam as conversdes em produto. Com o aumento da
concentracdo do substrato observou-se uma diminuicdo da conversdo em 34,
sendo de 100 — 24%. Porém, com o aumento da concentracdo de levedura
observou-se um aumento da conversao até a concentracéo de 100,0 g L™ e para
valores maiores, as conversdes se mantiveram praticamente constantes
principalmente em baixas concentragdes de substrato (8,3 mmol L™). Em altas
concentracdes de substrato (25,0 mmol L™), observou-se um aumento gradual
da conversdo com o aumento da concentracdo de levedura. Estes resultados
também indicam que provavelmente ocorreu a inibicdo das enzimas com o
aumento da concentragdo do substrato, assim como foi observado na reducédo
da (4R)- e (4S)-carvona. A seletividade da reacdo praticamente nao foi afetada
pela variacdo na concentracdo de substrato e levedura, e 0 e.e. variou de 54 —
61%.

Baseado nestes resultados, a concentracdo de substrato de 8,3 mmol L?

e de levedura de 100,0 g L™ foram selecionadas para avaliar o efeito do pH do
meio.
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4.5.4, Efeito do pH do meio aquoso

Para verificar a influéncia do pH do meio nas conversfes em produto, a
reacdo de reducdo de 23 mediada por FP foi realizada em diferentes valores de
pH, variando de 3,5 — 11,5. Os valores de conversao e e.e. em funcdo do pH
estdo apresentados na Figura 59.
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Figura 59. Valores de conversdo em 34 (H) e excesso enantiomérico de (3S)-34 ((J) em
funcdo do pH do meio. [CondigBes reacionais: FP Dona Benta (3 g); 23 (0,25 mmol); 30 mL
de tampéo citrato/fosfato/borato (0,1 mol LY pH 3,5 — 11,5); 25 °C; 24 h; agitacdo orbital (150
rpm)]

Pode-se observar na Figura 59 que ndo houve uma variagdo das
conversdes (~99%) e e.e. (51 — 60%) em funcdo da variacdo do pH do meio,
diferentemente do que ocorreu com a biorreducdo da (4R)- e (4S)-carvona,
onde as maiores conversdes foram obtidas em pH na faixa de 7,0 — 8,0. Como o
pH ndo influenciou a biorreducdo de 23, o pH de 7,5 continuou sendo utilizado
nos estudos subsequentes.

4.5.2. Efeito da temperatura e do tempo reacional

A fim de verificar-se a influéncia da temperatura (20 — 45 °C) e do
tempo reacional (3 — 9 h) na reacdo de biorreducédo da olefina ativada 23 com
FP comercial, realizou-se um estudo multivariado, e os valores de conversao
em 34 estdo apresentados na Figura 60.
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Figura 60. Valores de conversdo em 34 em funcdo da temperatura e tempo reacional.
[CondicBes reacionais: FP Dona Benta (3 g); 23 (0,25 mmol); 30 mL de tampéo
citrato/fosfato/borato (0,1 mol L™, pH 7,5); 20 — 40 °C; 3 — 9 h; agitacéo orbital (150 rpm)]

Observa-se na superficie de resposta da conversdao em 34 em funcéo da
temperatura e tempo reacional, que ambos os fatores influenciaram a formacéo
do produto. Observou-se um grande aumento nas conversdes em produto com o
aumento da temperatura de 20 — 40 °C, principalmente em 3 h de reacdo, sendo
de 19 — >99 %. Apds 9 h de reacdo ndo houve uma mudanca significativa nas
conversfes nesta faixa de temperatura. Novamente observou-se que a
temperatura e 0 tempo de reacdo sdo os fatores que mais influenciaram a
formaco dos produtos nas reacdes biocatalisadas. E importante salientar que
ndo houve uma mudanga significativa nos valores de e.d. (50 — 61%) com a
variacdo da temperatura. A partir destes resultados a temperatura de 35 °C e 0s

tempos de reacdo de 3 e 6 h foram utilizados para verificar a influéncia da
adicdo de aditivos.

4.5.3. Efeito da adicéo de aditivos

Como pode ser observado em todos os estudos até entdo realizados com
0 substrato 23, a seletividade da reacdo ndo foi influenciada significativamente,
obtendo-se sempre valores moderados de e.e. (50 — 61%). Com o intuito de
aumentar os valores de e.e., realizou-se a reducéo de 23 em meio aquoso com a
adicdo de aditivos uma vez que estad bem documentado na literatura que alguns
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aditivos podem influenciar ndo apenas a reatividade da reacdo mas também a
seletividade. Os valores de conversdo em 34 em funcdo do aditivo estdo
apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Influéncia da adicéo de aditivos na biorreducéo da olefina ativada 23
mediada por FP em meio aquoso.®

Entrada Aditivo converso® (%) e.e.” (%)

3h 6h 3h 6h
1 Sem 81 93 54 52
2 Acetonitrila 46 68 69 65
3 t-Butanol 50 70 70 67
4 n-Hexano 38 67 58 58
5 Glicerol 63 80 58 57
6 Etanol 79 98 63 66
7 DMSO 63 98 63 64
8 L-Cisteina 61 96 58 58
9 [BMIm][PF¢] 8 22 54 48
10 [BMIm][BF,] 55 82 48 45
11 Sacarose 64 73 58 58
12 Trealose 81 93 55 55
13 Glicose 68 96 56 52

# Condigdes reacionais: FP Dona Benta (3 g); 23 (0,25 mmol); 27 mL solugio tampdo (0,1 mol L
Y pH 7,5); 3 mL de aditivo; 35 °C; 3 e 6 h; agitacéo orbital (150 rpm).
b Converséo e e.e. determinados por CG-quiral.

Observa-se na Tabela 13 que em geral quando as reacfes foram
realizadas em 3 h e com a adi¢do dos aditivos, as conversdes em 34 foram
menores ou similares quando comparadas a conversdo na auséncia de aditivo
(Tabela 13, entrada 1). Porém, observou-se um aumento na seletividade da
reacdo com a adicdo de quase todos estes aditivos, principalmente quando a
acetonitrila (Tabela 13, entrada 2) e o t-butanol (Tabela 13, entrada 3) foram
utilizados, onde obteve-se e.e. de 69 e 70% respectivamente. Quando a reacdo
foi realizada em 6 h e com a presenca de etanol, DMSO, L-cisteina e glicose as
conversdes em 34 foram superiores as obtidas sem a presenca de aditivo, e 0
e.e. variou de 45 - 67%(Tabela 13, entradas 6, 7, 8 e 13).

E importante salientar que para este substrato, o LI [BMIm][BF,] foi
mais eficiente que [BMIm][PFs], sendo que as conversfes variaram de 55 —
82% e 8 — 22%, respectivamente. Uma explicacdo para este fato é que o
[BMIM][BF,] é mais soltvel em adgua (VAN RANTWIJK; MADEIRA LAU;
SHELDON, 2003) e ndao formou fases com 0 meio aquoso e nem com o
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substrato e assim ndo houve uma dificuldade de difusdo entre o substrato e a
enzima, como talvez tenha ocorrido com o [BMIM][PF¢].

Estes resultados mostraram, de modo geral, que ambas as conversdes e
seletividade dependem da presenca de aditivos no meio reacional. A natureza e
a estrutura do substrato também devem ser avaliadas, em conjunto com 0s
outros parametros experimentais.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados na biorreducdo da (4R)-carvona (7)

mediada por levedura S. cerevisiae, pode-se concluir que:

> A biorreducéo de 7 mediada por FP levou a formacao preferencial
da (1R,4R)-di-hidrocarvona, seguida da (1S,4R)-di-hidrocarvona pela reducéo
da ligacdo dupla C-C endociclica e do (1R,2S,4R)-di-hidrocarveol pela reducao
das ligacdes dupla C-C endociclica e C-O.

> O sistema biocatalitico formado de apenas tampao citrato/fosfato
e FP da marca Fleischmann com agitagéo orbital (100 rpm) foi o mais eficiente,
onde as di-hidrocarvonas foram obtidas com conversdo de 53% e com e.d. da
(1R,4R)-9 de 89%;

> Tanto a concentracdo de levedura quanto a de substrato
influenciaram as conversdes e e.d. de 9, onde as maiores foram obtidas com
100,0 g L™ de FP e 16,6 mmol L™ de substrato;

> A temperatura e o pH 6timo da biorreducéo de 8 foram de 25°C e
7,5, respectivamente;

> Observou-se uma grande influéncia nas conversfes e e.d. em
produto com a adicdo de aditivos no meio aquoso. O DMSO, trealose e
sacarose foram os mais eficientes, e as di-hidrocarvonas foram obtidas com 70,
74 e 71% de conversdo e e.d. de (1R,4R)-9 de 97, 99 e 92%, respectivamente;

> A porcentagem volumétrica de DMSO também influenciou as
conversdes e excesso diastereoisomérico em produto.

A biorreducdo das olefinas ativadas 7, 22, 23, 24 e 25 mediada por
leveduras em meio aquoso com adicdo de DMSO levou a formacdo
preferencial das cetonas saturadas 9, 33, 34, 35 e 36 pela reducédo da ligacdo
dupla C-C conjugada a carbonila com conversfes de 70, 59, 33, >99 e 4%,
respectivamente. A biorreducdo de 8 levou a formacdo de 12 com 4% de
conversao pela reducéo das ligagoes duplas C-C e C-O.

A partir dos resultados apresentados da biorreducéo da (4S)-carvona (8)

mediada pela levedura S. cerevisiae, pode-se concluir que:

> As maiores conversdes em 12 foram obtidas em meio aquoso
contendo apenas tamp&o, tanto em agitacdo orbital como magnética (5 — 6%
com e.d. de (1R,2R,4S)-12 >99%);

> Na faixa de velocidade de agitacdo estudada (75 — 150 rpm) nao
foi verificada uma variacdo nas conversoes e e.d. em 12 (5 — 6%);

> Quando as leveduras S. cerevisiae Dona Benta, Nordeste e CAT-1
foram utilizadas como biocatalisadores, os produtos majoritarios foram as di-
hidrocarvonas com conversdes de 10 — 13%, com e.d. de (1R,2S)-10 de 33 —



102

61%. O (1R,2R,4S)-di-hidrocarveol foi obtido com conversdes de 1 — 6% e
com e.d. de >99%;

> O tipo do tampéo ndo influenciou as conversdes em produto;

> A razdo substrato/levedura (S/L) influenciou as conversdes em
12, porém néo foi verificado efeito significativo da variacdo da concentracdo de
levedura nas conversdes em produtos;

> Tanto a temperatura quanto o tempo de reacdo influenciaram nas
conversdes em 12, sendo obtidas conversfes de ~50% a 35 — 40°C e apds 48 h
de reacéo;

> Observou-se uma grande influéncia nas conversdes com a
variagdo do pH do meio, sendo o pH étimo de 7,5;

> A variagdo da concentracdo do tampdo ndo influenciou as
convers@es em 12;

> N&o foi verificado um aumento das conversdes em 12 com a
adicdo de aditivos;

> Todas as leveduras e fungos utilizados como catalisadores na
reducdo de 8 apresentaram a capacidade de biotransformar este substrato,
sendo que a levedura S. xylofermentans foi a mais eficiente, biotransformando
86,3% do substrato em produtos. Entretanto, este foi o biocatalisador menos
seletivo, formando tanto as di-hidrocarvonas como os di-hidrocarveois.

A partir dos resultados apresentados da biorreducdo da (3E)-3-metil-4-
fenil-3-buten-2-ona (23) mediada por levedura S. cerevisiae, pode-se concluir
que:

> Ambas as variaveis, concentracdo de levedura e substrato,
afetaram as conversfes em (3S)-34 (24 — 100%), porém a seletividade da
reacdo ndo foi afetada (e.e. de 54 — 61%). As concentracfes 6timas de substrato
e levedura foram de 8,3 mmol L™ e de 100,0 g LY, respectivamente;

> N&o houve uma variagdo significativa nas conversdes (~99%) e
e.e. (51 — 60%) em produto com a variagdo do pH do meio reacional;

> A temperatura e o tempo de reacdo 6timo da biorreducdo de 23
mediada por FP foram de 35 °C e 6 h, respectivamente, e o produto 34 foi
obtido com conversdes de 93% e e.e. de 52%;

> N&o houve variacdo significativa na seletividade da reacdo com a
adicao de aditivo no meio reacional (e.e. 45 — 67%) em 6 h de reacdo, porém
com a adigdo de etanol, DMSO, L-cisteina, glicose e trealose as conversdes em
34 foram similares (93%) ou superiores (96 — 98%) as obtidas sem a presenga
de aditivo (93%);

O método proposto para extrair os reagentes e produtos do meio aquoso,
a HF-LLLME, apresentou vantagens em relagdo a menor geragdo de residuos
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(reducdo de 99,5% de solvente organico) e tempo necessario para extracao,
guando comparado a extracdo liquido-liquido convencional.

A partir dos resultados apresentados, verifica-se a grande importancia de
analisar as condic@es reacionais nas biotransformacdes catalisadas por micro-
organismos.

A RSM utilizada para otimizar as condi¢Ges experimentais das reacdes
biocatalisadas mostrou ser uma técnica eficiente, sendo possivel obter
informacGes importantes das interagGes entre as variaveis que foram analisadas.

De maneira geral, obteve-se resultados bastante promissores na
biorreducdo da olefina ativada (4S)-carvona mediada pelas leveduras S.
cerevisiae, S. xylofermentans e C. flavescens e pelos fungos isolados da
carapanauba, uma planta da floresta Amazonica.
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6. PERSPECTIVAS
A partir dos resultados obtidos, tém-se como perspectivas:

> Dar continuidade aos estudos de biorreducédo de 8 com os fungos
isolados da carapanaudba e as leveduras S. xylofermentans e C. flavescens, a fim
de obter as condi¢des 6timas de reacdo, bem como realizar estas reacdes em
maior escala;

> Testar outros micro-organismos na biotransformacdo da 3-metil-
ciclo-hexen-2-ona, para obter o produto em maiores conversdes e e.e.;

> Realizar as reagbes de biotransformacdo em sistemas trifasicos
formados por agua/solvente organico/liquidos i6nicos;

> Determinar a configuracdo absoluta do produto formado na
biorreducdo da (6E)-2-metil-6-[(4-nitrofenil)metileno]-ciclo-hexanona 22 e 25
catalisada por micro-organismos;

> Imobilizar o biocatalisador em diferentes suportes, tais como
crisotila, carvao ativo, polissacarideos (amido, gelatina e caseinato de sodio) e
polimeros sintéticos (PEO, PVA, etc.), e avaliar a sua eficiéncia nas reacdes
citadas anteriormente;

> Reutilizar as membranas nas rea¢des de biorreducéo.
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APENDICE A - ESPECTROS E CROMATOGRAMAS

A.1. PREPARAGCAO DAS OLEFINAS ATIVADAS 22, 23 E 24

A.1.1. (6E)-2-Metil-6-[(4-nitrofenil)metileno]-ciclo-hexanona 22
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Figura 61. Espectro de RMN de 'H de 22. [CDCls, 400 MHz]
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Figura 62. Espectro de IV de 22. [Pastilha de KBr]
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Figura 63. Cromatograma de CG-quiral de 22. [CondicGes de programagdo de CG-quiral:

descritas no item 3.12.3.]
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Figura 64. Cromatograma de ions totais e espectro de massas de 22 (pico A). [CondigGes
de programacéo de CG/EM: descritas no item 3.12.3.]



A.1.2. (3E)-3-Metil-4-fenil-3-buten-2-ona 23
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Figura 65. Espectro de RMN de 'H de 23. [CDCls, 400 MHz]
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Figura 66. Cromatograma de CG-quiral de 23. [Condi¢des de programagdo de CG-quiral:

descritas no item 3.12.4.]
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A.1.3. (2E)-1,3-Difenil-2-propen-1-ona 24
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Figura 67. Espectro de RMN de 'H de 24. [CDCls, 400 MHz]
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Figura 69. Cromatograma de CG-quiral de 24. Compostos: (Z2)-24 (pico A) e (E)-24
(pico B). [Condigdes de programagdo de CG-quiral: descritas no item 3.12.5.]
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Figura 70. Cromatograma de ions totais e espectro de massas de 24. Compostos: (2)-24
(pico A) e (E)-24 (pico B). [Condicdes de programagio de CG/EM: descritas no item 3.12.5.]
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A.2. PREPARACAO DA (1R,4S)- E (1S,4S)-DI-HIDROCARVONA 10
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Figura 71. Espectro de RMN de "H dos produtos obtidos na reagao de reducéo de 8 com
zinco metéalico. [CDCls, 400 MHz]
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Figura 72. Cromatograma de CG-quiral dos produtos obtidos na reacéo de redugdo de 8
com zinco metalico. Compostos: (1S,4S)-10 (pico A) e (1R,45)-10 (pico B). [Condigdes
de programagao de CG-quiral: descritas no item 3.12.2.]
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Figura 73. Cromatograma de ions totais e espectro de massas dos produtos obtidos na
reagdo de redugdo de 8 com zinco metalico. Compostos: (1S,4S)-10 (pico A) e (1R,4S)-
10 (pico B). [Condigdes de programagdo de CG/EM: descritas no item 3.12.2.]



A.3. PREPARACAO DA (3R,S)-3-METIL-4-FENIL-2-BUTANONA 34
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Figura 74. Espectro de RMN de 'H de 34. [CDCls, 400 MHz]
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Figura 75. Cromatograma de CG-quiral de 34. Compostos: (3R)-34 (pico A) e (3S)-34

(pico B). [Condicdes de programagdo de CG-quiral: descritas no item 3.12.4.]
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A.4. PREPARACAO DA 3-METIL-CICLO-HEXANONA 36
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Figura 76. Espectro de RMN de 'H de 36. [CDCls, 400 MHz]
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Figura 78. Cromatograma de CG-quiral de 36. [CondicGes de programagdo de CG-quiral:
descritas no item 3.12.6.]
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Cromatograma de ions totais
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Figura 79. Cromatograma de ions totais e espectro de massas de 36. [CondicGes de
programacédo de CG/EM: descritas no item 3.12.6.]
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A.5. PREPARACAO DOS ALCOOIS 30, 26, 27, 28 E 31

A5.1. (1R,S)-2-Metil-5-(1-metiletenil)-2-ciclo-hexen-1-ol 30
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Figura 80. Espectro de RMN de "H dos produtos obtidos na reacéo de reducéo de 8 com
NaBH,. [CDCls, 400 MHz]
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Figura 81. Espectro de IV dos produtos obtidos na reacdo de reducdo de 8 com NaBH,.
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Figura 82. Cromatograma de CG-quiral dos produtos obtidos na reagéo de reducéo de 8
com NaBH,. [Condigdes de programacéo de CG-quiral: descritas no item 3.12.2.]
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Figura 83. Cromatograma de CG-quiral de 12 (mistura de diastereoisdbmeros).
Compostos: (1S,2R,4S)-12 (pico A), (1S,2S,4S)-12 (pico B), (1R,2S,4S)-12 (pico C) e
(1R,2R,4S)-12 (pico D). [CondigBes de programagio de CG-quiral: descritas no item 3.12.2.]
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Figura 84. Cromatograma de ions totais e espectro de massas dos produtos obtidos na
reacdo de reducdo de 8 com NaBH,. Compostos: 12 (pico A) e 30 (pico B). [CondigGes
de programacéo de CG/EM: descritas no item 3.12.2.]
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A5.2. (1R,S)-(6E)-2-Metil-6-[(4-nitrofenil)metileno]-ciclo-hexanol 26
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Figura 85. Espectro de RMN de 'H de 26. [CDCls, 400 MHz]
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Figura 87. Cromatograma de CG-quiral de 26. [CondigGes de programacgdo de CG-quiral:
descritas no item 3.12.3.]
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A5.3. (1R,S)-(3E)-3-Metil-4-fenil-3-buten-2-ol 27
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Figura 88. Espectro de RMN de 'H de 27. [CDCls, 400 MHz]
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Figura 89. Cromatograma de CG-quiral de 27. [CondicGes de programagdo de CG-quiral:
descritas no item 3.12.4.]
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A5.4. (1R,S)-(2E)-1,3-Difenil-2-propen-1-ol 28
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Figura 90. Espectro de RMN de 'H de 28. [CDCls, 400 MHz]
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Figura 91. Espectro de IV de 28. [Pastilha de KBr]
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Figura 92. Espectro de RMN de *H dos produtos obtidos na reacdo de reducéo de 25
com NaBH,. [CDCls, 400 MHz]
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Figura 93. Espectro de IV dos produtos obtidos na reacdo de reducdo de 25 com
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Figura 94. Cromatograma de CG-quiral dos produtos obtidos na reacdo de reducédo de

25 com NaBH,. Compostos: 37 (picos A e B) e 31 (picos C e D). [Condicdes de
programacdo de CG-quiral: descritas no item 3.12.6.]
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Figura 95. Cromatograma de ions totais e espectro de massas dos produtos obtidos na
reacdo de redugdo de 25 com NaBH,. Compostos: 37 (Pico A) e 31 (pico B). [Condices
de programagao de CG/EM: descritas no item 3.12.6.]
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A.6. REDUCAO VIA ENZIMATICA DE 8, 22, 23, 24 E 25.

A.6.1 Reducdo de 8 com FP
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Figura 96. Cromatograma de CG-quiral dos produtos obtidos na reagdo de reducdo de
8 com FP. Compostos: 10 (picos A e B), 8 (pico C) e 12 (pico D). [Condigdes de
programacdo de CG-quiral: descritas no item 3.12.2.]
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Figura 97. Cromatograma de ions totais e espectro de massas dos produtos obtidos na

reacdo de reducdo de 8 com FP. Compostos: 10 (picos A e B) e 12 (pico C). [Condigdes
de programacéo de CG/EM: descritas no item 3.12.2.]
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Figura 98. Sobreposi¢do dos cromatogramas dos produtos obtidos na reacdo de reducéo
de 8 com zinco metalico (azul), reacdo de redugdo de 8 com NaBH, (lilas),
biotransformagdo de 8 mediada por FP (laranja), mistura dos 4 diastereoisémeros 12

(verde) e substrato 8 (vermelho). [CondigBes de programacéo de CG-quiral: descritas no item
3.12.2]



147

A.6.2 Reducdo de 22 com FP
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Figura 99. Espectro de RMN de *H dos produtos obtidos na reacdo de reducéo de 22
com FP. [CDCls, 400 MHz]
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Cromatograma de ions totais
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Figura 100. Cromatograma de ions totais e espectro de massas dos produtos obtidos na
reacdo de reducdo de 22 com FP. Compostos: 33 (pico A), 32 (pico B) e 22 (pico C).
[Condigbes de programacéo de CG/EM: descritas no item 3.12.3.]
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Figura 101. Cromatograma de CG-quiral dos produtos obtidos na reacdo de redugéo de
22 com FP. Compostos: 33 (picos A e B), 32 (pico C) e 22 (pico D). [CondicBes de

programagdo de CG-quiral: descritas no item 3.12.3.]
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A.6.3. Reducdo de 23 com FP
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Figura 102. Espectro de RMN de "H dos produtos obtidos na reacéo de reducio de 23
com FP. [CDCls, 400 MHz]
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Figura 103. Cromatograma de CG-quiral dos produtos obtidos na reagdo de reducdo de
23 com FP. Composto: 34 (picos A e B). [Condices de programagio de CG-quiral: descritas
no item 3.12.4.]
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Figura 104. Sobreposicdo dos cromatogramas dos produtos obtidos na reacdo de
redugdo de 23 com zinco metélico (A), biotransformacdo de 23 mediada por FP (B),
substrato 23 (C) e reagdo de reducéo de 23 com NaBH, (D). [Condigdes de programagio de

CG-quiral: descritas no item 3.12.4.]
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A.6.4. Reducdo de 24 com FP
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Figura 105. Espectro de RMN de *H do produto obtido na reacéo de reducéo de 24 com
FP. [CDCls, 400MHz]
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Figura 106. Espectro de IV do produto obtido na reacdo de reducdo de 24 com FP.
[pastilha de KBr]



B
17,3
min
A
14,4
min
C
18,1
min

.0

Tempo (min)

153

Figura 107. Sobreposicdo dos cromatogramas de 24 (pico B), do alcool 28 (pico C) e do
produto da reacdo biocatalisada 35 (pico A). [CondigBes de programagdo de CG-quiral:

descritas no item 3.12.5.]
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Figura 108. Cromatograma e espectro de massas do produto obtido na reacdo de
reducdo de 24 com FP. Compostos: (Z)-24 (pico A), 35 (pico B) e (E)-24 (pico C).
[Condicbes de programacéo de CG/EM: descritas no item 3.12.5.]
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Figura 109. Cromatograma de CG-quiral dos produtos obtidos na reacdo de reducéo de
25 com FP. Compostos: 36 (picos A e B) e 25 (pico C). [CondigBes de programagio de

CG-quiral: descritas no item 3.12.6.]
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Figura 110. Sobreposicdo dos cromatogramas dos produtos obtidos na reacdo de
redugdo de 25 com H,, Pd/C (verde), reacdo de reducdo de 25 com NaBH, (azul) e
substrato 25 (vermelho). [Condigdes de programagéo de CG-quiral: descritas no item 3.12.6.]
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