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RESUMO

Neste trabalho utilizou-se a levedura Spathaspora roraimanensis como
catalisador na biotransformacdo da (4S)-carvona (32). A levedura
Saccharomyces cerevisiae (fermento de pdo comercial (FP)) e partes
inteiras de vegetais, foram usados na reducdo dos derivados do
benzaldeido (5a,b,d-g) e da acetofenona (30ae-g,j,k). Na
biotransformagcdo de 32 em meio aquoso com a levedura S.
roraimanensis cultivada em D-glicose, avaliou-se o pH, temperatura,
massa de substrato e levedura, agitacdo e volume do meio reacional. Os
melhores resultados foram obtidos sob agitacdo orbital (150 rpm);
pH=6,5; 25°C; 9,4 umol de 32; 180 mg de levedura e volume reacional
de 3 mL. As dihidrocarvonas (33a-b) foram obtidas com conversdo de
21,5% e e.d. de 33a (1S,4S) de 88%, e os dihidrocarveois (34a-d) com
conversdo de 71,6% e e.d. de 34b (1R,2S,4S) de 16% em 48h de reago.
Ao utilizar a levedura cultivada em D-xilose, nas mesmas condicdes,
obteve-se 33 com conversdo de 8,2% e e.d. de 33b de 78%, e 34 com
conversdo de 87,1% e e.d. de 34d (1R,2R,4S) de 42%. A reducdo de
5a,b,d-g e 30a,e-g,j,k foi efetuada com borohidreto de sédio para
preparar os alcodis 22a,b,d-g e 23a,e-g,j,K, respectivamente em bons
rendimentos. Todos 0s compostos foram caracterizados por analises de
RMN de H e 1V, e usados como padrdes nas anélises de CG-quiral nas
reacOes de biorreducdo. Na reagdo de 5a,b,d-g (0,5 mmol) com FP em
sistema bifasico (SB), obteve-se 22a,b,d-g com conversao de 100% em
2h. Resultados similares foram obtidos ao usar 3 e 4 mmol dos
substratos 5a e 5e, respectivamente. Na biotransformacéo de 30a,e-g,j,k
(0,5 mmol), obteve-se 23a,e-g,j,k com conversfes entre 11 e 838% em
48h de reacdo, usando o sistema bifasico. Os alcoois 23a,e-g,k foram
obtidos com configuracdo S- e e.e. >99%, e apenas 23j como mistura
racémica. Utilizando cenoura na biotransformacéao de 5a (0,4 mmol) em
meio aquoso, obteve-se 22a com conversdao de 93%, sob agitacdo
orbital, a 30°C e 4h de reacdo. Usando 0 mesmo sistema na reducdo de
5d,d-g (0,2 mmol), as conversdes foram entre 82 e 98% de 22b,d-g em
5h. Na biotransformagdo de 30a (0,3 mmol) com cenoura, a conversdo
em (S)-1-feniletanol (23a) foi de 70% com e.e. >99% em 24h. Ressalta-
se que todas as reacGes foram realizadas em condi¢bes brandas de
reacdo, e em geral foram obtidos bons resultados de conversdo e
seletividade aos produtos.

Palavras  chaves:  Saccharomyces  cerevisiae,  Spathaspora
roraimanensis, compostos carbonilicos, sistema aquoso e bifasico






ABSTRACT

In this study, yeast Spathaspora roraimanensis was used as catalyst in
the biotransformation of (4S)-carvone (32). Saccharomyces cerevisiae
(commercial baker's yeast (BY)), and whole parts of plants were used to
reduce some derivatives of benzaldehyde (5a,b,d-g) and acetophenone
(30a,e-g,j,K). In the biotransformation of 32 in aqueous medium with S.
roraimanensis yeast grown in the presence of D-glucose, some
experimental parameters such as pH, temperature, yeast and substrate
amount, agitation and reaction medium volume were evaluated. The best
results were achieved under orbital shaking (150 rpm); pH = 6.5; 25 °C;
9.4 umol of 32, 180 mg of yeast and a reaction volume of 3 mL. The
dihidrocarvones (33a-b) were obtained with conversion degree of 21.5%
and d.e.for 33a (1S,4S) of 88%, and the dihidrocarveols (34a-d) with
conversion degree of 71.6% and d.e. for 34b (1R,2S,4S) of 16% in 48h
reaction. By the use of the yeast grown with D-xylose, under the same
reaction conditions, 33 was obtained in conversion degree of 8.2% and
e.d. for 33b of 78%, and 34 with conversion of 87.1% and e.d. for 34d
(1R,2R,4S) of 42%. The reduction of 5a,b,d-g and 30a,e-g,j,k was
realized with sodium borohydride in order to obtain the alcohols
22a,b,d-g and 23a,e-g,{',k, respectively, in good yields. All compounds
were characterized by "H NMR and IR analysis, and used as standards
in chiral GC-analysis in the bioreduction reactions. In the reaction of
5a,b,d-g (0,5 mmol) with BY in a biphasic system (BS) 22a,b,d-g were
obtained in conversion degree of 100% in 2 h. Similar results were
obtained when 3 and 4 mmol of 5a and 5e were used, respectively. In
the biotransformation of 30a,e-g,j,k (0,5 mmol), the alcohols 23a,e-g,j,k
were obtained in conversion degrees between 11 and 88% in 48h
reaction, using biphasic system. The alcohols 23a,e-g,k, were obtained
with S- configuration and e.e. > 99%, and only 23] as a racemic mixture.
Using carrot root in the biotransformation of 5a (0,4 mmol) in aqueous
system, 22a was obtained in 93% conversion degree under orbital
shaking, 30 °C and 4h reaction. Using the same system in the reduction
of 5d,d-g (0,2 mmol), the conversion degrees of 22b,d-g were between
82 and 98% at 5h reaction. In the biotransformation of 30a (0,3 mmol)
with carrot root, the conversion degree to (S)-1-phenylethanol (23a) was
70% with e.e. > 99% in 24 h reaction. It is worthy of mentioning that all
reactions were performed under mild conditions and, in general, good
results of conversion degrees and products selectivity were obtained.

Keywords: Saccharomyces cerevisiae, Spathaspora roraimanensis,
carbonyl compounds, aqueous and biphasic system.
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1. INTRODUCAO

1.1. CONSIDERAGOES GERAIS

As reacbes mediadas por enzimas e microrganismos,
reconhecidas como biocatalise ou biotransformagdo, tém uma longa
histéria. A Biblia, os monumentos egipcios e mesopotamicos ja
registravam a fermentacdo alcodlica da uva, producdo da cerveja e 0
preparo do pdo. Todos esses processos tem a agdo de enzimas presentes
em microrganismos, que sdo responsaveis pelas transformacdes
bioquimicas. Entretanto, a producdo de compostos quimicos utilizando
biocatalisadores comecou a ser reportada na segunda metade do século
XIX, época em que a associa¢do entre 0s microrganismos e o fenémeno
guimico foi comprovada por Pasteur (1862) e posteriormente por Brown
(1886), e aceita com o modelo “chave-fechadura proposto por Fischer
(1894)».123

A producdo de etanol a partir de agucares, realizada por Eduard
Biichner (1897) e a obtencdo de grandes quantidades de glicerol para a
fabricacdo de explosivos durante a | Guerra Mundial, marcaram o inicio
da obtencdo de produtos utilizando biocatalisadores em escala industrial,
mais especificamente por processos fermentativos.>* No Brasil, pode-se
destacar o programa Pro-alcool, na década de 1970 para a producdo de
etanol através da utilizacdo de leveduras Saccharomyces cerevisiae (S.
cerevisiae), como o marco inicial na produgdo industrial com
biocatalisadores.*

As reagOes biocatalisadas representam uma extenséo das rotas
classicas de sintese com redugdes significantes nos impactos ambientais
gerados pelos processos classicos. Seu grande atrativo é o fato de que as
reacbes promovidas por enzimas geralmente ocorrem em temperatura e
pressdo ambiente e podem ocorrer em meio aquoso, permitindo que a
biocatalise também seja uma metodologia que pode ser explorada no
desenvolvimento da quimica verde. A alta régio e estereosseletividade
das reacfes biocatalisadas pode simplificar os processos industriais,
aumentando o rendimento e diminuindo a formacéo de subprodutos.*>®

Processos biocatalisados séo utilizados como ferramentas muito
eficazes para realizar uma ampla variedade de transformagdes quimicas
gue permitem a preparagdo de diferentes classes (grupos) de compostos
orgrSmicos,7 tais como aromatizantes, fragrancias, farmacos e defensivos
agricolas.®® Certamente, os métodos que utilizam biocatalisadores néo
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sdo superiores, mas representam uma ferramenta sintética bastante (til
para completar outras metodologias da quimica organica sintética
moderna, aumentando e enriquecendo-as significativamente.*'%**

A biocatalise envolve transformagfes quimicas onde s&o
utilizadas tanto enzimas isoladas, como células integras de organismos
vivos (plantas, pequenos animais, etc) ou microrganismos (leveduras,
bactérias e fungos).>*%*?

Pode-se destacar a levedura S. cerevisiae, o fermento bioldgico
de padaria ou fermento de pao (FP), como um dos biocatalisadores mais
utilizados pelos quimicos organicos em diversos tipos de reagdes,
destacando-se a redugdo seletiva de compostos carbonilicos. O principal
atrativo do uso deste biocatalisador € a ampla disponibilidade, facilidade
de manuseio do mesmo e o baixo custo. ¥

Dentro da Idgica das propostas da biocatélise, este trabalho visa
o desenvolvimento de metodologias que utilizam leveduras comerciais
e/ou cultivadas em laboratdrio e células inteiras de plantas na reducéo de
compostos carbonilicos, avaliando algumas estratégias experimentais
para melhorar os valores de conversdo e a seletividade dos produtos
formados.

1.2.ENZIMAS

Todas as reacBes que ocorrem em sistemas biolégicos
necessitam de catalisador, sendo as enzimas este catalisador bioldgico."
Com excecdo de um pequeno grupo de moléculas de acido ribonucleico
(RNA) cataliticos, as enzimas sdo proteinas formadas por longas cadeias
de amino4cidos ligados através de ligacdes peptidicas e especializadas
na catélise de reacdes biologicas.>***

A estrutura destas proteinas é descrita por quatro niveis
organizacionais, sendo classificadas como primaria, secundaria, terciaria
e quaterndria. A estrutura primaria (Figura 1a) representa a sequencia
exata dos aminoacidos da cadeia peptidica, sendo especifica para cada
enzima. A estrutura secundaria consiste no arranjo espacial da sequencia
dos aminodacidos, mantida principalmente por ligacGes de hidrogénio
intramoleculares, sendo a a-hélice e a folha B-pregueada as mais
estaveis. A a-hélice (Figura 1b) é mantida por ligagdes de hidrogénio
entre o oxigénio do grupo —C=0 e o grupo N-H do quarto peptideo
subsequente, enquanto a folha pB-pregueada (Figura 1c) é mantida por
ligacdes de hidrogénio entre cadeias peptidicas diferentes e paralelas, ou
entre segmentos distantes e distendidos da mesma cadeia. A estrutura
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tercidria constitui o arranjo tridimensional de todos os atomos da
proteina (Figura 1d), e a quaternaria representa a associacdo de duas ou
mais subunidades polipeptidicas por ligacdes ndo covalentes para
compor uma unidade funcional (Figura 1e).>'%18

Estrutura primaria

Os aminoacidos ligam-se,
formando cadeias polipeptidicas.

. Ligagao de
A-hélice hidrogénio

st
05 polipéptidos adquirem formas
especificas através do

estabelecimento de ligagdes.

Estrutura quaternaria
Resultam da unido de dois ou mais
polipéptidos com estrutura terciria.

Subunidade 1 _Sub-unjdade 2

Ligago de hidrogénio
Ligagdo dissulfureto

d e Sub-unidade 3~ Sub-unidade 4

Figura 1. Representacdo esquematica das estruturas priméria (a), secundéaria
(a-hélice (b) e folha B-pregueada (c)), tercidria (d) e quaternaria (e) de uma
proteina. (Adaptado das ref. 15,17 e 18)

Todas as enzimas, para atuarem como catalisadores, apresentam
uma espécie de fenda frequentemente localizada na superficie da
estrutura proteica, chamada de sitio ativo. O sitio ativo é uma pequena
porcdo da enzima composta por determinados residuos de aminoacidos
cujas cadeias laterais formam uma superficie tridimensional que pode
ser complementar ao substrato e que sdo essenciais para a atividade
catalitica. O substrato liga-se as enzimas através do sitio ativo para a
formacéo do complexo enzima-substrato, sendo que esta ligacdo pode
ser por meio de interacdes eletrostaticas, de Van der Waals e de ligagdes
de hidrogénio.”*®

A formacdo do complexo enzima-substrato pode ser descrita
por dois modelos, 0 modelo chave-fechadura onde o substrato liga-se ao
sitio ativo cujo formato complementa o seu, como uma chave na
fechadura (Figura 2a), e o do ajuste induzido, que considera que o
substrato vai induzir uma mudanca conformacional na estrutura da
enzima, resultando em um encaixe complementar depois que 0 substrato
é ligado (Figura 2b).*>%18



[substrato substrato.

£ + sitio ativo
e /:
) sitio ativo

’ 4 {

| enzima

l
5 e
i complexo

enzima-
substrato

complexo enzima
enzima-
substrato,

modelo chave-fechadura modelo ajuste induzido

(a) (b)

Figura 2. Representacdo dos modelos que descrevem a ligacéo
substrato/enzima. (a) chave fechadura (b) ajuste induzido (Adaptado da ref. 15).

Através do modelo chave-fechadura ndo é possivel explicar por
gue muitas enzimas sao capazes de transformar néo sé os seus substratos
naturais, mas também numerosos compostos ndo naturais e que possuem
diferentes caracteristicas estruturais. Esta capacidade pode ser melhor
compreendida através do modelo do ajuste induzido, considerando que a
estrutura protéica das enzimas ndo € rigida e sim maleavel, permitindo
que mude sua conformagdo sob influéncia do substrato de modo a
envolver-se em torno do mesmo para biocatalisar a reago.’

Um exemplo do modelo de ajuste induzido é apresentado na
Figura 3, onde é possivel observar a estrutura tridimensional da enzima
hexoquinase antes e depois de ligar ao seu substrato, a glucose. Destaca-
se a diferenca na conformacdo da estrutura da enzima antes e depois da
ligacdo com o substrato.*

Figura 3. Estruturas da hexoquinase antes da ligacdo com o substrato
(vermelho) e depois da ligagdo com o substrato (verde).”
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As reagOes biocatalisadas acontecem normalmente em duas
etapas. Na primeira, ocorre a ligacdo do substrato enzima devido as
interacdes especificas entre 0 mesmo e as cadeias laterais dos
aminoacidos que constituem o sitio ativo. Na segunda etapa, ocorre a
formag&o do produto e o sitio ativo da enzima é regenerado para uma
proxima reacdo.’*® Como todos os catalisadores, as enzimas aceleram
as reacdes diminuindo a barreira energética (energia de ativagao) entre o
substrato e o produto, sendo seu poder catalitico atribuido geralmente a
estabiliza¢do pela enzima do estado de transi¢do da reacdo, supondo que
0 catalisador est4 ligado mais fortemente ao estado de transicdo que ao
substrato (Figura 4).'%*°

kcat

K
Enz + —— [EnzS] » Enz + P

B [EnzS] 71_
C[Enz]<[S] Ky
kcat

V ~ K g ¢ [EnzS] K

\j

A
Y

ndo catalisada catalisada
Coordenada de reagéo

Enz = enzima, S = substrato, [EnzS] = complexo enzima substrato, P = produto, K =

constante de equilibrio para a formagdo 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 = velocidade da reagao
Figura 4. Diagrama de energia para uma reacdo ndo catalisada e uma catalisada
por enzima. (Adaptado da ref. 10)

Uma caracteristica importante das enzimas é a capacidade de
aumentar a velocidade das reacdes, chegando a ser de 10° — 10%* vezes
mais rapidas do que as ndo catalisadas. Este aumento da velocidade das
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reacOes catalisadas por enzimas, além da estabilizacdo do estado de
transicdo, também esta associado a capacidade que estas possuem em
aproximar os substratos em uma orientacdo que favorece a formacédo do
complexo enzima-substrato, para posteriormente formar os produtos.*”*®

Além da capacidade de aumentar a velocidade das reacdes, as
enzimas, em geral, apresentam alta seletividade, atuam em condi¢fes
brandas de reacéo gtemperatura e pressdo ambiente) e preferencialmente
em meio aquoso.***>%

1.2.1.Classificacdo das enzimas

Segundo a UIBBM - Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular, as enzimas sdo classificadas em seis grandes
classes, de acordo com o tipo de reacdo que catalisam, como mostrado
na Tabela 1.1

Tabela 1. Classificagdo das enzimas segundo a UIBBM.

Classe Utilizagdo na Reacdes
i biocatdlise

1-Oxidorredutases 24 % Oxidagdo-reducao.

2-Transferases 6 % Transferéncia de grupos
funcionais.

3-Hidrolases 55 % Hidrolise de grupos
funcionais.

4-Liases 12 % Adicdo ou remocgdo de
grupos.

5-Isomerases 2% Rearranjo intramolecular.

6-Ligases 1% Formacdo de ligagGes C-O,
C-S, C-N ou C-C.

Com 24 % do total de utilizagGes, as oxidorredutases sdo a
segunda maior classe de enzimas utilizadas como biocatalisadores em
transformages quimicas, sendo inferiores as hidrolases (55%).>'° As
oxidorredutases sdo um grupo de enzimas dependentes de cofatores e
assim, a utilizacdo de células integras ou de alternativas que permitem a
regeneracao destes cofatores a partir dos subprodutos das reacdes, sdo
necessérias para viabilizar o custo na aplicacéo destas na indstria."*?°

Os cofatores funcionam como auxiliares da enzima para a
catalise de reacOes através das cadeias laterais dos aminoacidos
presentes nas estruturas. Eles podem ser fons metélicos (Ex.: Co?*, Cu®*,
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Fe**, Mo®", Zn*") ou moléculas organicas pequenas, também chamadas
de coenzimas (ex.: nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH), fosfato
de dinucleotideo de adenina e nicotinamida (NADPH) (Figura
5)).15,17,21

Cofator R, R,
NAD* H
CONH
o R, A 2
‘0O—P—0 N+
s o OH NADP* e POs’

k N
o </ ‘
=
S—z/ N N) NADH He_Hs H
g or, @/CONHZ

N .
NADPH e PO;

Figura 5. Estruturas dos cofatores dinucleotideo de nicotinamida adenina e
fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida nas formas oxidada (NAD"
e NADP") e reduzida (NAD(H) e NADP(H)), respectivamente.’**"#

Os cofatores atuam usualmente como agentes oxidantes ou
redutores, transportadores intermediarios de grupos funcionais, ou de
elétrons que sdo transferidos na reacdo enzimatica global. Estes
apresentam a capacidade de serem reciclados, permitindo desta forma
gue uma reacdo utilize o cofator e o regenere através de outra reacao,
disponibilizando-o novamente para catalisar o préximo ciclo da reacdo
inicial.">*"*

Neste trabalho foram utilizadas as enzimas da classe das
oxidorredutases como biocatalisadores na biotransformacdo de
compostos carbonilicos, e estas sdo dependentes de cofatores.

1.2.2.0xidorredutases e aplicacbes

A classe das oxidorredutases é subdividida em trés categorias:
desidrogenases (ou redutases), oxigenases e oxidases.'”!” Elas formam
um grupo de enzimas que sdo muito usadas na reducdo de grupos
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carbonilicos de aldeidos e cetonas (C=0), 21223 {3 ligagdo du;s)la
carbono-carbono (C=C),* na redugao assimétrica de iminas (C=N)?
em reacdes de condensacdo.’®?’ Esta variedade de aplicagbes e a
capacidade de converter substratos pro-quirais em produtos quirais
opticamente puros, tornam as oxidorredutases biocatalisadores valiosos
para a sintese organica.>?%°

Na busca de obter produtos opticamente ativos e com altos
rendimentos, Gallardo, Soriano e Santos (2013) utilizaram extrato de
minhocas vermelhas californianas (Eisenia foetida) na biotransformacéo
de iminas B-carbolina (la-e). Foram obtidas as aminas (2a-e)
correspondentes, com rendimentos entre 74-83% e e.e. para 0
enantiémero R entre 92-99% (Figura 6).

Eisenia foedita
| (extrato livre)
N NADPH
H tampé&o fosfato pH=7;
R

37°C; 2,5h
2a-e
o Produto . . __. R ..__...Rend. (%) ______ee (%) (conf) _
2a metil 80 >99 (R)
2b etil 77 96 (R)
2c iso-propil 75 96 (R)
2d iso-butil 83 97 (R)
2e fenil 74 92 (R)

Figura 6. Reducdo de B-iminas com extrato de Eisenia foetida.

Kolodiazhnyi et al (2014) utilizaram a levedura S. cerevisiae na
biotransformacdo do  dietil-2-oxoalquilfosfanato  (3),  obtendo
seletivamente o 2S-hidroxialquilfosfanato (4) com rendimento de 77% e
e.e. de 92% (Figura 7).2

O] Saccharomyces OH
Na I PO)(SEY, —CoVSRe _ N, A _P(O)(SEY,
rend.: 77%
e.e.. 92% (S)
3 4

Figura 7. Biotransformacdo do dietil-2-oxoalquilfosfanato (3) com leveduras
Saccharomices cerevisiae.”



A levedura Saccharomices cerevisiae (S. cerevisiae, FP), tem
enzimas do grupo das oxidorredutases no seu interior celular, e € um
microrganismo amplamente utilizado na indUstria para a producdo de
biomassa, bebidas alcodlicas, etanol, farmacos, feroménios e vacinas,
entre outros produtos de interesse comercial 4202426:32.33

As leveduras S. cerevisiae so utilizadas na biocatalise na forma
de células integras, que sdo microrganismos provenientes da
biodiversidade, ou ainda leveduras geneticamente modificadas.
Entretanto, nos processos biocataliticos também séo utilizadas enzimas
na forma isolada. A escolha na utilizacdo de enzimas isoladas ou células
integras depende de alguns fatores, tais como o tipo de reacdo,
reciclagem de cofatores e a escala em que as transformacgdes sdo
realizadas.**012%

A utilizacdo de enzimas isoladas respalda-se na sua alta
especificidade, maior produtividade e facilidade de isolamento dos
produtos. Fatores relacionados com o custo, disponibilidade da enzima
isolada e a inexisténcia de sistemas apropriados de regeneragdo de
cofatores para determinadas classes enzimaticas, podem inviabilizar sua
aplicacéo.

Os processos que utilizam células integras sdo, em geral, de
baixo custo e especialmente interessantes para aplicacdo em sistemas
dependentes de cofatores, pois a prépria célula possui os caminhos
metabdlicos para promover a regeneracdo. Entretanto, a ocorréncia de
reacOes paralelas, resultantes do metabolismo celular, reversibilidade e
baixa tolerancia a substratos e solventes orgénicos, podem inativar a
célula e desfavorecer o emprego de microrganismos integros na
biocatalise. %32

A utilizacdo da levedura S. cerevisiae para catalisar reacoes
organicas é explorada desde meados do século XX.>'° Um dos primeiros
registros de sua utilizacdo como biocatalisador para a obtengdo de
compostos organicos de interesse industrial, é a reacdo de condensagdo
entre 0 benzaldeido (5a) e o acetaldeido (6) para a formac&o seletiva da
(R)-1-hidroxi-1-fenil-2-propanona (7), realizada por Neuberg e Hirsch
em 1921. O produto (7) pode ser utilizado posteriormente para a
preparacéo da L-efedrina (8) (Esquema 1).2



o) o OH OH
S. cerevisiae >
H + )LH —_— i
o] - HN__

5a 6 7 8
Esquema 1. Obtenco da L-efedrina a partir do benzaldeido e acetaldeido.

Na forma de células integras, as leveduras S. cerevisiae tem
sido usualmente o biocatalisador mais utilizado na reducdo de
compostos carbonilicos, em especial de aldeidos e cetonas. Esta
aplicacdo deve-se a ampla biodisponibilidade deste biocatalisador e a
facilidade de seu manuseio nas rea¢Ges de reducdo destes compostos
carbonilicos, %1% 21233435

Hu, Xu e Nie (2010) realizaram a reducéo seletiva da 2-hidroxi-
1-feniletanona (9) com leveduras S. cerevisiae, obtendo o (R)-fenil-1,2-
etanodiol (10) com rendimento de 80% e e.e.>99% (Figura 8).**

o H OH
©)VOH S. cerevisiae ©)QOH
_—
rend.: 80%
e.e.: >99% (R)
9 10

Figura 8. Obtencdo do (R)-fenil-1,2-etanodiol (10) com levedura S.
cerevisiae.**

Recentemente, Hoegl et al (2014), utilizaram a levedura S.
cerevisiae na reducdo seletiva de a-cetomalonatos (11a-f) obtendo os
correspondentes (R)-alcoois (12a-f) com excelente estereosseletividade
(Figura 9).%
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o ., R S. cerevisiae o ., R
A~ A o ST o o
0] 0]

@] OH
1la-f 12a-f
... Produto_ R ed. (%) | Rend. (%) ___
a alil >99 68
b propargil 80 65
c etil 98 37
d propil >99 31
e hexil >99 21
f isobutil 98 26

Figura 9. Reducdo seletiva dos a-cetomalonatos com levedura S. cerevisiae.

Os produtos (12a-f) sdo intermediarios importantes para a
sintese de pantotenamidas, compostos com propriedades antibacterianas,
antifungicas e antiplasmodiais, que possuem, por exemplo, aplicagdo no
tratamento da malaria.**%

1.3. COMPOSTOS CARBONILICOS

O grupo funcional no qual os atomos de carbono e oxigénio
estdo unidos por uma ligacdo dupla C=0O, é denominado de grupo
carbonila e as substancias que apresentam esse grupo em sua estrutura
sdo denominadas de substancias carboniladas ou compostos
carbonilados.® Dentre as substancias que apresentam o grupo carbonila
em sua estrutura pode-se destacar os acidos carboxilicos, ésteres,
amidas, aldeidos e cetonas. Estas substancias sdo abundantes na
natureza, sendo grande parte delas importantes em muitos processos
bioldgicos e estando presentes, por exemplo, em hormonios
(testosterona (13)), vitaminas (acido pantoténico (14)), aminoacidos
(fenilalanina g15gg, drogas (cocaina (16)) e flavorizantes (vanilina (17))
(Figura 10)l

D i il K et

13 14 15 16 17

Figura 10. Estruturas quimicas da testosterona (13), acido pantoténico (14),
fenilalanina (15), cocaina (16) e vanilina (17).
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Das classes de compostos carbonilados destacam-se os aldeidos
e as cetonas, que diferem estruturalmente das demais substancias
carboniladas pela auséncia de grupos que possam ser substituidos por
um nucledfilo, consequentemente formando somente produtos de adi¢do
nucleofilica.® Aldeidos e cetonas podem ser encontrados na natureza,
tendo também grande importancia na industria quimica, onde por
exemplo, sdo produzidos para o uso como solventes, materiais de
partida e reagentes para a sinteses.***

Na Figura 11, sdo apresentados exemplos de aldeidos e cetonas
encontrados na natureza (ex.: cinamaldeido (18) e jasmona (19)) e com
importdncia industrial ~ (formaldeido (20) e acetona (21)),
respectivamente.**

0] 0O
N 28
©/\)‘\H Ij%_\J H” H )J\
18 19 20 21

Figura 11. Estruturas quimicas do cinamaldeido (18), jasmona (19),
formaldeido (20) e acetona (21).%%*

A reducdo de compostos carbonilicos é uma reagdo de grande
importancia na sintese organica para formar alcodis,”> que s&o
interessantes na industria por constituirem materiais de partida ou
intermediarios para a sintese de varios produtos quimicos importantes,
incluindo farmacos, agro-quimicos, fragrancias e flavorizantes.****

Os éalcoois fenilmetanol (22a), 1-feniletanol (23a), 4-
metoxifenilmetanol (22b), 4-hidroximetil-2-metoxifenol (24) e o 3-
fenil-prop-2-en-1-ol (25) (Figura 12), sdo utilizados na composic¢éo ou
como fixadores de aromas e flavorizantes com toques de baunilha,
cereja, gardénia e lilas nas industrias de alimentos e cosméticos,
respectivamente.*!

OH OH OH OH
oo O o
C‘) HO
_0O
22a 23a 22b 24 25

Figura 12. Estruturas quimicas de 22a, 22b, 23a, 24 e 25.*
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Usualmente, para a preparacdo destes alcoois utiliza-se o
borohidreto de sddio (NaBH,), que fornece um ion hidreto para ser
adicionado no grupo carbonilico de aldeidos e cetonas, com posterior
protonagdo em presenca de um solvente prético ou um &cido fraco.”>*
O NaBH, é considerado um agente redutor barato, seguro de manusear e
ambientalmente amigavel, além de apresentar seletividade para o grupo
carbonila em compostos polifuncionais. Porém, obtém-se uma mistura
de isdmeros a partir de cetonas, quando a carbonila é pré-quiral.*>*®

A obtencdo de alcodis secundarios oticamente ativos € um
campo de pesquisa interessante na catalise enantiosseletiva, tendo em
vista que compostos oticamente ativos sdo importantes materiais de
partida ou mesmo auxiliares quirais para a obtencdo de produtos
farmacéuticos enantioméricamente puros.*#%2

Por exemplo, a sintese dos farmacos terbutalina (26) e
salmeterol (27), que sdo usados principalmente no tratamento de asma e
outras doencas pulmonares, necessitam dos alcoois enantiomericamente
puros (R)-nitro (28a e 29a) ou de amino derivados (28b e 29b) da
acetofenona, respectivamente (Esquema 2).%

OH OH
H
HO R — HO N
R
—_—
CH OH
26

28a-b

R: a=CH,NO,; b=CH,NH,

OH OH
HO. — HO H
N
R » (6]
—
HO HO

29a-b 27
R: a=CH,NO,; b=CH,NH,

Esquema 2. Obtengdo da terbutalina (26) e do salmeterol (27).

Pelos métodos tradicionais a obtencdo de produtos oticamente
ativos muitas vezes requer varias etapas de protecdo e desprotecdo de
grupos funcionais.”® A biocatalise, apresenta-se como um componente
economicamente viavel no desenvolvimento de processos quimicos
sustentiveis para a obtencdo de produtos ou intermediarios de sintese
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oticamente ativos.”**® A reducdo de compostos carbonilicos utilizando
enzimas e/ou microrganismos oferece uma abordagem atraente, uma vez
que estes biocatalisadores apresentam normalmente uma boa
seletividade, que € importante para a obtencdo de compostos
enantiomericamente puros. Acrescenta-se que as condi¢Bes das reacdes
biocatalisadas séo consideradas como sendo ambientalmente mais
benignas.1°'43'54’55

O mecanismo da redugdo de compostos carbonilicos pré-quirais
mediado por enzimas dependentes do cofator NADP(H), tais como a L-
lactato desidrogenase e a alcool desidrogenase presentes na levedura S.
cerevisiae, esta apresentado na Figura 13.%%

substrato

E1

HS_/{HR Ms H
£ _CONH 5 HR
W g : £___CONH,
“-rlq/ face-si [ /|
ADPR N
face-re ADPR
NADP(H) ¢ NADP(H)
H
CONH
OH El}/ 2
ROR N .
El, E2, E3, E4 sédo

]
produto  ADPR

. diferentes tipos de enzimas
NADP . .

Figura 13. Mecanismo de transferéncia de hidreto das coenzimas NADP(H)
para compostos carbonilicos pré-quirais mediados por enzimas.*

A estereoquimica da reacdo é dependente dos requisitos
estéreos do substrato e pode ser prevista pela regra de Prelog, que prediz
por qual face da carbonila ocorre a transferéncia de hidretos através do
tamanho ou volume dos grupos ligados ao carbono carbonilico.**® O
hidreto fornecido pelo cofator NADPH ataca a face si ou a face re do
grupo carbonila dependendo da orientagdo da ligacdo da enzima com o
substrato, resultando na formacdo do (R)- efou (S)-alcool,
respectivamente.?*
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A influéncia do tamanho dos grupos laterais vizinhos a
carbonila na estereoquimica dos produtos de reducdo foi investigada por
Kato, Nakamura e Nakanishi (2014) na reducdo de derivados da
acetofenona (30a-d) com levedura S. cerevisiae livre e encapsulada em
silica gel, variando o ndmero de 4tomos de fluor no carbono vizinho a
carbonila (Figura 14).%

O OH
S. cerevisiae -
| A R, (livre e imobilizada) | A R;
A metanol + glicose A
R R

30a-d 23a-d

R:H

R1: a=CHs; b=CH,F; c=CHF,; d=CF3

Produto R: e.e. (%) e.e. (%)
e (lev.livre) . (lev. imob.) ___

23a CHs >99 >99
23b CH:F 82 88
23c CHF, 78 82
23d CFs 52 55

Figura 14. Reducdo de derivados da acetofenona com levedura S. cerevisiae
livre e imobilizada.

Os autores observaram que sem a presenca do atomo de fluor,
ocorreu somente a formagdo do (R)-1-feniletanol (23a). A seletividade
da formacdo dos (R)-alcoois diminuiu com o aumento do nimero de
atomos de fluor no carbono vizinho da carbonila, utilizando levedura
livre (99-52%) ou imobilizada (99-55%). A diminuicdo na seletividade
foi justificada pelo impedindo estéreo devido ao aumento no volume dos
grupos substituintes laterais a carbonila.”®

Dentre os compostos carbonilicos, uma classe interessante e
bastante utilizada em biorredugdes com microrganismos, compreende 0s
compostos carbonilicos a.B-insaturados.®*23*" A reducéo desta classe
de compostos pode resultar em diversos produtos, sendo dependentes do
agente redutor e/ou catalisador. Por exemplo, a reducdo completa do
sistema o, 3—insaturado de um composto carbonilico (S) pode formar o
alcool saturado (A), a reducdo exclusiva da carbonila origina o alcool
alilico correspondente (B) e a reducdo da ligacdo dupla C=C leva a
formagcéo da cetona ou aldeido saturado (C) (Esquema 3).%%®
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1.LiAIH,
EtOH R./\/‘\R
2.H50* A
o OH
NaBH
R R EtOH
S B
paic i
_—— R'/\)LR
EtOH
C

Esquema 3. Reducdo de compostos carbonilicos a,B—insaturados por diferentes
métodos.

A biotransformacdo desta classe de compostos com células
integras de levedura S.cerevisiae presente no fermento de pdo comercial,
em muitos casos, também pode resultar em uma mistura de produtos,
sendo a formacdo destes relacionados as diferentes enzimas presentes
nas celulas. Enzimas desidrogenases atuam na redugdo da ligacdo dupla
C=0 formando a &lcool alilico (B) e enoato redutases na reducdo da
ligacdo C=C formando a cetona ou aldeido saturado (C). A atuacdo
subseqiiente ou concomitante de enzimas enoato redutases e
desidrogenases reduzem a ligacdo dupla C=C e a C=0, formando o
alcool saturado (A) (Esquema 4).>%%°

O OH
desidrogenase NN
o~ . N
S B
enoato
redutase
O OH
R'/\)J\R desidrogenase R'/\)\R
C A

Esquema 4. Possibilidades de biotransformacdo de um composto carbonilico
a,p—insaturado.”*®
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Um composto a,fB-insaturado que pode ser destacado é a
carvona (2-metil-5-(1-metiletenil)-2-ciclo-hexen-1-ona), um
monoterpeno  encontrado  naturalmente  em  duas  formas
esterioisoméricas. A (4R)-(-)-carvona (31) é o componente principal do
oleo essencial de hortela (Mentha spicata), e a (4S)-(+)-carvona (32) é
do 6leo essencial da alcaravia (Carum carvi), também conhecida como

cominho (Figura 15).%
KE/rO ézro

31

(4R)-(-)-carvona (4S)-(+)-carvona

Figura 15. Estruturas da (4R)-(-)-carvona (31) e da (4S)-(+)-carvona (32).

Diversos trabalhos na literatura reportaram a biotransformagéo
da (4S)-carvona e (4R)-carvona, utilizando diferentes fontes de
enzimas.?%%% Goretti et al (2009) induziram a producdo de enoato
redutases nas leveduras dos géneros Candida, Cryptococcus,
Hanseniaspora, Kluyveromyces, Pichia e Saccharomyces. Estas foram
utilizadas posteriormente na biotransformacdo da (4S)-(+)-carvona. Foi
observado a formacdo das dihidrocarvonas (2-metil-5-(1-metiletenil)-
ciclo-hexanona) (33 (a,b)), com a reducdo da ligagdo C=C a.p-
insaturada, e dos dihidrocarvedis (2-metil-5-(1-metiletenil)-ciclo-
hexanol) (34 (a-d)), com a reducéo da ligacdo dupla C-C e da ligacdo
C=0. Né&o foi observado a formacdo dos carveois (2-metil-5-(1-
metiletenil)-2-ciclohexen-1-ol) (35 (a,b)) com apenas a reducdo da
ligagdo C=0 (Figura 16).

o OH
Enoato redutases
Tam pao fosfato/ghcose

32 33 (a-b) 34 (a-d) 35 (a-b)
4S)-(+)-carvona 33a: 1S,4S 34a: 1S,25,4S 35a: 25,45
( )-(+) 33b: 1R,4S 34b: 1R,2S,4S 35b: 2R,4S
34c: 1S,2R,4S
34d: 1R,2R,4S Nao obtidos

Figura 16. Biotransformacdo da (4S)-carvona com enoato redutases de
leveduras.
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Os produtos obtidos mostraram que mesmo induzindo a
producdo de enoato redutases nas leveduras, ha a presenca de enzimas
carbonil redutases, resultando na reducdo do grupo C=0O com
subseqiente reducdo da ligacio C=C.%

A importancia da biotransformacéo tanto da (4S)-carvona como
da (4R)-carvona, estd relacionada na utilizacdo de seus produtos de
reducdo. As dihidrocarvonas (2-metil-5-(1-metiletenil)-ciclo-hexanona)
sdo intermediarios sintéticos importantes para compostos com diferentes
atividades biol6gicas, como por exemplo, farmacos para o tratamento de
maléria.® Os dihidrocarvedis (2-metil-5-(1-metiletenil)-ciclo-hexanol)
sdo utilizados na composi¢cdo de fragrancias em xampus, sabonetes e
detergentes.”

A seguir, serd apresentada uma breve revisdo sobre algumas
técnicas e meios reacionais utilizados para melhorar o desempenho das
biotransformagdes.

1.4. IMOBILIZACAO DE ENZIMAS E MEIO REACIONAL

As enzimas e 0s microrganismos estdo sujeitos a inativagdo por
fatores fisicos, quimicos ou bioldgicos, devido a estocagem ou mesmo
durante o uso. O desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo de
enzimas e/ou microrganismos, visa minimizar os efeitos causados pelo
seu uso em ambientes adversos, tais como solventes organicos,
variagdes no pH e/ou altas temperaturas, e ao mesmo tempo melhorar as
propriedades das enzimas como a seletividade e especificidade.'* "

A imobilizagdo de biocatalisadores consiste no seu
confinamento em uma regido restrita (biorreator), garantindo a retencéo
da atividade catalitica e assegurando a possibilidade de reutilizacdo. O
confinamento consiste em técnicas onde os biocatalisadores s&o
encapsulados em matrizes poliméricas ou microcapsulas, e/ou de
técnicas onde as enzimas sdo ligadas ao suporte por Iigagéo covalente
e/ou cruzada, por adsorcdo fisica e/ou adsorgdo iénica."*"**# "

O sistema bifasico (SB) também é considerado um método de
imobilizacdo, apesar de ndo apresentar uma barreira fisica entre o
catalisador e 0 meio reacional. Esse sistema é formado por uma fase
aquosa onde se encontra 0 biocatalisador e uma orgénica onde estd o
substrato de interesse (Figura 17a). Esse método é indicado para
substratos, tais como a (E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona (36) (Figura
17b), com potencialidade de serem biotransformados e que possuem
pouca solubilidade em meio aquoso. Entretanto, este sistema necessita
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de agitacdo mecanica continua para possibilitar que a reacdo

10,20,33,57,76,77
ocorra.
Fase orgédnica
0 OH
R R, o
NAD{P)H NAD(PY*
Saccharomyces cerevisiae ‘\Ew 36
€O, + H,0 Glicose + oxigénic
Fase aquosa
(@) (b)

Figura 17. (a) Representacdo do sistema bifésico (SB); (b) Estrutura quimica
da (E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona (36).%

As vantagens de usar o sistema bifasico incluem a facilidade de
separacdo do biocatalisador do reagente e ou produto e a minimizagédo
da inibicdo da atividade catalitica. O solvente orgénico a ser utilizado é
escolhido pela sua capacidade de solubilizar tanto o substrato bem como
0 produto. A biocompatibilidade é expressa pelo log P (coeficiente de
particdo do solvente no sistema octanol/dgua). As estabilidades térmica
e quimica, ndo formacdo de emulsdo com a &gua, baixa periculosidade
no manuseio e o custo acessivel sdo também caracteristicas
desejaveis.’*%°

Zou et al (2014) realizaram a resolucdo seletiva do (R,S)-2,3-
dicloro-1-propanol (37) com células inteiras de Escherichia coli em
sistema bifasico contendo tampéo fosfato de potassio (0,2 M, pH 8,0) e
solventes organicos com diferentes valores de log P (Figura 18). ®
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Cl Cl o]

ah_on —EN L S _on * N o

SB
37 38 39
_._Solventeorganico __LogP ___Atividade enzimatica (mol min’g”)
isoctano 4,5 69,7
n-heptano 4,0 102,0
n-hexano 3,5 81,7
diclorometano 34 15

ciclohexano 3,2 66,7
tolueno 2,5 97,5
agua 1,0 40,3

Figura 18. Atividade enzimatica em relagao aos valores de log P dos solventes
do SB na obtenc&o seletiva do (S)-2,3-dicloro-1-propanol (38).

Os melhores resultados, em relacdo a atividade enzimatica
foram de 102 pmol min™ g, utilizando n-heptano como solvente no
sistema bifésico. Ao variar o volume de n-heptano os melhores
resultados foram obtidos com a adi¢do de 20%, sendo que 38 foi obtido
com rendimento de 45% e e.e. de 98%. Ao aumentar a quantidade de n-
heptano, ou na auséncia deste, os rendimentos e valores de e.e. de 38
foram menores. Por exemplo, na presenca de 80% de n-heptano, estes
foram de 25 e 73%, respectivamente.

O aumento do volume da fase organica reduziu a taxa de
difusdo do produto para a fase aquosa, diminuindo o efeito inibitério
deste no biocatalisador. Com 0 aumento da proporcao de fase orgénica,
aumentaram as chances de interacdo do biocatalisador com solvente
organico, que pode inativar as enzimas e diminuir a taxa de reacdo e o
rendimento do produto.’™

Visando manter a estabilidade e atividade das enzimas no meio
reacional em reag¢fes mediadas por células integras de microrganismos,
também vém sendo utilizadas a adi¢&o de aditivos e/ou cossolventes no
meio aquoso e/ou no sistema bifasico, tais como acgucares, alcoois,
compostos sulfurados e liquidos idnicos. Além de auxiliar a manter a
estabilidade e atividade das enzimas, os aditivos e/ou cossolventes
podem auxiliar no aumento da conversao e seletividade dos produtos
destas transformacges. 2”7 798

Matsuda, Yamanaka e Nakamura (2009), reportaram a
biotransformacdo da 2-hexanona (40) com o microrganismo Geotrichum
candidum, obtendo o (S)-2-hexanol (41) com rendimento de 78% e e.e.
de 99%. A biotransformagcdo foi realizada em liquido idnico, utilizando
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excesso de 2-propanol como fonte de hidrogénio para regenerar o
cofator NADH (Figura 19).%

(0] OH

/U\/\/ Geotrichum candidum H
. NN
Liquido i6nico/
2-propanol (exc.) rend.: 78%
e.e.: 99% (S)

40 41

Figura 19. Biotransformago da 2-hexanona com Geotrichum candidum.”*

Zampieri et al. (2013) realizaram a biotransformacéo da (2)-3-
bromo-4-fenil-3-buten-2-ona (42) com diversos microorganismos em
meio aquoso e em sistema bifasico com liquido ibnico (LI)
(hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazdlio,[BMIm][PF¢], e agua
(Figura 20).”’

(0] O OH
X microrganismo
_—
Br SB ou agua Br * Br
42 43 44
Microrganismo Sistema 43 (%) 44 (%)
R syn(ee253S) . anti____

S. cerevisiae H,O 26 74 (90) -
H,O/LI 10 62 (97) -

C. albicans H,0 18 61 (65) -
H,O/LI 13 55 (81) -
R.glutinis H.0 9 47 (70) 26
H,O/LI 14 47 (92) -
G. candidum H.O 13 39 (65) 36
H,O/LI 15 52 (91) -

M. luteus H,0 5 40 (38) -
H,O/LI - 42 (42) -

Figura 20. Biotransformagdo da (Z)-3-bromo-4-fenil-3-buten-2-ona (40) com
diferentes microrganismos.

Os resultados obtidos pelos autores mostraram um aumento da
seletividade na formacdo da halohidrina (44), com todos o0s
microrganismos utilizados para as biotransformagdes efetuadas em
sistema bifasico (H,O/LI) em comparagdo com as realizadas em sistema
aquoso. Estes resultados podem ser devido a reducdo drastica das
concentragdes de substrato na fase aquosa e a melhor solubilidade em
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LI, reduzindo o efeito inibitorio deste sobre os biocatalisadores na
presenca de LI.*

1.5.NOVAS LEVEDURAS E CELULAS VEGETAIS COMO
FONTES DE ENZIMAS

As leveduras S. cerevisiae vem sendo usadas com sucesso na
biotransformagao de compostos carbonilicos,®* mas os microorganismos
Candida albicans, Rhodotorula 9Iutinis, Geotrichum candidum,
Micrococcus luteus,®” Cryptococus,® Yarrowia lipolytica,”® Alternaria
alternata, Talaromyces flavus® e Kluyveromyces marxianus também
tem sido utilizados em reacgdes de reducdo de compostos carbonilicos.
Assim é importante e necessario pesquisar novos sistemas cataliticos
eficientes e seletivos através do rastreio de fontes de enzimas diferentes
das encontradas nas leveduras S. cerevisiae.*

Na busca por novos biocatalisadores, Vitali et al (2013)
realizaram a biotransformacéo de derivados da acetofenona (30(a.e-j))
utilizando levedura Kluyveromyces marxianus (Figura 21).

O OH
| X Kluyveromyces marxianus AN
> I
2
R R/ Z
30(a, e-j) 23(a, e-))

. Produto .. R ... Rend (%) ______ e.e. (%) (conf) __
23a H 67 48 (S)
23e p-CHs 73 76 (S)
23f p-OCH; 25 68 (S)
239 p-NO, 93 96 (S)
23h p-Cl 95 90 (S)
23i p-Br 89 94 (S)
23j 0-NO; 8 61 (S)

Figura 21. Biotransformacdo de derivados da acetofenona com levedura
Kluyveromyces marxianus.

Inicialmente, foi investigado a influéncia de grupos doadores de
elétrons (CH3; e OCHy), e de retiradores de elétrons (NO,, Cl e Br) na
posicdo para (p) do anel aromético com relagdo a carbonila. Na
presenga de grupos retiradores, foram obtidos os correspondentes S-
alcodis (23g-i) com rendimentos entre 89-93% e e.e. de 90-96%.
Utilizando a acetofenona e os derivados com substituintes doadores de
elétrons, os rendimentos e e.e. para os S-alcodis (23a,e,f) foram de 25-
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73% e 48-76%, respectivamente. Ao utilizar o substrato com o grupo
NO, na posicéo orto (0), foi obtido o correspondente S-alcool (23j) com
rendimento de 8% e e.e. de 61%. Os resultados indicaram que a posi¢ao
e a natureza do grupo substituinte influenciaram na biorreducdo e
seletividade do produto formado. &

A Dbusca por novos biocatalisadores a partir de leveduras
(fungos unicelulares) é favorecida pelo fato de que estas estdo
distribuidas por todos os biomas do planeta e cerca de 90% desta
biodiversidade permanece desconhecida, sendo de interesse a sua
exploracdo em especial nas regides tropicais do planeta.®*%*

A levedura Spathaspora roraimanensis foi isolada de madeira
em decomposi¢do da floresta amaz6nica no estado de Roraima (Brasil).
Esta levedura é biotecnologicamente importante na producéo de etanol a
partir de D-xilose, e apresenta-se também como uma alternativa para ser
utilizada como biocatalisador em sintese organica.®®

O alto custo em utilizar enzimas isoladas e as dificuldades em
produzir determinados microrganismos em larga escala, abrem a
possibilidade de explorar outras fontes de enzimas, tais como as culturas
de células presentes em cenouras, beterrabas, salsdo, gengibre e
batatas.>*®#*% A utilizacdo de partes inteiras destas plantas como
biocatalisadores em reacfes organicas vem crescendo, acompanhando o
interesse cada vez maior no potencial biotecnolégico das reagdes
enzimaticas na obtencdo de compostos oticamente ativos, como por
exemplo 0 R- ou S-1-feniletanol (23a).”*%

A utilizacdo de vegetais € uma &rea da quimica com grande
potencial de desenvolvimento, em especial nos paises menos
desenvolvidos, onde 0s recursos para as pesquisas nem sempre Sao
adequados e, em geral existe uma grande variedade de vegetais com
possibilidades de serem utilizados.™

Tem sido reportada na literatura a utilizacdo de diversas
culturas de vegetais na biocatalise, tais como cenouras (Daucus carota),
bananas (Musa sapientum), mandioca (Manihot escuela e Manihot
dulcis) e a éagua de coco (Cocos nucifera) em diversas
biotransformagdes quimicas, tais como a reducéo de aldeidos e cetonas,
reducdo de ligagdes C=C e hidrélise de ésteres.**%

Bruni et al (2002), utilizaram pedagos de cenoura na
biotransformagdo do 1-acetoxi-2-metilciclohexeno (45), e obtiveram
inicialmente o produto da hidrélise (S-2-metilciclohexanona (46)), com
conversao de 89% e e.e. de 45% em 2h de reacdo. Mantendo o sistema
sob agitacdo, foi observado a formagdo do 1S,2S-trans-2-
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metilciclohexanol (47) com conversdo de 75% e e.e. de 100% em 24 h
de reacdo (Figura 22).%

o;\o OH

(0]
hidrélise reducéo
_— . — -
Daucus carota Daucus carota
(2h) (24h)
conv.: 89% conv.: 75%

e.e.: 45% e.e.: 100%
45 46 47

Figura 22.Biotransformagao do 1-acetoxi-2-metilciclohexeno.”

A capacidade de hidrolisar o enol acetato e em seguida efetuar a
reducdo do grupo carbonilico do produto da hidrélise, mostra a
versatilidade das enzimas encontradas na cenoura para serem utilizadas
como biocatalisadores.*”®

A utilizacdo de células de vegetais em reacfes de biorreducédo
se apresenta como uma alternativa para as leveduras S. cerevisiae,
principalmente pela facilidade de manuseio e ndo formacéo de emulséo
durante a extracéo dos produtos da biotransformagéo.”%

Outras vantagens deste método, sdo a possibilidade de reutilizar
0 biocatalisador e o fato de que a grande maioria das reagdes com
vegetais sdo efetuadas em meio aquoso, temperatura ambiente e geram
apenas residuos biodegradaveis. Ressalta-se também que este tipo de
biotransformagdo, é uma maneira interessante de promover o
aproveitamento de alguns subprodutos da agricultura, tais como cascas
de vegetais que nio séo utilizadas para o consumo humano.***

Todos estes fatores devem ser considerados para verificar a
sustentabilidade do método, incluindo-se ainda o custo, eficiéncia da
biotransformacéo, tempo de reacdo, utilidade do produto obtido e a
potencial importancia da sintese. Talvez, a grande dificuldade do uso de
pedacos de plantas como fonte de enzimas para a biocatalise seja a
pouca solubilidade de alguns substratos em &gua, meio
preferencialmente utilizado em reagées de biotransformagcéo.** %%

Para melhorar a solubilidade do substrato, Majewska e
Koztowska (2013) efetuaram a biotransformacéo da (E)-4-fenilbut-3-en-
2-ona (48) com células inteiras de cenouras, salsdo (Apium Graveolens)
e beterrabas (Beta vulgaris) em iso-octano, obtendo o (S)-(E)-4-fenilbut-
3-en-2-ol (49) com conversBes de 71-96% e e.e. de 72 e >99%, em 3
dias de reacdo. No mesmo estudo, ndo ocorreu a biotransformacdo do
substrato utilizando 4gua e acetonitrila como solventes (Figura 23).”*
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(0] OH

A vegetais X
4>
isooctano
(72h) conv.: 71-96%
48 49 ee.:72-99%

Figura 23. Biotransformagdoda (E)-4-fenilbut-3-en-2-ona com vegetais.

Os resultados obtidos mostraram que 0s solventes organicos
podem interagir com a membrana celular, conduzindo a uma alteragéo
na fluidez da membrana, resultando na retencdo da atividade enzimatica
e na facilidade de utilizacdo de substratos insollveis em meio aquoso.
Acrescenta-se também, que alguns microrganismos possuem paredes
celulares relativamente rigidas, permitindo-lhes alta robustez e
tolerancia a solventes e produtos organicos.”

A imobilizacdo das células encontradas em vegetais serve para
melhorar a resisténcia destas com relagdo a solventes e substratos
organicos, sendo necessario utilizar células isoladas para efetuar a
imobilizagdo. A utilizagdo de células imobilizadas resulta na capacidade
de reutilizacdo, que é uma das maiores vantagens em relacdo as células
livres.”%"%

Akakabe e Naoshima (1994) isolaram células das cenouras e
imobilizaram as mesmas em alginato de sédio, e estas foram utilizadas
na biorredugao seletiva da acetofenona (30a) (Figura 24).%

(0] OH
Daucus carota
(imobilizada)
5 dias

conv.: 100%
30a 23a e.e.: >99%

Figura 24. Biorreducdo seletiva da acetofenona com células isoladas de
cenouras imobilizadas em alginato de sédio.

Neste trabalho, foi observada a conversdo total da acetofenona
em (S)-1-feniletanol (23a) com e.e. de >99% em 5 dias de reacdo,
mostrando que as células imobilizadas foram seletivas na
biotransformacdo do substrato. Ressalta-se que o0s autores néo
compararam 0s resultados obtidos na biorreducdo das células
imobilizadas com as ndo imobilizadas, ou mesmo com pedacos de
cenoura.”®
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Em uma tentativa de verificar se ocorreram variacGes entre a
utilizacdo de células isoladas e os pedacos inteiros de plantas, Omori,
Portas e Oliveira (2012) isolaram 0s microrganismos presentes em
cenouras e investigaram a efetividade da biotransformacdo do para-
(dimetilamino)benzaldeido (5c), nas mesmas reacGes e condigdes
(Figura 25).%

0 OH
Daucus carota

| X H (48h) _ | B

S (células isoladas =
R e R/

_ pedagos de cenoura)
R=4-N(CHa), ¢ conv.: 100%

5¢c 22c

Figura 25. Biorreducdo do para-(dimetilamino)benzaldeido com células
isoladas da cenoura e com 0s pedacos de cenoura.

Os autores observaram a mesma reatividade tanto utilizando os
microrganismos isolados da cenoura e 0s pedagos da planta, sendo que o
substrato foi totalmente biotransformado ao correspondente alcool (22c)
em 48h de reacdo. Entretanto, eles ressaltaram que a utilizacdo de
cenouras cultivadas com a utilizacdo de fung|C|das e bactericidas
praticamente inibiu a atividade catalitica das células.”

Ressalta-se que as enzimas presentes nas cenouras que S&o0
responsaveis pela reducdo de grupos carbonilicos estdo contidas nos
microrganismos  endofiticos. Além disto, a capacidade em
biotransformar determinados substratos com a mesma eficiéncia que os
microrganismos isolados, demonstram que o uso de pedacos de
cenouras diretamente nas reagbes € vantajoso, prmmpalmente Opela
economia de tempo e de custos para isolar os microrganismos.>*%*?

A partir destas informacdes, neste trabalho utilizou-se cenoura
(Daucus carota) como fonte de enzimas para a biotransformacdo de
derivados do benzaldeido e da acetofenona em meio aquoso.
Posteriormente foram utilizados alguns outros vegetais nas melhores
condi¢des obtidas na biotransformacéo com cenouras.

1.6. TECNICAS DE EXTRACAO E DE_ ANALISE DOS
PRODUTOS DAS BIOTRANSFORMAGCOES

Para acompanhar e quantificar a formagéo ou ndo dos produtos
nas reacfes de biotransformacdo, é necessario extrai-los do meio
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reacional e posteriormente efetuar a andlise. Considerando que as
biotransformacdes sdo em geral realizadas em meio aquoso ou em
sistemas com a presenca de agua, a técnica de extracao liquido-liquido
com solvente organico é bastante utilizada. Para esta técnica €
necessario que o solvente extrator forme uma fase distinta com a fase
aquosa, e efetue a extracdo adequada dos reagentes e produtos do meio
reacional.**

Considerando que na extracdo liquido-liquido, cada aliquota do
meio reacional a ser analisada deve ser ao menos extraida duas vezes
com o solvente organico adequado, o volume de solvente utilizado e
consequentemente de residuos gerados tende a ser grande. Neste
sentido, a técnica de microextragdo com membranas ocas de
polipropileno, vem sendo utilizada visando economia de solvente no
monitoramento das reacdes de biotransformagéo.®”'%

A técnica de microextragdo consiste em mergulhar a membrana
no solvente extrator e em seguida coloca-ld& na aliquota do meio
reacional sob agitacdo por um periodo pré-determinado. Posteriormente,
a membrana € colocada em pequenas quantidades de solvente em um
banho de ultrassom, para a re-extracdo dos reagentes e produtos das
reacOes de biotransformagéo (Figura 26).

fio de ago inoxidavel
septo de silicone
[I1 -
- membrana
0 — I ' i i E

amostra

barra magnética | l

(3) —
Figura 26. Representacdo esquematica da técnica de microextracdo com fibras
de polipropileno. [(1) corte da membrana; (2) introducdo da membrana no fio de
aco inoxidavel; (3) montagem do sistema de extracdo; (4) agitacdo; (5)
reextracdo] (Adaptado da ref. 102)

A grande diferenca da técnica de microextracéo € a quantidade

pequena de solvente utilizada (microlitros), enquanto que na extracdo
liquido-liquido tradicional sdo utilizados mililitros de solvente para cada
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aliquota a ser analisada, chegando a uma economia de solvente na faixa
de 999%.°"1%

Independente da técnica de extracdo utilizada, a formacdo ou
ndo dos produtos oriundos das reagdes biocatalisadas por
microrganismos podem ser monitorados por diversas técnicas, entre elas
a ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H),
polarimetria, e com destaque para a cromatografia gasosa (CG).

A cromatografia gasosa (CG) é uma ferramenta instrumental
muito Util para a separacao e analise de compostos organicos que podem
ser vaporizados sem decomposicdo.’® Esta técnica é bastante utilizada
para testar a pureza de substancias e para separar componentes de
misturas, sendo também utilizada para determinar as quantidades
relativas de cada componente de uma mistura e para a identificacdo de
compostos, comparando-0s com seus respectivos padrdes.'™

Nas andlises de reacdes de biotransformacdo por CG, a
conversdo é calculada pela razdo das areas dos picos referentes ao
reagentes e aos produtos.’®*%*

Na formacéo de enantiémeros ou diasteroisdmeros, a separacdo
destes é um desafio adicional, destacando-se a cromatografia gasosa
com fase estacionaria quiral (CG-quiral) como um método que pode ser
utilizado na identificacdo e caracterizagdo dos mesmos. Este método
permite a separacgdo, identificacdo e quantificacdo de espécies quimicas
envolvidas nos processos biocataliticos. A cromatografia gasosa com
fase estacionaria quiral é baseada em associagcbes moleculares que
podem levar a um reconhecimento quiral suficiente que resultem na
resolucio enantiomérica. E possivel obter a razio dos picos de maneira
qgue fornecam uma medida precisa e quantitativa da composi¢do
enantiomérica ou diasteroisomérica da amostra analisada.'®**%

Dentre as fases estacionarias  quirais  disponiveis
comercialmente, é possivel destacar as que sdo baseadas em derivados
de ciclodextrinas (CD). As ciclodextrinas, que sdo oligossacarideos
ciclicos contendo 6, 7 ou 8 unidades de glicose e denominadas de o—,
B—, e y— ciclodextrina respectivamente, sdo modificadas quimicamente
de modo que sua cavidade fique mais apolar e que a superficie possa ser
imobilizada nas paredes da coluna cromatografica. Estas modificagdes
sdo efetuadas alquilando as hidroxilas internas e substituindo as
hidroxilas externas por grupos terc-butildimetilsilila. %%

Na Figura 27 esta apresentada a estrutura de um derivado da
B—ciclodextrina (B—CD), utilizado como adsorvente quiral na
cromatografia gasosa.'™
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Figura 27. Derivado da B—ciclodextrina utilizado como adsorvente quiral na
cromatografia gasosa. '

Utilizando ciclodextrinas modificadas como fase estacionéria, a
discriminagdo entre enantibmeros depende da interagdo entre os
estereoisémeros e a cavidade quiral formada dentro das ciclodextrinas.
A separagdo estd baseada no principio de que os enantibmeros diferem
em formato se ajustando de modo distinto na cavidade quiral, passando
pela fase estacionaria da ciclodextrina com diferentes taxas e leva a
separacdo dos mesmos. %1%

Como para todos os métodos de andlise, existem limitagdes para
cromatografia gasosa com fase estacionaria quiral, algumas das quais
ocorrem também para a cromatografia gasosa em geral. As amostras
deverdo ser suficientemente volateis e termicamente estaveis e, € claro,
os picos deverdo ser quantitativamente resolvidos na fase quiral do
CG.104,106

Quando é pertinente, esta metodologia é utilizada em conjunto
com a polarimetria, além das técnicas espectroscépicas de infra-
vermelho (IV) e ressonancia magnética de hidrogénio (RMN de 'H)
para a comprovacdo da formacdo ou ndo dos produtos formados nas
reacdes de biotransformacéo.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Realizar a biotransformacéo de alguns compostos carbonilicos

em diferentes meios reacionais, tais como organico, aquoso e/ou
bifasico mediada pela levedura S. cerevisiae, efou levedura S.
roraimanensis cultivada em laboratério, e/ou com cenoura e outros
vegetais.

2.2. OBJETIVO ESPECIFICOS

>

Cultivar a levedura S. roraimanensis em meio contendo
diferentes fontes de carbono (glicose e xilose) visando induzir
(ou reprimir) a producédo das enzimas oxidorredutases.

Otimizar as diferentes condi¢cbes reacionais para a
biotransformacdo da (4S)-carvona (32) com a levedura S.
roraimanensis em reacdes de micro-escala.

Obter os compostos padrdes (racémicos ou ndo) (22a,b,d-g) e
(23a,e-g,j,k) através da reducdo dos compostos carbonilicos
(5a,b,d-g) e (30a,e-g,j,k) com borohidreto de sédio (NaBH,), e
caracterizd-los pelas técnicas de infravermelho (IV),
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de *H) e
cromatografia gasosa com fase estacionaria quiral (CG-quiral).
Utilizar o fermento de pdo comercial como catalisador para
otimizar as diferentes condi¢des reacionais na biotransformagédo
do benzaldeido 5a e da acetofenona 30a, e estender as melhores
condicdes para os derivados 5b,d-g e 30e-g,j,k.

Biotransformar e otimizar as condi¢cBes experimentais para a
reducdo do benzaldeido (5a) e de seus derivados, bem como
para a acetofenona (30a) utilizando cenoura (Daucus carota).
Estender as melhores condicfes obtidas na biorreducéo de 5a e
30a utilizando cenouras, para os diferentes vegetais (batata
doce, batata inglesa, macé, acafréo, lirio-do-brejo e batata aipo).
Comparar os resultados obtidos e determinar quais sdo 0s
melhores sistemas biocataliticos para cada substrato.
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MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi realizado e desenvolvido no laboratdrio de
Biocatalise, coordenado pela Profé Dr® Maria da Graca Nascimento
e situado nos laboratdrios 301 e 306 do Departamento de Quimica
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

Também participou neste projeto como co-orientador, o Prof.
Dr. Boris U. Stambuk do Departamento de Bioguimica da UFSC,
coordenador do Laboratério de Biologia Molecular e Biotecnologia
de Leveduras.

O cultivo da levedura S. roraimanensis foi efetuado em
colaboragdo com a doutoranda Adriane Mouro do Departamento de
Bioquimica da UFSC.

3.1. EQUIPAMENTOS

= Equipamentos utilizados nos laboratdrios 301 e 306:

Agitadores magnéticos (Dist e/ou Micro Quimica).
e Rotaevaporador (Biichi 461).
e Balangas analiticas (Adventurer Ohaus-AR2140 e AND-
EK200i).
e Shaker (B. Braun Biotech International- Certomat®MO).
Cromatografo a gas (Agilent Technologies 7820 A, CG
System) equipado com coluna quiral (CP - Chirasil - Dex CB).
Polarimetro (Eleptron - Schmid + Haensch).
Centrifuga (Excelsa Baby - 208N).
Autoclave (Phoenix - AV30).
Medidor de pH (Marte MB10).
Banho Termostatizado (Micro Quimica - MQBTC9920).
Banho Dubnoff (Tecnal - TE0532).
Banho Ultrassom (Thorton - T1440).
Aparelho de Ponto de Fuséo (Micro Quimica - APF301).

v

Equipamentos utilizados na Central de Analises:

e Espectrofotdmetro de infravermelho (Bruker ALPHA FT-IR
spectrometer).
e Espectrometro de RMN-'H (Varian AC 400F, 400MHZ).
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3.2.REAGENTES, SOLVENTES E BIOCATALISADORES

3.2.1. Reagentes e solventes

Merck: (S)-(+)-carvona (98 %), tolueno (99,7 %), acetona (99,5
%), 4-metoOxiacetofenona (98 %), L-cisteina (99%);

Grupo Quimica: etanol (99,5 %), dimetilsulféxido (99 %);

Acumedia: peptona;

Biobras: extrato de levedura;

Vetec: 4cido bdrico (99,5 %), fosfato de potassio dibasico (98
%), diclorometano (99,5 %), acetato de etila (99,5 %), silica gel (5-40
w), hidréxido de sédio (99,5 %), benzaldeido (99 %), glicerol (98 %),
acido citrico (99,5 %), bicarbonato de sédio (99,5 %);

Sigma-Aldrich: sacarose (99,9%), trealose, glicose; 4-
metilbenzaldeido (97 %), 3-nitrobenzaldeido (97%), 2-nitrobenzaldeido
(98%), 4-nitrobenzaldeido (98 %), 4-metilacetofenona (95 %), 3-
nitroacetofenona (98%), 2-nitroacetofenona (99%), 4-nitroacetofenona
(98 %), 4-metdxibenzaldeido (98 %), borohidreto de sodio (98,5 %);
dihidrocarveois [75% (1S,2S,4S); 13% (1R,2S,4S); 3% (1S,2R,4S) e 6%
(1R,2R,49)];

Synth: n-hexano (99,5 %), cloroférmio (99,8 %);

CIL: cloroférmio deuterado (99,8);

3.2.2. Biocatalisadores

» Fermento biolégico comercial (leveduras secas de S. cerevisiae)
das marcas Fleischmann, Dona Benta, Emulzint, Mauri e Nordeste.

» Linhagens industriais CAT-1 e PE-2 de S. cerevisiae (leveduras
secas).®

> Leveduras da espécie Spathaspora roraimanensis®, cultivada
no laboratério de Biologia Molecular e Biotecnologia de Leveduras
(BQA-UFSC).

» Cenoura (Daucus carota), macd (Malus domestica), lirio-do-
brejo (Hedychium coronarium), batata-doce (Ipomoea batatas), batata
inglesa (Solanum tuberosum), batata aipo (Arracacia xanthorrhiza),
mandioca (Manihot esculenta), e acafrdo-da-terra (Curcuma longa)
obtidos de fontes comerciais (sem agrotdxico).
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3.3.PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.3.1. Cultivo e Dbiotransformacdo com levedura
Spathaspora roraimanensis

3.3.1.1.Cultivo das leveduras

Para o cultivo da levedura Spathaspora roraimanensis,
preparou-se uma solugdo com 2% de peptona, 1% de extrato de levedura
e 2% de D-glicose (ou 2% de D-xilose), ajustando o pH para 5 e
completando o volume até 50 mL. Esta solugdo foi colocada em um
erlenmeyer de 250 mL e esterilizada em uma autoclave a 121°C, 1 atm
de pressdo, por 15 min. Apds a esterilizacdo retirou-se 3 mL desta
solucdo e transferiu-se para um tubo de ensaio estéril para realizar o pré-
indculo da levedura (semeadura), mantendo o tubo sob agitacdo orbital
(160 rpm), 28°C por 48h. O restante da solucdo foi armazenado na
geladeira durante este periodo. Apds as 48h, retirou-se 50 uL do pré-
inéculo transferindo-os para a solugdo no erlenmeyer e colocando em
seguida 0 mesmo por 48h sob agitacdo orbital (160 rpm) a 28°C. Apds
as 48h o contetdo foi transferido para um tubo Falcon e centrifugado a
4°C e 6000 rpm, o sobrenadante foi descartado e a levedura foi lavada
com &gua destilada e novamente centrifugada, repetindo o ciclo por 3
vezes. A levedura foi armazenada na geladeira (4 - 8°C) no tubo Falcon
com agua destilada.

A metodologia de cultivo da levedura foi adaptada do trabalho
de Cadete et al (2013).%°

3.3.1.2.Biotransformacao com levedura Spathaspora
roraimanensis

As reacOes de biotransformacdo com a levedura cultivada em
laboratério foram realizadas em micro escala, com uma razdo
substrato/levedura (S/L) de 8 mg g em solucdo tampao fosfato de
potassio/citrato (pH 3,5-8,5), em um volume total inicial de 3 mL.
Posteriormente, foram realizados testes de biotransformacdo em
volumes de 30 mL, com a mesma razdo S/L.°" A formacéo dos produtos
das reacOes foram acompanhadas por analises de CG-quiral, utilizando a
técnica de microextracdo para extrair os reagentes e produtos do meio
reacional.
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3.3.2. Redugdo dos compostos carbonilicos via quimica

A reducdo de compostos carbonilicos (5a,b,d-g) e (30a,e-g,j,k)
utilizando o borohidreto de so6dio (NaBH,;) para obter seus
correspondentes alcodis (22a,b,d-g) e (23a,e-g,j,k) foi efetuada em dois
meios reacionais distintos. Sendo utilizadas duas técnicas, uma
utilizando silica (SiO,) e outra utilizando acido bdrico (HsBO3).

3.3.2.1.Reducdo via NaBH,/SiO,

Os compostos derivados do benzaldeido (5a,b,d-g) e da
acetofenona (30a,e-g,j,k) foram reduzidos com NaBH,/SiO, para a
formacdo dos respectivos alcoois. Em um erlenmeyer (125 mL) com
agitacdo magnética adicionou-se 1,0 g dos derivados em
aproximadamente 20 mL de etanol absoluto, seguido de 0,6 g de NaBHj,
(15 mmol) e 1,0 g de silica gel (5-40 ). As reacdes foram monitoradas
por cromatografia de camada delgada (ccd), utilizando misturas n-
hexano/acetato de etila em diferentes propor¢des. Apds o término das
mesmas, a mistura reacional foi filtrada e lavada com diclorometano (3
x 20 mL), sendo este evaporado no rotaevaporador.*’

Os correspondentes alcoois foram analisados por 1V, RMN de
'H, CG-quiral e medidas de rotacéo dptica (quando pertinente), servindo
como padrdes para as reacfes de biotransformagdo. Estes compostos
foram usados como padrdes para as reagdes de biotransformacao.

3.3.2.2.Reducédo via NaBH4/H3BO3

Alternativamente efetuou-se a reacdo de redugdo com
NaBH4/H3;BOs. Este método é uma alternativa que pode ser considerada
como sendo mais ecologicamente correta, pois nestas condi¢fes foram
adicionados quantidades equimolares de NaBH,;, HsBO; e dos
compostos carbonilicos em um graal e macerados até a completa
homogeneizacdo e formagdo do produto. A reacdo também foi
monitorada por ccd utilizando misturas n-hexano/acetato de etila em
diferentes proporgbes. Ao final o produto foi extraido com
diclorometano (2x 20 mL) e filtrado.** Apés a evaporacdo do
diclorometano os produtos também foram caracterizados por técnicas
espectroscopicas de RMN de 'H, 1V, CG-quiral e medidas de rotacio
oOptica (quando pertinente).
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3.3.3.Biotransformacéo utilizando fermento de péo
comercial (FP)

Para as reagOes de biotransformacdo com FP, colocou-se em
um erlenmeyer de 125 mL, 0,5 mmol dos substratos (5a,b,d-g) e (30a,e-
0.j,K) dissolvidos em 18 mL de n-hexano, 42 mL de solucdo tamp&o
fosfato de potassio/acido citrico (pH 3,5-8,5) e 4 g de FP. Este sistema
foi submetido a agitacdo com temperatura controlada (20-40°C).

As condicBes experimentais iniciais foram adaptadas de
trabalhos descritos na literatura.'”’

Aliquotas foram tiradas da reacdo em tempos pré-determinados
e extraidas com diclorometano (3 x 15 mL) ou usando a técnica de
microextragdo. A formacdo ou ndo dos produtos foi acompanhada
fubmetendo as amostras extraidas a andlises por CG-quiral e RMN de

H.

3.3.4. Biotransformacéo utilizando cenouras (Daucus carota)
e/ou outros vegetais

Para a biotransformacéao de (5a,b,d-g) e (30a) foram adquiridas
cenouras frescas no comércio local deste género. Lavou-se as cenouras
com agua corrente e, em seguida, estas foram cortadas em fatias de
aproximadamente 0.5 cm (sem descascar). Pesou-se 10 g em um
Erlenmeyer de 125 mL e em seguida adicionou-se 50 mL de solugéo
tampdo potassio/acido citrico (pH 6 - 9) e 0,2 mmol dos substratos. O
sistema foi submetido a agitacdo sendo tiradas aliquotas da reacdo em
tempos pré-determinados e extraidas com diclorometano (3 x 10
mL).% % A formacéo ou néo dos produtos foi acompanhada submetendo
as amostras extraidas a anélises por ccd, CG e RMN de 'H.

O mesmo procedimento foi adotado para a biotransformacao de
5a e 30a com macd, lirio-do-brejo, batata-doce, batata inglesa, batata
aipo, mandioca e acafrdo-da-terra.

3.3.5. Microextragéo

Para efetuar a extracdo dos produtos das reagdes realizadas em
micro-escala na biotransformacdo da (4S)-carvona (32) com leveduras
Spathasporas roraimanensis e nas biotransformagdes com FP e
cenouras, foi utilizada a técnica de microextracéo.
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Foi inserida uma membrana porosa, oca e tubular de
polipropileno de aproximadamente 1,0 cm em um fio de ago inoxidavel
fixado na tampa de um frasco de vidro de 4 mL. Depois de fixada, a
membrana foi mergulhada em um solvente adequado por alguns
segundos e imersa no frasco com a amostra do meio reacional, sendo o
sistema mantido sob agitacdo constante por 15 min. Apds este tempo, a
membrana foi removida do fio de aco e introduzida num frasco
eppendorf contendo 80 uL de diclorometano. Este sistema foi colocado
em banho de ultrassom por 5 min e a solucdo resultante analisada por
CG-quiral (Figura 28).°"1%

Membrana
com Solvente

A /
i-=R
aa

Re-extragdo
(80 pL_de CH:Cl2)

M
—k[-Cd

Cromatografia gasosa Amostra Ultrasson

Aliquota Agitagdo (15 min)

Figura 28. Esquema da técnica de microextragdo com membrana oca de
polipropileno.

Na microextracdo da biotransformacdo de 32 com a levedura S.
roraimanensis, o solvente extrator utilizado foi o tolueno, com os
derivados 5a,b,d-g utilizou-se o 1-octanol e com 30a,e-g,j,k solvente foi
0 1-hexanol.

3.3.6.Determinacdo da conversdo e caracterizacdo dos
produtos por cromatografia gasosa.

As aliquotas retiradas do meio reacional e depois de extraidas
por microextracdo ou extracdo liquido-liquido tradicional, foram
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analisadas no cromatografo a gas equipado com uma coluna capilar de
fase estacionaria quiral (CG-quiral). A conversdo (c) em produto foi
calculada utilizando a Equagdo 1, e os valores de excesso
diasteroisomérico (e.d.) ou enantiomérico (e.e.) com a Equacao 2.

c= (area do produto) % 100 Eq. 1

(area do substrato) + (area do produto)

(area do isdbmero maior) - (area do isdmero menor)

ed. ouee. = x100 Eq.2

(&rea do isdbmero maior) + (area do isbmero menor)

As condicOes de analise de CG-quiral para cada substrato estdo
apresentadas nos itens abaixo.

3.3.6.1.Condigdes de programacdo do CG-quiral para a
(4S)-carvona (32)

- Coluna: Supelco (BetaDEX™ 120, 30m x 0.25mm x 0.25pum)

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

- Injetor split (50:1): 220°C

- 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).

- volume da amostra: 1 puL

3.3.6.2.Condi¢bes de programacdo do CG-quiral para os
derivados do benzaldeido (5a,b,d-g) e da
acetofenona (30a,e-g,j,k)

- Coluna: Restek (RT-BetaDEX-sm, 30m x 0.32mmID x 0.25mm
df)

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

- Injetor split (50:1): 220°C

- Fluxo do gés de arraste (Hy): 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: 1 puL
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. BIOTRANSFORMACAO DA (4S)-(+)-CARVONA
MEDIADA POR LEVEDURA SPATHASPORA
RORAIMENSIS (S. roraimanensis)

Em trabalho realizado anteriormente, foi efetuada a
biotransformacdo da (4S)-(+)-carvona (32) utilizando as leveduras S.
cerevisiae, C. flavescens e S. roraimanensis, e 0s fungos CF 0305 e CG
0504.® A partir dos resultados obtidos nas biotransformacdes
realizadas em sistemas de microescala, utilizou-se a levedura S.
roraimanensis para otimizar algumas condi¢des experimentais, tais
como, variacdo do pH, agitacdo do sistema, temperatura, massa do
substrato e da levedura, com o objetivo de aumentar a conversdo do
substrato e a seletividade dos produtos obtidos.

Na Figura 29 sdo apresentados os possiveis produtos obtidos na
biotransformacdo da (4S)-(+)-carvona (32) mediada pelas células da
levedura S. roraimanensis.

33a (1S,4S) 33b (1R,4S)
O . .
S. roraimanensis
_—
Tampéo pH=6,5;
25°C; 48h;
agitacéo orbital (150 rpm)
32 34a(1S,25,4S)  34b (1R,25,4S) 34c (1S,2R4S)  34d (1R,2R/4S)
35a (2S,4S) 35b (2R,4S)

Figura 29. Estruturas dos possiveis produtos obtidos na biotransformagdo da
(4S)-(+)-carvona (32) com a levedura S. roraimanensis.
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Os estudos iniciais foram feitos com a levedura cultivada em D-
glicose, sendo a identificacéo e caracterizacdo da formacdo dos produtos
determinada pela comparagdo dos tempos de retengdo com 0s
respectivos padrdes adquiridos da Sigma-Aldrich. Na Figura 30 esta
apresentada a sobreposicdo das analises de cromatografia gasosa para 0s
padrGes adquiridos e a analise da biotransformacdo de 32 com a
levedura S. roraimanensis. Nao foi observada a formacdo dos carvedis
35a e 35b.

33a 34a

Area relativa (%)

[
Y N S~

8 3 10 Tempo (min) 11

Figura 30. Sobreposi¢éo dos cromatogramas de CG-quiral. [azul: dihidrocarvedis
adquiridos da Sigma-Aldrich (75% de 34a, 13% de 34b, 3% de 34c e 6% de 34d); preto:
padrédo 32; vermelho: dihidrocarvonas (33a e 33b) e verde: aliquota da biotransformacéo de 32
com levedura S. roraimanensis]

4.1.1. Influéncia da agitacéo e do pH na biotransformacéo de 32

As enzimas tem por caracteristica atuarem melhor como
biocatalisadores a uma determinada faixa de temperatura e pH, sendo
gue estas informagdes sdo importantes na perspectiva de utiliza-las em
reacdes de biocatalise com possiveis aplicacdes industriais.® Deve-se
considerar que 0s microrganismos sdo suscetiveis de sofrer danos em
sua estrutura devido a agitacdo mecanica, diminuindo ou até perdendo a
atividade enzimatica.'”

Para avaliar a influéncia destes pardmetros, variou-se o pH do
meio reacional de 2,5 até 8,5 sob duas condigdes diferentes de agitagdo,
orbital e a magnética. A identificacdo e caracterizacdo dos produtos
foram determinadas pela comparacdo dos tempos de retencdo com 0s
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respectivos padrdes comerciais. Os resultados de conversdo e e.d. para a
formacdo de 33a,b e 34a-d foram determinados por cromatografia
gasosa e estdo apresentados nas Figuras 31 e 32, respectivamente.

100 T T T T T T 100

50 - 50

Conv. (%)
e.d. (%)

Figura 31. Efeito da variagdo do pH do meio reacional na biotransformacéo de
32 com levedura S. roraimanensis utilizando agitacdo orbital. [Condigdes: 180 mg
levedura; 9,4 pmol de 32; 3 mL solucéo tampdo (0,1 mol L™, pH 2,5-8,5); 25°C; 48 h; agitacdo
orbital (150 rpm); (conv.: m - 33a-b e @ - 34a-d; e.d.: o - 33a-b e o - 34a-d)]

Observa-se na Figura 31 que o melhor resultado de
biotransformacdo da (4S)-carvona (32) em produtos foi em pH 6,5,
formando as dihidrocarvonas (33a-b) com conversédo de 21,5% e e.d. de
33a (1S,4S) de 88%, e os dihidrocarvedis (34a-d) com conversdo de
71,6% e e.d. de 34d (1R,2R,4S) de 16%. A dihidrocarvona 33b (1R,4S)
foi formada em baixas conversdes (0,5 - 2,5%), apresentando valores de
e.d. de 40 - 77% entre pH 2,5 e 5,5. Ao usar os pH 6,5 até pH 8,5, houve
a formacdo preferencial de 33a (1S,4S) com valores de e.d. de 18 - 88%.
Em pH 2,5, 3,5 e 5,5 a formacdo dos dihidrocarveois (34a-d) ndo foi
seletiva, e néo foi possivel calcular os valores de e.d.. Em pH 4,5, 6,5 e
7,5 ocorreu preferencialmente a formacdo de 34d (1R,2R,4S) com e.d.
variando de 16 - 24%, e em pH 8,5 observou-se a formacdo de 34a
(1S,2S,4S) com e.d. de 12%.

A partir dos valores de conversao e de seletividade dos produtos
formados verifica-se que a biotransformacgdo da (4S)-carvona (32) com
levedura S. roraimanensis sob agitacdo orbital foi dependente do pH do
meio, indicando que este influenciou na atividade enzimatica.
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A seguir, realizou-se a biotransformagdo de 32 nas mesmas
condicdes anteriores, mas sob agitagdo magnética. Os resultados estdo
apresentados na Figura 32.

100 - 100

50 - 50

Conv. (%)
e.d. (%)

pH

Figura 32. Efeito da variacdo do pH do meio reacional na biotransformacédo da
(4S)-carvona (32) com levedura S. roraimanensis utilizando agitacdo magnética.
[Condigdes: 180 mg levedura; 9,4 umol de 32; 3 mL solugo tampéo (0,1 mol L, pH 2,5-8,5);
25°C; 48 h; agitagdo magnética (150 rpm); (conv.: m - 33a-b e e - 34a-d; e.d.: o - 33a-
b e o - 34a-d)]

Como pode ser observado, utilizando a agitacdo magnética os
melhores resultados foram obtidos em pH 7,5 formando as
dihidrocarvonas (33a-b) com conversdo de 4,7% e e.d. de 33a (1S,4S)
de 26%, e os dihidrocarvedis (34a-d) com conversao de 67,7% e e.d. de
34d (1R,2R,4S) de 28%.

Comparativamente aos resultados da agitacdo orbital, a
magnética ndo foi muito efetiva para a conversdo do substrato a
produtos. Estes resultados podem ser explicados considerando a
dificuldade em manter a velocidade correta da agitacdo neste sistema,
sendo que agitagdes muitos vigorosas podem afetar fisicamente as
leveduras danificando as mesmas e diminuindo a capacidade das
enzimas ali presentes em efetuar a biotransformacéo do substrato. %'

A partir dos resultados obtidos na biotransformacéo da (4S)-
carvona com a levedura S. roraimanensis em diferentes valores de pH e
dos dois tipos de agitacdo, foi selecionado o pH 6,5 e a agitacdo orbital
para realizar os estudos subsequentes, que se relacionam a variacdo da
temperatura, massa de levedura e do substrato, tempo de estocagem da
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levedura, reutilizagdo e volume do meio reacional. Estes estudos visam
obter os produtos com conversfes e excessos diastereoisoméricos
maiores.

4.1.2. Efeito da variacdo da temperatura

O incremento da temperatura, em geral leva a um aumento da
capacidade dos biocatalisadores transformarem os substratos, uma vez
que temperaturas maiores, em geral, aceleraram as colisdes entre 0
biocatalisador e o substrato. No entanto, aumentos de temperatura
podem causar a inativacdo das enzimas afetando o desempenho dos
biocatalisadores.”® Portanto, a influéncia da temperatura na
biotransformacdo de 32 foi avaliada entre 15 e 35°C, em intervalos de
5°C. Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 33.

100 T T T T T 100

50 - 50

Conv. (%)
e.d. (%)

Temperatura (°C)

Figura 33. Efeito da variacdo da temperatura na biotransformacdo da (4S)-
carvona com levedura S. roraimanensis. [Condigges: 180 mg levedura; 9,4 umol de 32;
3 mL solugéo tampéo (0,1 mol L™, pH 6,5); 25°C; 48 h; agitaco orbital (150 rpm); (conv.: m
- 33a-be e -34a-d; e.d.: o - 33a-b e o - 34a-d)]

Observa-se na Figura 33 que a temperatura influenciou na
conversdo da (4S)-carvona (32) em produtos. Para as dihidrocarvonas
ocorreu a formacdo preferencial de 33a (1S,4S) em todas as
temperaturas, com valores de e.d. variando de 54 - 94%, sendo que a
maior conversao obtida foi de 20% com e.d. de 88% a 25°C.

A conversdo em 33b (1R,4S) foi baixa (0,1 - 1,5%) em todas as
temperaturas estudadas, sendo que o maior valor foi obtido a 25°C
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(1,5%). O dihidrocarveol 34d (1R,2R,4S) foi obtido com conversdo de
41,7e7,8% e e.d. de 16 e 10% a 25°C e a 35°C, respectivamente. Em
15, 20 e 30°C, obteve-se 34a (1S,2S,4S) com conversdo 1,8 - 20,5 e
35,5% e e.d. de 18, 16 e 20%, respectivamente.

A obtencdo dos maiores valores de conversdo em 33 (21,5%) e
34 (71,6%) na temperatura de 25°C, e diminuicdo destes a 35°C (20,2%)
e 15°C (4,1%), condizem com o fato de que reacdes biocatalisadas s&o
mais eficientes em temperaturas nas quais a atividade enzimatica é
maior. De modo andlogo Silva et al (2013), reportaram a reducdo
assimétrica da (4S)-carvona com leveduras S. cerevisiae em sistema
aquoso, obtendo 34d (1R,2R,4S) com conversdo de 52% e e.d. >99%
entre 35 e 40°C, sendo que a 20 e 45°C as conversdes em 34d foram de
30% e 24%, respectivamente.67

Baseando-se nos valores de conversdo de 32 em 33 e 34, a
temperatura de 25°C foi selecionada para os estudos subsequentes.

4.1.3. Influéncia do tempo

Neste estudo, foi avaliada a influéncia do tempo na
biotransformacdo de 32 com levedura S. roraimanensis em sistema
aquoso e nas melhores condicBes j& estudadas. A biotransformacéo foi
monitorada entre 5 e 48h, no intuito de verificar se em tempos menores
ocorreu preferencialmente a formagéo das dihidrocarvonas (33a-b) ou
dos dihidrocarvedis (34a-d). Os resultados obtidos estdo apresentados
Tabela 2.

Tabela 2. Biotransformagdo de 32 com leveduras S. roraimanensis em funcéao
do tempo.

Entrada  Tempo (h) Conv. (%) e.d. (%) Conv. (%) e.d. (%)
33 (conf.) 34 (conf.)
1 5 4,0 >99 (15,4S) 51 0
2 8 8,4 96 (1S,4S) 71 6 (1S,2S,4S)
3 24 15,9 92 (1S,4S) 339 2 (1S,25,4S)
4 48 21,5 88 (1S,4S) 71,6 16 (1R,2R,4S)

Condigdes: 9,4 umol de 32; 180mg levedura; 3 mL tampé&o pH 6,5; 25°C.

Observa-se nos dados da Tabela 2, que as conversdes em
dihidrocarvonas (33a-b) aumentaram de 4 - 21,5% quando o tempo de
reacdo variou de 5 - 48h, e os valores de e.d. de 33a (1S,4S) diminuiram
de >99 - 88%. Os dihidrocarvetis (34a-d) foram obtidos com
conversdes de 5,1 - 71,6% entre 5 - 48h, com e.d. de 34a (1S,2S,4S) de 6
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e 2% em 8 e 24h respectivamente, e e.d. de 34d (1R,2R,4S) de 16% em
48h. Salienta-se que em 5h, as conversfes em 33 e 34 foram baixas (4,0
e 51%, respectivamente) e ndo foi observada seletividade para a
formagcéo dos dihidrocarveoéis (34a-d), ndo sendo possivel obter valores
deed.

A partir dos resultados obtidos e apresentados na Tabela 2,
decidiu-se monitorar a biotransformagdo somente em 24 e 48h nos
estudos da variacdo da massa de levedura e do substrato.

4.1.4. Efeito da massa de levedura Spathaspora roraimanensis na
biorreducao de 32

Além da seletividade dos produtos formados, tempo de reacdo e
guantidade de enzimas menores sdo desejados quando se planeja uma
futura aplicagdo industrial do biocatalisador. Esta reportado na literatura
recente que a quantidade de biocatalisador também pode influenciar a
formacdo e seletividade dos produtos em wuma reacdo de
biotransformagao.

Nas Figuras 34 (A: 24h e B: 48h), estdo apresentados o0s
resultados de conversdo obtidos na biotransformagdo da (4S)-carvona
(32) em funcgdo da variagdo da massa de levedura S. roraimanensis.
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Figura 34. Valores de conversdo e e.d. em dihidrocarvonas (33a-b) e
dihidrocarvedis (34a-d) em funcdo da massa de levedura (A: 24h e B: 48h).
[Condigbes: 9,4 umol de 32; 3 mL tamp&o pH 6,5; 25°C; agitago orbital (150 rpm); (conv.:
m-33a-b e e - 34a-d; e.d.: o - 33a-b e o - 34a-d)]

Em 24h de reacdo, observa-se que para as dihidrocarvonas
(33a-b) a maior conversdo foi de 15,9% e e.d. de 33a (1S,4S) de 92%,
ao usar 180 mg de levedura. Utilizando quantidade de levedura menor
ou maior foi verificada uma diminuicdo nas conversdes em 33a-b, sendo
de 159 a 1,7%. Para os dihidrocarvetis (34a-d) as conversdes
aumentaram de 20,1 a 40,4% com o aumento da massa de levedura de
90 a 360 mg, ndo tendo seletividade em relacdo a formag&o preferencial
de um dos produtos.

Em 48h, a maior conversdo para as dihidrocarvonas (33a-b) foi
de 21,5% e e.d. de 33a (1S,4S) de 88%, ao usar 180 mg da levedura.
Foram observados valores menores de conversdao em 33a-b (21,5 —
2,3%) quando a massa foi menor ou maior que 180 mg. Para 0s
dihidrocarveois (34a-d), os melhores resultados foram obtidos com 180
mg de levedura, sendo a conversdo de 71,6% e e.d. de 34d (1R,2R,4S)
de 16%. Ao usar massa do biocatalisador menor ou maior do que 180
mg, observou-se um decréscimo nos valores de conversdo (71,6 —
38,2%).

O decréscimo nos valores de conversdo do substrato a produtos
com o0 aumento da massa de levedura em 48h de reacéo, condiz com
estudo de Surendhiran et al. (2014), que utilizaram células livres de
Rhodotorula mucilaginosa para a obtencdo de biodiesel a partir de
microalgas Chlorella salina. Foi observado um aumento na converséo a
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biodiesel (15 - 23%) com a massa de levedura (0,5 - 1,5 g), e posterior
diminuicdo na conversdo (23 - 17%) com quantidades maiores de
levedura (1,5 - 2,5 g).

O decréscimo nos valores de conversdo com 0 aumento da
massa do biocatalisador € justificado pelos autores como sendo uma
obstrugdo na transferéncia de massa, aumentando a dificuldade do
biocatalisador entrar em contato com o substrato, acarretando em uma
inibicdo por parte das préprias leveduras.**

A partir destes resultados manteve-se & massa de 180 mg de
levedura para os estudos subseqlientes, que se relacionam a massa de
substrato, estocagem e reutilizacdo da levedura.

4.1.5. Efeito da quantidade de (4S)- carvona (32)

ReacOes envolvendo a catalise enzimatica em geral sdo
sensiveis a presenca de substratos (e solventes) organicos, existindo
limitacOes para a aplicacdo das quantidades destes aos quais as enzimas
podem ser expostas ou submetidas.?’ Para avaliar este efeito, variou-se a
quantidade de 32 de 6,4 a 25 umol e nas melhores condictes
experimentais obtidas nos outros estudos. Os valores de conversdo em
33a-b e 34a-d em funcdo da quantidade de 32 estdo apresentados na
Figura 35 (A: 24h e B: 48h).
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Figura 35. Valores de converséo e e.d. em 33a-b e 34a-d em fungéo da adicdo
da massa de substrato (A: 24h e B: 48h). [Condigdes: 6,4-25 umol de 32; 180mg de
levedura; 3 mL tampéo pH 6,5; agitagdo orbital (150 rpm); 25°C; (conv.: m - 33a-b e o -
34a-d; e.d.: o - 33a-b e o - 34a-d)]

Observa-se que em 24h a formacao das dihidrocarvonas (33a-b)
foi de 15,9% e o e.d. de 33a (1S,4S) de 92% ao usar 9,4 pumol de
substrato. Utilizando quantidades menores ou maiores do substrato,
ocorreu diminuicdo na formagdo de 33a-b (15,9 - 2,9%). Para o0s
dihidrocarveois (34a-d) observou-se o maior valor de conversdo de
40,8% e e.d. de 34a (1S,25,4S) de 20% com 6,4 umol de substrato,
sendo que estas decresceram (40,8 - 16,8%) em quantidades maiores do
substrato (6,4 a 25 umol).

Em 48h de reacdo, a maior conversdo em dihidrocarvonas (33a-
b) foi de 21,5% e e.d. de 33a (1S,4S) de 88% ao usar 9,4 pumol de
substrato, tendo sido observados decréscimos na conversdo ao usar
guantidades menores ou maiores do substrato (21,5 - 5,8%). Na
formag&o dos dihidrocarvedis (34a-d), a maior conversdo foi de 72% e
e.d. de 34d (1R,2R,4S) de 6%, ao usar 12,8 umol de 32. Foram
observados decréscimos (72 - 29%) ao utilizar quantidades maiores do
substrato.

A diminuicdo nos valores de conversdao de 32 em 33 (21,5 -
5,8%) e 34 (71,6 - 29,0%) com a quantidade do substrato (9,4 - 25
umol) mostraram que uma maior quantidade do substrato inibiu a
atividade das enzimas presentes na levedura influenciando na
biotransformagdo deste a produtos. Estes resultados condizem com o
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trabalho de Silva et al (2012) na biotransformacdo da (4R)-carvona com
levedura S. cerevisiae em sistema aquoso, sendo observado um
decréscimo na formagdo dos produtos de 61 a 6% com o aumento da
concentrago do substrato de 16,6 a 166,4 mM.%

A quantidade de 9,4 umol de 32 foi escolhida como sendo a
mais adequada para sua biotransformacdo com a levedura S.
roraimanensis, sendo esta utilizada para avaliar o efeito da estocagem e
da reutilizacdo do biocatalisador.

4.1.6. Efeito do tempo de estocagem do biocatalisador

As leveduras S. roraimanensis cultivadas em D-glicose foram
colocadas em um tubo Falcon com &agua destilada e armazenadas na
geladeira (4 - 8°C) para efetuar estudos sobre a resisténcia e a
manutencdo da capacidade de biotransformar a (4S)-carvona (32).

Na Figura 36 estdo apresentados os valores da conversao em 33
e 34 em funcdo dos diferentes tempos de armazenamento da levedura.
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Figura 36. Valores de conversdo em 33 e 34 em funcdo do tempo de estocagem
da levedura. [CondigGes: 9,4 umol de 32; 180mg de levedura; 3 mL tamp&o pH 6,5; 48h;

25°C; agitago orbital (150 rpm); (conv.: m - 33a-b e m - 34a-d)] *os valores de e.d. ndo
estdo apresentados na Figura.

E possivel observar que apds o primeiro més de estocagem, a
capacidade da levedura de biotransformar o substrato ndo sofreu
alteragdes significativas. A conversdo em 33 foi de 21,5% a 24% e e.d.
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de 33a (1S,4S) de 88 a 90%, e a conversdo em 34 foi de 71,6% e 69,6%
e e.d. de 34d (1R,2R,4S) de 16 e 18%, respectivamente.

Ap6s 5 meses de estocagem da levedura, as converses em 33
foram de 11,7% com e.d. de 33a (1S,4S) de 28%, e diminuiram para
3,9% (e.d. de 33a (1S,4S) de 62%) e 8,5% (e.d. de 33a (1S,4S) >99%)
em 6 e 8 meses de estocagem, respectivamente. A conversdo em 34, ao
usar a levedura estocada por 5 meses foi de 50% com e.d. de 34d
(1R,2R,4S) de 6%, decrescendo para 38,7% e 2,5% com e.d. de 34a
(1S,2S,4S) de 24% apds 6 e 8 meses, respectivamente.

Deve-se ressaltar que as leveduras apresentam boa resisténcia e
capacidade de serem conservadas nas condices em que foram
acondicionadas, tendo em vista que ap6s 5 meses, estas ainda foram
capazes de biotransformar 61,7% do substrato a produtos.

4.1.7. Influéncia da reutilizagdo da levedura S. roraimanensis

As leveduras utilizadas foram lavadas trés vezes com &gua
destilada, centrifugadas e  posteriormente  reutilizadas na
biotransformacédo da (4S)-carvona (32). Os resultados deste estudo estdo
apresentados na Figura 37.
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Figura 37. Conversdo em 33 e 34 em funcdo da reutilizacdo da levedura S.
roraimanensis na biotransformacao de 32. [Condigdes: 9,4 umol de 32; 3 mL tamp&o
pH 6,5; 25°C; 48h; agitacdo orbital (150 rpm); (m - 33a-b; m - 34a-d)] *os valores de e.d.
ndo foram apresentados na Figura.

Para fins comparativos, na Figura 37 sdo também apresentados
os valores de conversdo em 33 e 34 da primeira utilizacdo da levedura
nas mesmas condicdes da reutilizagdo. Observaram-se decréscimos nas
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porcentagens da formacdo das dihidrocarvonas (33a-b), diminuindo de
21,5% na primeira utilizagdo para 3,8% no primeiro reuso e para 0,7%
no segundo. Os valores de e.d. de 33a (1S,4S) foram de 88, 25 e 53%,
respectivamente. Para os dihidrocarvedis (34a-d) a porcentagem de
formacdo diminui de 71,5% (e.d. de 34d (1R,2R,4S) de 16%) da
primeira utilizacdo para 53,2% (e.d. igual a zero) no primeiro reuso, e
11% (e.d. de 34c (1S,2R,4S) de 34%) no segundo reuso.

Notou-se um decréscimo na porcentagem de conversdo de 32
em 33 e 34 de 93,1 - 57% da primeira utilizacdo para a primeira
reutilizacdo, e de 11,7% na segunda reutilizag&o.

O decréscimo na capacidade das enzimas presentes na levedura
em biotransformar o substrato ocorreu, provavelmente, pela diminuicdo
da atividade destas, que é possivelmente causado pelo tempo de
exposicdo ao substrato e aos produtos e pela agitacdo mecénica
excessiva ao qual foram submetidas durante a centrifugagdo. Porém, foi
verificada a capacidade de biotransformacdo de 32 ap6s a primeira
reutilizacdo, e este resultado sugere que esta levedura podera ser
imobilizada em algum suporte polimérico (ex.: alginato de calcio),
visando manter sua atividade.

4.1.8. Influéncia do tempo na biotransformacdo de 32 com S.
roraimanensis cultivada em D-xilose

Na perspectiva de verificar se 0 meio no qual as leveduras
foram cultivadas influéncia na capacidade de conversao e seletividade
dos produtos formados na biotransformacdo de 32, as melhores
condi¢des obtidas nos estudos com a S. roraimanensis cultivada em D-
glicose, foram estendidas para esta levedura cultivada em D-xilose. Os
resultados das conversdes e e.d. em 33 e 34 estdo apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3. Conversdao em 33 e 34 com a levedura cultivada em D-xilose.

Entrada  Tempo (h) Conv. (%) e.d. (%) (conf.) Conv. (%) e.d. (%)
33 34 (conf.)
1 5 6 >99 (15,4S) 2,2 0
2 8 13 >99 (15,4S) 53 0
3 24 10 >99 (1S,4S) 50,4 0
4 48 8,2 78 (1S,4S) 87,1 42 (1R,2R,4S)
5 60 1 77 (15,4S) 98,7 44 (1R,2R,4S)

[Condigc”)es: 9,4 umol de (4S)-carvona; 180 mg de levedura; 3 mL tampdo pH 6,5; agitacéo
orbital (150 rpm); 25°C]
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Observa-se na Tabela 3 que os valores de conversdo em
dihidrocarvonas (33) foram de 6, 13 e 10% com e.d. de 33a (1S,4S) de
>99% em 5, 8 e 24h respectivamente, e diminuindo para 8,2% e e.d. de
33b de 78% em 48h, e 1% com e.d. de 33a (1S,4S) de 77% em 60h.
Para os dihicrocarveois (34), observaram-se conversdes de 2,2 - 5,3 e
50,4% em 5, 8 e 24h, respectivamente com valores de e.d. igual a zero.
Em 48h e 60h, as conversdes em 34 foram de 87,1 e 98,7% e e.d. de 34d
(1R,2R,4S) de 42 e 44%, respectivamente. Ressalta-se que a
biotransformacdo da (4S)-carvona (32), foi acompanhada até 60h apenas
com a levedura S. roraimanensis cultivada em D-xilose.

Destaca-se que as conversfes em 33 aumentaram até 8h (6 -
13%) e diminuiram (10 - 8,2%) em 24 e 48h, respectivamente. As
conversfes em 34 aumentaram gradativamente de 2,2 a 87,1% entre 5 e
48h. No mesmo estudo utilizando a levedura cultivada em D-glicose, a
conversdao em 33 e em 34 aumentaram gradativamente de 4 - 21,5% e
5,1 a 71,6%, respectivamente entre 5 e 48h (Tabela 2).

Estes resultados mostram que a levedura cultivada em D-xilose
atuou na reducgdo tanto da ligagdo dupla C=C quanto na C=0 em uma
velocidade maior do que a levedura cultivada em D-glicose em até 48h
de reacdo, formando 34 em maiores conversdes.

4.1.9. Biotransformacao de 32 em escala maior do sistema reacional

Sempre que sdo efetuadas transformacdes quimicas € desejavel
avaliar em qual escala reacional estas sdo mais efetivas, tanto pela
guantidade de residuos gerados, pela eficiéncia de aproveitamento dos
reagentes e também pela facilidade de recuperagdo dos produtos do
meio reacional. De maneira particular, em processos biocatalisados estes
fatores sdo relevantes para diminuir o custo reacional e apresentar uma
viabilidade econbmica em serem, por exemplo, incorporados na
industria quimica.

Na perspectiva de realizar a biotransformacao de 32 em escalas
maiores, aumentou-se o0 sistema reacional na proporcdo de 10 vezes,
baseando-se nas melhores condi¢Bes reacionais obtidas. Os estudos
foram realizados com a levedura S. roraimanensis cultivada tanto em D-
glicose como em D-xilose em 5 e 48h de reacdo. Os resultados destes
estudos estdo apresentados nas Tabelas 4 € 5.
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Tabela 4. Biotransformacdo de 32 com levedura S. roraimanensis cultivada em
D-glicose em funcdo do tempo.®

Entrada  Tempo Conv. (%) e.d. (%) Conv. (%) e.d. (%) (conf.)
(h) 33 (conf.) 34
1 5 0,7 >99 (15,4S) 2,2 28 (1R,25,4S)
2 8 14 >99 (15,4S) 2,4 0
3 24 0,7 60 (1S,4S) 11,1 0
4 48 11,9 92 (1S,4S) 154 70 (1R,2R,4S)

(a) Condi¢des: 94 umol de 32; 1,8g de levedura; 30 mL tamp&o pH 6,5; 25°C.

Observa-se na Tabela 4 que a conversdo em 33 foi de 0,7 e
1,4% com e.d. de 33a (1S,4S) >99% em 5 e 8h de reacdo (entradas 1 e 2,
respectivamente). Em 24h a conversdo decresceu para 0,7% (e.d. de 33a
(1S,4S) de 60%) e aumentou em 48h para 11,9% (e.d. de 33a (1S,4S) de
92%) (entradas 3 e 4, respectivamente). A conversdo em 34 foi de 2,2%
com e.d. de 34b (1R,2S,4S) de 28% em 5h (entrada 1), aumentando para
2,4% e 11,1% com e.d. igual a zero em 8h e 24h, respectivamente
(entradas 2 e 3). Em 48h a conversdo em 34 foi de 15,4% com e.d. de
34d (1R,2R,4S) de 70% (entrada 4).

O aumento na escala do sistema reacional com a levedura
cultivada em D-glicose levou a um decréscimo na conversdo total do
substrato em produtos de 93,1 para 27,3%, quando o volume da reacéo
aumentou de 3 para 30 mL.

A seguir, foi realizada a biotransformacéo de 32 em 30 mL com
a levedura cultivada em D-xilose. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5. Biotransformagédo de 32 com levedura S. roraimanensis cultivada em
D-xilose em funcéo do tempo.®

Entrada  Tempo (h) Conv. (%) ed. (%) (conf.)  Conv. (%) e.d. (%) (conf.)
33 34

i 5 0.2 09 (18,4S) 23 68 (1R,25,45)
2 8 06 >99 (18,4S) 26 64 (1R,25,49)
3 24 0,1 60 (1S,4S) 145 60 (1R,25,4S)
4 48 0.2 92 (1S,4S) 24,8 40 (1R,25,49)

() Condigdes: 94 umol de 32; 1,89 de levedura; 30 mL tamp&o pH 6,5; 25°C.

Observa-se na Tabela 5, que ao aumentar o volume reacional as
conversdes em 33 foram baixas entre 0,1 e 0,6% com e.d. de 33a
(1S,4S) entre 60 e >99%. Os baixos valores de conversdo em 33 indicam
gue ocorreu simultaneamente a hidrogenacéo das ligagbes duplas C=C e
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C=0 com a formagéo de 34. A conversdo em 34 aumentou de 2,3 -
24,8% e o e.d. para 34b (1R,2S,4S) decresceu de 68 - 40% entre 5 e
48h.

Comparando com o estudo efetuado em 3 mL (Tabela 3),
ocorreu um decréscimo na conversdo total do substrato a produtos de
95,3 para 25% em 48h de reacdo. Também foi observada a mudanca na
seletividade do produto majoritario, passando de 34d (1R,2R,4S) com
e.d. de 42% para 34b (1R,2S,4S) com e.d. de 40%, em volumes de 3 e
30 mL, respectivamente.

Apesar de a relagdo entre a massa de substrato e da levedura
(S/L) ser a mesma, o aumento do volume pode acarretar em uma menor
homogeneizacdo efetiva do meio reacional, dificultando a interacdo da
levedura com o substrato e diminuindo a conversdo deste em produtos.

Pode-se concluir que a biotransformacéo da (4S)-carvona (32)
com a levedura S. roraimanensis ndo foi seletiva, formando as
dihidrocarvonas (33a,b) e os dihidrocarvedis (34a-d). Os melhores
resultados foram obtidos em pH=6,5, 25 °C, em volume de 3 mL e
agitacdo orbital.

4.2.PREPARACAO DOS ALCOOIS 22ab,d-g E 23a,e-g,j via
REDUCAO DE 5abdg E 30aegjk COM
BOROHIDRETO DE SODIO (NaBH,)

Foram preparados os &lcoois 22a,b,d-g e 23a,e-g,j,k, pela
reducdo com NaBH, dos aldeidos 5a,b,d-g e das acetonas 30a,e-g,j,K,
respectivamente. Os alcoois preparados foram devidamente
identificados e caracterizados pelas técnicas de RMN de *H e de 1V,
servindo de padrdes para as andlises de cromatografia gasosa das
reacOes de biotransformacéo.

4.2.1. Preparacédo dos alcodis 22a,b,d-g com NaBH,

Os alcodis 22a,b,d-g foram preparados através da reducdo dos
aldeidos 5a,b,d-g utilizando dois métodos com NaBH, como agente
redutor, um utilizando SiO,, etanol e agitacdo magnética (a), e outro
utilizando H3BO3 e maceracdo (b), conforme Esquema 5
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R: a=H; b= 4-OCHj; d=4-CHs; e=4-NO,; f=2-NO, e g=3-NO,

Esquema 5. Preparacdo dos alcodis 22a,b,d-g através da reducdo dos
correspondentes aldeidos 5a,b,d-g com NaBH,.

Os dados referentes a obtengdo dos alcoois 22a,b,d-g com as
duas técnicas de reducéo utilizadas estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Rendimentos e tempos de reagdo para a preparacdo dos derivados
22a,b,d-g com os dois métodos.

Alcool R Rend. (%) Rend. (%) Aspecto R ©
e (emp) @ (tempo) ¥ ..
22a H 18 /(10 min) 47 (2min) Liquido incolor 0,40
22b 4-OCH; 34 (120 min) 37 (60 min) Liquido incolor 0,39
22d 4-CH; 25 (20 min) 84 (3min) Sélido incolor 0,51
(PF.: 59-61)
22e 4-NO, 11 (20 min) 55 (20 min) Sélido amarelo 0,32
(PF.: 88-90°C)
22f 2-NO; 63 (10 min) 67 (5 min) Sélido marrom 0,36
(P.F.: 57-58°C)
229 3-NO, 43 (15 min) 76 (5 min) Liguido amarelo 0,29
(@ 1 g de substrato, 0,6 g de NaBH,, 1 g de SiO,, 20 mL etanol absoluto, agitacéo
magnética.

(b) Quantidades equimolares de substrato, de NaBH, e H3BO3, maceragéo.
(c) Eluente: n-hexano/acetato de etila (7/3)

Observa-se pelos dados apresentados na Tabela 6 que utilizando
0 método da maceracdo (b) os rendimentos obtidos foram entre 37 -
84%, sendo estes valores maiores que 0s obtidos (11 - 63%) com o
método (a). Além dos rendimentos serem maiores, destaca-se que 0sS
tempos de reacdo usados na técnica de maceracdo foram menores com
todos os substratos.

Os pontos de fusdo obtidos para os compostos solidos 22d, 22¢ e
22f, sdo compativeis aos dos mesmos compostos comercialmente
disponiveis.'?
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Nas Figuras 38, 39 e 40, estdo apresentados respectivamente, 0s
espectros de RMN de H e de IV e a sobreposicéo dos cromatogramas
das analises de CG-quiral de 22a.
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Figura 38. Espectro de RMN de "H do 4lcool 22a. [CDCly; 400MHz]

A partir do espectro de RMN de *H de 22a, observa-se o pico
caracteristico da formagdo do A&lcool (singleto em 4,59 ppm
correspondente aos dois H’). Além disso, destaca-se 0 multiplete entre
7,31 e 7,39 ppm correspondente aos H;.; do anel aromatico e o singleto
em 3,30 ppm atribuido ao H da ligagdo O-H do élcool. Observa-se ainda
0 pico em 5,27 ppm, que é correspondente ao diclorometano néo
evaporado totalmente antes de efetuar as analises.

Para complementar a caracterizacdo do produto 22a na Figura
39 é apresentada a analise de infravermelho (IV), onde destaca-se a
banda em 3338 cm™, referente & deformacéo axial da ligacdo O-H do
alcool formado. As bandas de menor intensidade em torno de 3030 cm™
sdo referentes a deformacéo axial das ligacdes C-H do anel aromatico e
em torno de 2871 cm™ as bandas de estiramento das ligacdes C-H do
grupo metileno. Ainda pode-se destacar a auséncia da banda referente a
carbonila do aldeido de partida. Estes dados sdo concordantes com 0s
relatados na literatura.'*®
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Figura 39. Espectro de IV de 22a. [Filme sobre cela de ZnSe]

A seguir é apresentada a sobreposi¢cdo dos cromatogramas de
CG-quiral para benzaldeido (5a) e do alcool 22a obtido através da
reducdo de 5a por maceragéo.

5a
22a

S

©

= |

g |

5 } L
N8

6 8 10 Tempo (min)

Figura 40. Sobreposicdo dos cromatogramas de 5a e de 22a (B). [Condigdes de
programago para as analises de CG-quiral: descritas no item 3.3.6, pagina 36]

Pelo cromatogramas apresentados na Figura 40, observa-se o
tempo de retencdo para benzaldeido (5a) de 7,4 min e para o
correspondente alcool (22a) de 10,1 min. Destaca-se a presenga somente
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do pico de 22a na andlise do produto das reacbes de reducdo,
demonstrando que ocorreu a total reducdo de 5a utilizando NaBH,.
Estas analises foram utilizadas posteriormente para acompanhar a
formagéo ou ndo dos produtos da biotransformacéo de 5a.

Os espectros de RMN de 'H, IV e os cromatogramas para 0s
alcoois 22h,d-g estdo apresentados no Anexo.

4.2.2. Preparacao dos alcoois 23a,e-g,j,k com NaBH,

Os alcoois 23a,e-g,j,k também foram preparados utilizando os
dois métodos de reducdo com NaBH, conforme apresentado no
Esquema 6.

OH
NaBH,/SiO,/EtOH
\ _ N
| |
ou /-
7~ NaBH,/HsBO5 R
30a,e-g,j,k 23a,e-g,j,k

R: a=H; e=4-CHjg; f= 4-OCHjz; g=4-NO,; j=2-NO, e k=3-NO,

Esquema 6. Preparacdo dos alcodis 23a,e-g,j,k através da reducdo das
correspondentes cetonas 30a,e-g,j,k com NaBHj,.

Os dados referentes ao rendimento e tempo de reacdo da
preparacdo de 23a,e-g,j,k estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Rendimentos e tempos de reacdo da preparacdo de 23a,e-g,j,k pelos
dois métodos utilizados.

Alcool R Rend. (%) Rend. (%) Aspecto R ©
______________________ (tempo) ® ___ (tempo)®
23a H 69 (35min) 80 (75min) Liquido incolor 0,37
23e CH; 51 (10min) 67 (50min) Liquido incolor 0,53
23f OCHj; 35 (120min) 58 (20min) Liquido incolor 0,36
239 4-NO, 52 (30min) 68 (10min) Liquido amarelo 0,37
23j 2-NO, 50 (3 min) 74 (2 min) Liquido amarelo 0,34
23k 3-NO, 46 (10 min) 70 (5 min) Sélido branco 0,36

(P.F.: 55-57°C)
(@ 1 g de substrato, 0,6 g de NaBH,, 1 g de SiO,, 20 mL etanol absoluto, agitacéo
magnética.
(b) Quantidades equimolares de substrato, de NaBH, e H3BO3, maceracéo.
(c) Eluente: n-hexano/acetato de etila (7/3)
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Os rendimentos utilizando a técnica de redugdo com maceracao
(b) foram 58 — 80%, sendo maiores que 0s obtidos pela outro método (a)
(35 — 69%). Na reducdo pelo método da maceragéo, os alcoois 23g, 23]
e 23k com a presenca do grupo retirador nitro (NO,) em diferentes
posi¢des, foram obtidos em tempos de reacdo menores (2-10min).
Comparando os dois métodos, observou-se que a maior diferenca tanto
em rendimento quanto no tempo da reacdo foi verificado para a reducédo
de 30f, que contém um grupo doador (OCHj3). O rendimento em 23f
passou de 35 para 58% e o tempo da reacdo de 120 min para 20 min,
utilizando a maceragdo. Na reducdo de 30a e 30e, 0s tempos de reagédo
foram maiores utilizando a maceracao.

A partir dos dados referentes aos rendimentos e aos tempos de
reacdo para cada um dos métodos utilizados, € possivel afirmar que para
a série de compostos utilizados, tanto os derivados do benzaldeido como
o0s da acetofenona, o0 método de reducdo com NaBH4/H3;BO3z; mostrou-se
mais eficiente. Esta eficiéncia pode ser considerada tanto pelos
rendimentos maiores, bem como pelos tempos menores de reacdo em
geral, e uma economia de solvente.

Nas Figuras 41, 42 e 43 estdo apresentados a sobreposi¢do dos
cromatogramas das andlises de CG-quiral e os espectros das analises de
RMN de 'H e IV, respectivamente, da preparacdo de 23e a partir da
reducdo de 30e com NaBH,.

Area relativa (%)

. N

10 I Tempo (min) 12

Figura 41. Sobreposi¢do dos cromatogramas das analises de CG-quiral de 30e
(preto) e de 23e (azul).

Pela sobreposicdo dos cromatogramas das analises de CG-quiral
apresentados na Figura 41, observou-se a formacdo da mistura racémica
do alcool (23e), com tempos de retencéo de 11,2 e 11,35 min. Ressalta-
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se que o substrato 30e, com tempo de retencdo de 10,8 min, ndo €
observado na analise do produto, mostrando que apesar de ndo ser
seletiva a reducdo com NaBH, foi efetiva. A formacdo da mistura
racémica foi evidenciada nas analises de CG-quiral de todos os
derivados da acetofenona reduzidos com NaBH,.

Na Figura 42 é apresentado o espectro de RMN'H de 23e.
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Figura 42. Espectro de RMN de *H do alcool 23e. [CDCl,; 400MHz]

No espectro de RMN'H apresentado na Figura 42, pode-se
destacar o dublete entre 7,25 e 7,27 ppm referente aos H; e o dublete
entre 7,16 e 7,18 ppm referente aos H, do anel aromatico. O singlete em
2,36 ppm é referente ao grupo metila ligado na posicdo para do anel. O
guarteto entre 4,81 e 4,85 ppm é referente ao H’ e o dublete entre 1,46 e
1,48 ppm é referente a metila ligada no mesmo carbono do grupo O-H.
Destaca-se o0 singlete em 5,29 ppm referente a presenca de
diclorometano na amostra.

A seguir é apresentado o espectro de IV de 23e.
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Figura 43. Espectro de IV de 23e. [Filme sobre cela de ZnSe]

No espectro de IV destaca-se a banda em 3355 cm™, referente a
deformacdo axial da ligagdo O-H do &lcool. As bandas de menor
intensidade entre 3051 e 3022 cm™ sdo referentes a deformacéo axial
das ligacdes C-H do anel aromatico e entre 2924 e 2867 cm™ aos
estiramentos das ligaces C-H do grupo metila. A banda de maior
intensidade em 2973 cm™ é referente & deformacéo axial das ligacdes C-
H da metila ligada ao anel aromatico. Também destaca-se a auséncia da
banda da carbonila da cetona de partida (30e).

Os cromatogramas de CG-quiral e os espectros de RMN de *H e
de IV para os alcoois 23a,f-g,j,k estdo apresentados no Anexo.

4.3. BIOTRANSFORMACOES MEDIADAS COM LEVEDURA
S. CEREVISIAE

As reacOes de biotransformacéo com as levedura S. cerevisiae
presentes no fermento de pdo comercial (FP) foram iniciadas utilizando
0 benzaldeido (5a) e alguns de seus derivados (5b,d-g) e posteriormente
a acetofenona e derivados (30a,e-g,j,I). Estas reacdes foram realizadas
em sistema bifasico (SB), com condi¢Bes experimentais iniciais
adaptadas de trabalhos disponiveis na literatura.*”’
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4.3.1. Biotransformacéo de 5a,b,d-g com FP da marca Fleischmann

Os estudos de biotransformacdo do benzaldeido (5a) e de seus
derivados (5b,d-g) foram efetuados utilizando o fermento de péo
comercial da marca Fleischmann, sendo avaliados a influéncia do grupo
substituinte e a concentracdo de substrato.

4.3.1.1. Influéncia do grupo substituinte

No primeiro estudo realizado com a levedura S. cerevisiae, foi
avaliada a influéncia dos grupos substituintes na biotransformacdo de
5a,b,d-g com FP em SB. Os resultados deste estudo sdo apresentados na
Tabela 8.

Tabela 8. Biotransformagao do benzaldeido e derivados (5a,b,d-g) com FP.®

Produto R Conversao (%)
15 min 30 min 45 min 1h 2h
- 2a  H 62 91 100 -

22b 4-OCHj; 12 48 82 90 100
22d 4-CH, 14 51 84 95 100
22¢ 4-NO, 85 100 - - -
22f 2-NO, 92 100 - - -
229 3-NO, 78 100 - - -

(@) 4 g FP, 0,5 mmol de 5a,b,d-g, 18mL n-hexano, 42 mL tamp&o pH=6,5, agitacdo magnética
(150 rpm), 35 °C.

Pode-se observar que utilizando o grupo nitro (NO,), que é um
grupo retirador de elétrons, como substituinte em diferentes posicdes
nos susbtratos 5e-g, 0s correspondentes alcodis (22e-f) foram obtidos
com 100% de conversdo em 30 min de biotransformagdo. Utilizando
como substituintes os grupos metdxi (OCH3) e metila (CHs), grupos
doadores de elétrons na posicdo para da carbonila, foram necessarias 2
h para a conversao total dos aldeidos 5b e 5d nos alcoodis 22b e 22d. A
biotransformacdo total do benzaldeido (5a) em seu correspondente
alcool (22a) ocorreu em 45 min, nas condicdes experimentais utilizadas.

Os resultados indicaram que a presenca do grupo retirador de
elétrons (NO,) facilitou a biotransformagdo dos substratos, ndo sendo
observada grande influéncia da posicéo deste em relacdo a carbonila. A
presenca dos grupos doadores de elétrons (OCH; e CHs), em geral,
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deixa o carbono do grupo carbonilico menos eletrofilico, aumentando o
tempo necessario para a biorreducéo dos substratos 5b e 5d com FP.

Na Figura 44 é apresentada a sobreposicdo dos cromatogramas
da anélise de CG de 5a, 22a e de uma aliquota da biotransformacéo de
5a com FP. Os cromatogramas obtidos na biotransformagéo dos demais
substratos estdo apresentados no Anexo A.

Area relativa (%)

r f =
8 8 10

Tempo (min)

Figura 44. Sobreposi¢do dos cromatogramas de 5a (azul), 22a (vermelho) e
aliquota da biotransformacgéo de 5a com FP (verde).

Utilizando o 1-octanol como solvente extrator na técnica de
microextracdo para acompanhar a biotransformacdo de 5a,b,d-g com
FP, os resultados encontrados nas analise de CG-quiral foram iguais aos
da utilizagéo da extracdo liquido-liquido tradicional com diclorometano.
Estes resultados permitem confiar na técnica de microextragdo, gerando
uma grande economia no solvente utilizado para acompanhar a
biotransformacéo destes substratos.

A partir dos resultados obtidos escolheu-se o benzaldeido (5a) e
posteriormente o 4-nitrobenzaldeido (5e) para verificar a influéncia da
concentracdo do substrato na conversao ao produto.

4.3.1.2. Influéncia da quantidade do substrato

A quantidade de substrato pode influenciar na capacidade das
enzimas em biotransforma-lo, sendo assim foi investigado como a
guantidade de benzaldeido (5a) influéncia na formacdo do produto.
Primeiramente variou-se a quantidade de 5a de 0,3 — 0,8 mmol,
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acompanhando a reagdo com no FP entre 15 e 45 min. Os resultados
estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Variagio da quantidade de 5a na biotransformagdo com FP.?

5a [mmol] Conversao em 22a (%)

15 min 30 min 45 min
03 95 00 -
0,4 74 100 -

0,5 64 95 100
0,6 50 91 100
0,7 40 75 95
0,8 26 48 80

(@ 4 gFP, 03 - 0,8 mmol de 5a, 18mL n-hexano, 42 mL tamp&do pH=6,5, agitacdo
magnética (150 rpm), 35 °C.

Observou-se que utilizando 0,3 e 0,4 mmol de 5a, este é
biotransformado totalmente em produto (22a) em 30 min de reacéo.
Com 0,5 e 0,6 mmol o tempo para a reacdo total foi de 45 min, e
utilizando 0,7 e 0,8 mmol de 5a, a conversdo em 22a foi de 95 e 80%
em 45 min, respectivamente.

Considerando estes resultados, e principalmente o tempo curto
no qual ocorreu a biotransformacgéo de 5a, investigou-se a influéncia da
quantidade deste entre 1 e 10 mmol entre 30 min e 1,5h de reagdo. Os
resultados deste estudo estdo apresentados na Figura 45.

100 e

50 4 -

Conv. (%)

(

0 2 4 s 8 10
[mmol]
Figura 45. Variagdo da quantidade de 5a entre 1-10 mmol. [4 g FP, 1 — 10 mmol

de 5a, 18mL n-hexano, 42 mL tamp&o pH=6,5, agitagio magnética (150 rpm), 35 °C][conv.:
m- 30 min; e- [,0he A-15h]
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Observa-se na Figura 45 que utilizando entre 1-3 mmol de 5a,
este é biotransformado totalmente em 22a em 1,5 h de reagdo. No
mesmo tempo, com 5 e 10 mmol, os valores de conversdo decresceram
para 84 e 45%, respectivamente. O decréscimo nestes valores com o
incremento da concentracdo de 5a demonstram que ocorre a saturagdo
da capacidade das enzimas presentes no FP em biotransformar o
mesmo.

No intuito de também verificar a influéncia da quantidade do
substrato e posteriormente isolar o produto do meio reacional, realizou-
se a biotransformacdo de 5e variando de 1 e 5 mmol. Este substrato foi
escolhido pela facilidade que forma o seu correspondente alcool (22¢)
na biotransformacdo com FP, e 22e ser solido. Os resultados deste
estudo estdo apresentados na Figura 46.

50 M. i

Conv. (%)

0 T T T
1 2 3 4 5

[mmol]

Figura 46. Efeito da variacdo da quantidade de 5e na biotransformacdo com
FP. [4 g FP, 1 — 5 mmol de 5e, 18mL n-hexano, 42 mL tamp&o pH=6,5, agitacdo magnética
(450 rpm), 35 °C] [conv.: m- 30 min; - 1,0 he A-1,5h]

Observa-se que em 1,5 h de reacdo, a conversdo em 22e
decresceu de 100 para 76% a medida que a quantidade de substrato
aumentou de 1 a 5 mmol. Ressalta-se que utilizando até 4 mmol de 5e,
este foi convertido totalmente em 22e em 2 h e com 5 mmol a converséo
foi de 81%, também em 2 h (dados ndo apresentados na Figura 46). O
decréscimo na conversdo em 22e pode ser atribuido aos possiveis efeitos
toxicos da concentracdo do substrato efou produto sobre as enzimas
presentes no FP, bem como a dificuldade de solubilizacdo do substrato
no sistema bifésico.
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A partir da reacdo realizada utilizando 4 mmol de 5e, foram
isolados 0,33g de 22e, com um rendimento de 54%. A diferenca entre o
valor de conversdo a produto e o rendimento, é explicada pela formacéo
de emulsdo e conseqilientes perdas durante a extragdo do produto do
sistema reacional por extracdo liquido-liquido, que séo inerentes ao
procedimento experimental.

4.3.2. Biotransformacdo da acetofenona e derivados (30a,e-g,j,k)
com FP

Os estudos da biotransformacdo da acetofenona e de seus
derivados 30a,e-g,j,k, também foi iniciada utilizando o fermento de péo
comercial da marca Fleischmann. Nestes estudos, foram avaliadas a
influéncia do tempo, do grupo substituinte, massa do substrato e do
biocatalisador, temperatura e pH. Posteriormente, foi avaliada a
utilizacdo de FP de diferentes marcas, a porcentagem do volume da fase
aquosa e a adi¢do de aditivos.

4.3.2.1. Influéncia do tempo e do grupo substituinte

A acetofenona e seus derivados substituidos 30a,e-g,j,kK,
possuem como caracteristica a presenca de um centro pro-quiral no
carbono carbonilico, permitindo a formacéao de dois produtos através da
reducdo da carbonila ao &lcool. A biotransformacg&o destes substratos foi
iniciada verificando a influéncia do grupo substituinte, e para uma
melhor elucidacéo, as reacdes foram acompanhadas em 2, 5, 8, 24 e 48 h
(Tabela 10).

Tabela 10. Biotransformacéo de 30a,e-g,j,k com FP em SB.?

Produto R Converséo (%)

2h 5h 8h 24h 48h
23a H 2 5 12 31 41
23e 4-CH,3 0,5 2 4 12 21
23f 4-OCH; 0 0 1 5 11
239 4-NO, 15 35 60 70 88
23j 2-NO, 10 23 40 73 86
23k 3-NO, 10 32 54 68 80

(@) 4 g FP, 0,5 mmol dos derivados da acetofenona, 18mL n-hexano, 42 mL tampao pH=6,5,
agitacdo magnética (150 rpm), 35 °C.

65



Observa-se que as conversdes aos produtos 23a,e-g,j,k foram
entre 11 e 88% em 48h de reacdo. Para os produtos 23e e 23f, com
grupos doadores de elétrons metila (CH3) e metdxi (OCHj3), as
conversdes foram baixas, sendo de 21 e 11%, respectivamente. Para a
acetofenona (30a), a conversdo em produto em 48h foi de 41%, um
valor considerado intermediario. Os alcoois 23g, 23j e 23k, com 0 grupo
retirador de elétrons (NO;) nas posicBes para, meta e orto da carbonila,
as conversdes em 48h de reacdo foram de 88, 86 e 80%,
respectivamente.

Com excegdo de 23j, com o grupo NO; na posi¢do orto, onde
foi observada a formacdo da mistura racémica dos alcodis nas
configuragdes S e R, todos os demais produtos, 23a, 23e, 23f, 23g e 23k,
foram obtidos apenas em uma configuracao.

Os resultados evidenciaram uma relagdo entre a identidade do
grupo substituinte e os valores de conversdo em produtos. Também
notou-se que a posicdo do substituinte em relacdo a carbonila pode
acarretar na perda da seletividade do produto de biotransformacéo,
como observado na redugéo de 30j.

Na Figura 47, estd apresentada a sobreposicdo dos
cromatogramas das analises de CG-quiral para o substrato 30a, dos
alcodis R e S (23a) obtidos via reducdo com NaBH, e de uma aliquota
do meio reacional da biotransformacao de 30a com FP.
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Figura 47. Cromatogramas de 30a (vermelho), alcodis R e S-23a (preto) e
aliquota da biotransformacdo de 30a com FP (verde).

Pode-se observar pela sobreposi¢do dos cromatogramas que a
biotransformacdo de 30a com FP forma somente 23a em uma das
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configuragdes. O mesmo foi observado para os demais substratos nas
guais houve seletividade (Cromatogramas apresentados no Anexo).

Para complementar as informacdes a respeito da formacdo
seletiva dos alcoodis, foram realizadas analises de polarimetria para
identificar pelo angulo de rotacdo dptica obtido a configuracdo dos
produtos formados. Os valores de rotagdo dptica estdo apresentados na
Tabela 11.

Tabela 11. Medidas de rotagdo optica efetuadas com amostras obtidas nas
reacOes de reducdo de 30a,e-g,j,I com FP.

Produto R o observado @
23a H -0,03
23e 4-CHg, -0,01
23f 4-OCH3 -0,01
23¢g 4-NO, -0,02
23j 2-NO, 0,00
23k 3-NO, — 0,04

(a) cloroférmio (solvente), temperatura ambiente, 1=10,3 cm.

Os valores de rotacdo Optica obtidos corroboraram com as
andlises de CG-quiral, pois para o alcool 23j observou-se a formacédo de
racemato pela biotransformagdo com FP e a rotacdo dptica lida foi nula.
Os demais alcodis, 23a, 23e, 23f, 23g e 23k, foram obtidos
seletivamente nesta reagdo e a rotacdo Optica foi negativa, deduzindo-se
a partir destes valores que a formacdo dos enantibmeros é de
configuracgdo S.

As leituras Opticas foram efetuadas a partir de aliquotas do meio
reacional, sem a devida purificacdo do produto obtido. Desta forma, e
também considerando a concentracdo inexata dos produtos, os valores
de rotacdo Optica observados ndo podem ser usados para calcular e
comparar com os valores de [a]p disponiveis na literatura. Por exemplo,
para o (S)-1-feniletanol (23a) o valor de [a]p citado na literatura é de -
0,41'** valor maior do que o0 -0,03 encontrado.

Pelas andlises de CG-quiral, observou-se que a técnica de
microextragdo, com o 1-hexanol como solvente extrator, s6 foi
compativel a extracdo liquido-liquido tradicional com diclorometano,
para as reacdes de 30a,e-g,j,k com FP realizadas em até 8h. Em tempos
de reacdo superiores, ocorreu a formacdo de aglomerados em torno da
levedura, dificultando a agitacéo e tornando a microextracao inexata.

Na tentativa de melhorar a capacidade do sistema utilizado em
biotransformar os substratos, escolheu-se a acetofenona (30a) para
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otimizar algumas condi¢Bes experimentais, tais como a massa do
biocatalisador, massa do substrato, temperatura, aditivos e composi¢do
do sistema bifésico.

4.3.2.2. Variacao da massa de FP na biotransformacao de 30a

A quantidade de biocatalisador pode influenciar na capacidade
deste em biotransformar o substrato. Neste sentido, variou-se a massa de
FP adicionada ao sistema entre 3 e 6 g. Na Tabela 12 estdo
apresentados os resultados obtidos.

Tabela 12. Variagdo da massa de FP na biotransformacéo da acetofenona 30a.®

FP (9) Conversao em 23a (%)
e ¢h sh_ 8 2 48h
3 1 2 3 15 27
4 2 5 12 31 41
5 2 7 13 34 46
6 2,6 8 15 25 30

(a) 3- 6 g FP, 0,5 mmol de acetofenona, 18mL n-hexano, 42 mL tampéo pH=6,5, agitacdo
magnética (150 rpm), 35 °C.

Observa-se que em 48 h de reacdo a melhor conversdo em 23a
foi de 46% utilizando 5 g de FP. Com 3 e 4g, as conversdes foram de 27
e 41%, respectivamente, e utilizando 6 g de FP a converséo foi de 30%.
Os valores menores de conversdo ao utilizar 6 g podem ser explicados
pela dificuldade em agitar o sistema reacional, o que impede a intera¢do
entre o substrato e a levedura.

Considerando que 0 aumento nos valores de conversdo a 23a
em 48h de biotransformacdo ndo foram significativos, escolheu-se a
quantidade de 4 g de FP para os estudos subsequentes.

4.3.2.3. Variacao do pH
Na tentativa de aumentar os valores de conversdo em 23a e
diminuir o tempo da reacéo, variou-se o pH do meio reacional entre 4,5

e 8,5, acompanhando a reacdo entre 2 e 8 h. Os resultados estdo
apresentados na Figura 48.
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Figura 48. Conversdo em 23a em funcdo do pH do meio reacional. [4 g FP, 0,5
mmol de 30a, 18mL n-hexano, 42 mL tamp#o, agitagio magnética (150 rpm), 35 °C] [conv.:
m-2h; e-5h e A-8h]

Pelos resultados apresentados, observa-se que o melhor foi
obtido em pH=6,5 e 8 h de reacdo, sendo a conversdo em (S)-1-
feniletanol (23a) de 12 %. Em valores de pH maiores que 6,5 ndo
ocorreram mudangas significativas nas conversfes ao produto, mas em
pH= 5,5 e 4,5 ocorreu decréscimo, com conversdao em 23a de 6 e 2%,
respectivamente. Estes resultados indicam que o pH do meio reacional
influenciou nesta reag&o, podendo diminuir a atividade enzimatica.

Rauter et al (2014), utilizaram a levedura Arxula adeninivorans
na biotransformacédo da acetofenona, e também obtiveram os melhores
resultados em pH = 6,5, com rendimento do (S)-1-feniletanol de 72%.
Estez% valores diminuiram para 66 e 65%, respectivamente em pH 5,5 e
7,5.

A partir dos resultados obtidos, o pH do meio reacional foi
mantido em 6,5 para os demais estudos, que incluem o efeito da
temperatura, massa do substrato e o uso de alguns fermentos comerciais
e industriais.

4.3.2.4. Avaliacdo da influéncia da temperatura

De modo semelhante ao efeito do pH do meio reacional, a
temperatura também pode influenciar no desempenho das reacdes
enzimaticas. Neste sentido, buscando obter maiores valores de
conversdo para o (S)-1-feniletanol (23a) e em tempos menores de
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reacdo, variou-se a temperatura entre 20 e 40 °C e a biotransformagéo
foi monitorada em até 8 h (Tabela 13).

Tabela 13. Variagio da temperatura na biotransformacéo de 30a com FP.?

°C Conversao em 23a (%)
______________________ 2h ___Sh 8
20 <1 <1 1
25 <1 2 3
30 <1 2 4
35 2 5 12
40 1 5 8
(@ 4gFP,0,5mmolde 30a, 18mL n-hexano, 42 mL tamp&o pH=6,5, agitacéo
magnética (150 rpm).

Pelos dados apresentados, observa-se que a temperatura
influenciou no desempenho das enzimas presentes no FP. Ocorreu um
incremento nos valores de conversdo a 23a, sendo de 1 para 12%
guando a temperatura do sistema reacional aumentou de 20 para 35°C, e
diminuiu para 8% em 40 °C em 8 h de reacdo. O melhor resultado foi
obtido a 35°C, temperatura até entdo utilizada nos estudos iniciais e
escolhida para os subsequentes.

4.3.2.5. Avaliagdo da quantidade de substrato

A quantidade de substrato a ser biotransformada também pode
influenciar no desempenho das enzimas que atuam neste processo,
inibindo ou facilitando a acdo enzimatica. Neste sentido, variou-se a
guantidade de 30a entre 0,1 e 0,9 mmol, sendo a reacdo acompanhada
em 24 e 48 h. Os resultados sdo apresentados na Figura 49.

70



50 T T T T

- 25 - 4

Conv. (%)

0 T T T T
0,0 0.2 04 06 08 1,0

mmol

Figura 49. Estudo de variagdo da quantidade de 30a na biotransformagdo com
FP. [4 g FP, 0,1 — 0,9 mmol de 30a, 18mL n-hexano, 42 mL tamp&o pH=6,5, agitacio
magnética (150 rpm), 35 °C] [conv.: m- 24h ¢ O- 48h ]

Pode-se observar pelos resultados obtidos que a quantidade de
substrato influenciou nas conversdes em 23a. Utilizando 0,1 mmol de
30a, a conversdo em 23a foi de 41%, aumentando para 43% com 0,3
mmol e decrescendo a 30 % ao utilizar 0,9 mmol em 48 h de reacdo.

De modo andlogo, Blanco e Livingston (2009) efetuaram a
biotransformacdo da acetofenona 30a com levedura Rhodotorula
glutinis. Foi observado que a presenca do (R)- ou (S)-1-feniletanol na
concentragdo de 0,2 g L™ diminuiu a atividade enzimatica de 6 mg h™g™
para 05 mg h'g™ e a atividade foi praticamente nula acima da
concentracdo de 0,5 g L™.'*°

A partir dos resultados da variagdo da quantidade de substrato,
utilizou-se 0,3 mmol de 30a no préximo estudo.

4.3.2.6. Avaliacdo do biocatalisador na biotransformacao de 30a

Este estudo foi efetuado utilizando as leveduras S. cerevisiae
presentes nos fermentos de pdo comercial Fleischmann, Nordeste,
Mauri, Emulzint e Dona Benta, além das industriais CAT-1 e PE-2. Os
resultados estdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14. Estudo de variacéo das leveduras na biotransformacéo de 30a.?

Entrada Levedura Conversao em 23a (%)

8h 24h 48h
1 Fleischmann 8 31 43
2 Nordeste 2,6 10 20
3 Mauri 15 10 27
4 Emulzint 4 7 11
5 Dona benta 1 4 8
6 CAT-1 0 0 1
7 PE-2 0,5 2 5*

(@ 4gFP,0,3mmolde 30a, 18 mL n-hexano, 42 mL tampéo pH=6,5, agitagéo
magnética (150 rpm), 35 °C.
*formou mistura racémica.

Pelos dados apresentados, observa-se que o melhor resultado foi
obtido exatamente com a levedura comercial Fleischmann, levedura até
entdo utilizada. A conversdo ao (S)-1-feniletanol (23a) foi de 43% em
48h. Ao usar as demais leveduras comerciais, 0s desempenhos foram
inferiores, com conversdes em 23a entre 8 e 27% (48 h).

Utilizando a levedura industrial CAT-1, o (S)-1-feniletanol foi
obtido com 1%. Ao usar a levedura industrial PE-2 a conversdo em 23a
foi de 5%, sendo, entretanto observada a formag&o de mistura racémica.

A diferenca de desempenho na biotransformacdo da
acetofenona utilizando as leveduras S. cerevisiae de diferentes fontes ou
sob condicbes experimentais distintas, foi observada por Rodak et al
(2006). Eles obtiveram o (R)-1-feniletanol com rendimento de 83%
utilizando a levedura S. cerevisiae presente no fermento de péo fresco.
Ao utilizar o fermento de pdo fresco sob condices restritas de oxigénio
e em 5% de glicose, e o fermento de pdo permeabilizado, o (S)-1-
feniletanol foi obtido com rendimento de 43% e de 3%,
respectivamente. As reacdes foram feitas em 72h, utilizando 30 gramas
de leveduras e 2 mmol de acetofenona.™*®

A partir dos resultados até entdo obtidos, utilizou-se a levedura
S. cerevisiae comercial de marca Fleischmann para avaliar a variagdo do
volume da fase aquosa e a adi¢do de aditivos ao meio reacional na
biotransformacéao de 30a.
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4.3.2.7. Influéncia do volume da fase aquosa

Considerando que as reagGes envolvendo a utilizagdo de
enzimas ocorrem preferencialmente em agua, variou-se a porcentagem
da fase aquosa no sistema reacional utilizado entre 70 e 100%. Os
resultados estdo apresentados na Figura 50.
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Figura 50. Conversdo em 23a em funcéo da variacdo da porcentagem de fase
aquosa na biotransformacédo da acetofenona. [4 g FP, 0,3 mmol de 30a, 0-18 mL n-
hexano, 42-60 mL tamp3o pH=6,5, agitagdo magnética (150 rpm), 35 °C] [conv.: m- 8h; e-
24h e A-48h]

Observa-se que o incremento na porcentagem de fase aquosa de
70 a 90% melhorou consideravelmente a conversdo de 30a em 23a,
aumentando de 43 para 70%. Utilizando somente o meio aquoso, a
conversdao decresceu para 52%, indicando que possivelmente a
solubilidade do substrato e do produto ndo é suficiente no meio aquoso,
limitando a biotransformacéo.

Investigando a adicdo de solvente orgénico, Kato, Nakamura e
Nakanishi (2014) efetuaram a biotransformacgdo da trifluoracetofenona
(30d) com levedura S. cerevisiae livre e imobilizada em silica gel,
adicionando de 10 a 40% de metanol ao meio reacional. Utilizando a
levedura livre os valores de conversdo decresceram de 95 a 2% e 0s
valores de e.e. do (S-1-fenil-2-trifluor-etanol) de 44 a 0%, e utilizando a
levedura imobilizada a converséo passou de 78 a 5% e o e.e. do (S-1-
fenil-2-trifluor-etanol) de 44 all%, quando a quantidade de metanol
aumentou de 10 a 40%.°
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A partir dos resultados obtidos e dos estudos disponiveis na
literatura, utilizou-se a porcentagem de 90% da fase aquosa para avaliar
a adicdo de aditivos na biotransformacédo da acetofenona (30a).

4.3.2.8. Avaliagdo da adicao de aditivos na biotransformacéo de 30a

A tilizacdo de determinados aditivos pode auxiliar na
regeneracao do cofator NADH, responsavel pela catélise das reacGes de
reducdo enzimatica realizadas pela levedura S. cerevisiae, possivelmente
melhorando seu desempenho na biotransformacdo. Neste sentido, foram
utilizados alguns aditivos na fase aquosa, na tentativa de aumentar os
valores de conversdo em 23a. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 15.

Tabela(l)s. Influéncia da adicéo de aditivos na fase aquosa na biotransformacéo
de 30a.®

Aditivos Conversdo em 23a (%)
8h 24h 48h
Sem 11 50 70
DMSO 3 13 33
Glicose (10%0) 5 44 64
Trealose (10%) 16 50 67
Sacarose (10%) 3 50 65
Glicerol 8 45 65
L-cisteina 6 29 65

(@) 4gFP,0,3mmol de 30a, 6 mL n-hexano, 4 mL de aditivo, 50 mL tampéo pH=6,5,
agitacdo magnética (150 rpm), 35 °C.

Observa-se, que comparando a biotransformacdo sem aditivos,
com a utilizacdo de glicose, trealose, sacarose, glicerol ou L-cisteina, a
conversdo em 23a decresceu de 70 a 64%. Ao utilizar DMSO, o
resultado foi bem inferior, com conversdo de 33% em 48 h de reacéo.
Utilizando a trealose, apenas em 8h de reacdo, foi observado um
acréscimo na conversdao ao produto, sendo de 16%. Estes resultados
evidenciaram que os aditivos utilizados ndo possuem efeito positivo na
reducdo de 30a.

Na obtencdo do (S)-1-feniletanol (23a), Rauter et al (2014)
obtiveram um rendimento de 40% na hidrogenacdo de 20 mM da
acetofenona (30a) com a levedura Arxula adeninivorans, utilizando
500mM de isopropanol como aditivo para regenerar o cofator NADH.
Na auséncia deste aditivo o rendimento foi de 72%.
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Como ndo foram observados aumentos nas conversdes ao
produto com o uso de aditivos, a biotransformacdo dos derivados 30a,
30e, 30f, 30g, 30j e 30k foi realizada utilizando apenas o sistema
bifasico com solucdo tampéo e n-hexano.

4.3.2.9. Biotransformacéo de 30a, 30e, 30f, 30g, 30j e 30k

A partir das diversas condi¢des experimentais otimizadas na
biotransformacdo de 30a, realizou-se a reducdo dos derivados 30e, 30f,
30g, 30j e 30k utilizando o volume da fase aquosa de 90%.

Os resultados estdo apresentados na Tabela 16, sendo também
apresentados os dados de conversao do estudo efetuado com volume da
fase aquosa de 70% (Tabela 10).

Tabela 16. Influéncia da variagdo dos substituintes na biotransformagdo dos
derivados da acetofenona.®

Entrada R Conversao (%)
SR 24h . a8h 24hx . 48 h*
1 H 50 70 31 41
2 4-CHg; 17 26 12 21
3 4-OCH;3 9 17 5 11
4 4-NO, 54 82 70 88
5 ** 2-NO, 54 81 73 86
6 3-NO, 47 73 68 80

(@) 4 gFP, 0,3 mmol dos derivados de acetofenona, 6 mL n-hexano (10%), 54 mL
tampéo pH=6,5 (90%), agitacdo magnética (150 rpm), 35 °C.
*Valores de converséo para os estudos apresentados no item 4.3.2.1 (pg. 65).
**Qcorreu a formagao do R- e S-alcool.

Pelos dados apresentados, observaram-se decréscimos nos
valores de conversdo ao utilizar os derivados nitro substituidos, sendo de
88 para 82 %, de 86 para 81% e de 80 para 73% em 48h de reacdo
(Entradas 4, 5 e 6, respectivamente), comparado com o estudo inicial
utilizando 70% de fase aquosa. Ao usar os derivados metil e metdxi,
ocorreu um acréscimo de 21 para 26% e 11 para 17% em 48 h de reacdo
(Entradas 2 e 3).

Os acréscimos ou decréscimos nos valores de conversdo aos
produtos, ndo possuem relagdo direta com a identidade do grupo doador
ou retirador de elétrons dos substituintes, mas possivelmente esta
relacionada com a solubilidade dos substratos e produtos no meio
reacional.
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Pode-se concluir que a biotransformacdo da acetofenona e
derivados 30a, e-g,j,k com FP foi seletiva, formando os &lcoois na
configuragdo S e e.e>99%, com exce¢do de 23j que formou mistura
racémica. Para 30a, obteve-se os melhores resultados em 90% de
volume da fase aquosa com conversdo em 23a de71%.

44. ESTUDOS DE BIOTRANSFORMAGCAO UTILIZANDO
VEGETAIS COMO FONTE DE ENZIMAS

A partir dos resultados obtidos com FP, e considerando a
avaliacdo de outras fontes de enzimas, utilizou-se cenoura (Daucus
carota), e posteriormente outros vegetais e a maca na biotransformacédo
de 5a,b,d-g e 30a.

A cenoura, maca e 0s outros vegetais foram adquiridos em uma
feira de produtos agroecoldgicos (Comeércio local), produtos produzidos
sem a utilizacéo de agrotdéxicos no municipio de S&o Bonifacio/SC.

Primeiramente serdo apresentados o0s resultados utilizando
como substrato o benzaldeido e derivados (5a,b,d-g), e posteriormente
os dados obtidos para a acetofenona (30a).

4.4.1. Biotransformacdo do benzaldeido e derivados (5a,b,d-g)
utilizando vegetais como biocatalisadores

Iniciaram-se as reagdes com vegetais como fontes de enzimas,
utilizando a cenoura para a biotransformacdo do benzaldeido (5a).
Foram avaliados diversos pardmetros reacionais, tais como o pH,
agitacdo, temperatura, adicdo de solvente organico, massa do substrato e
o efeito dos grupos substituintes. Posteriormente, as melhores condictes
reacionais obtidas com o uso da cenoura, foram estendidas a outros
vegetais e para a maca.

4.4.1.1.Variacao do pH na biotransformac¢ao do benzaldeido (5a) com
pedacos de cenoura.

Baseando-se em trabalhos disponiveis na literatura utilizando
esta fonte de enzimas na reducdo de compostos carbonilicos, utilizou-se
a cenoura na biotransformacdo do benzaldeido em sistema aquoso,
variando o pH do meio reacional entre 6 e 9.>*% Os resultados est&o
apresentados na Figura 51.
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Figura 51. Influéncia do pH na biotransformagdo do benzaldeido (5a) com
cenoura. [0,2 mmol de 5a, 10g cenoura, 50mL tamp&o, agitagdo orbital (150 rpm), 30°C]
[conv.: m- 1h; @- 2h e A-5h]

Os resultados mostram que o benzaldeido (5a) é
biotransformado ao respectivo alcool 22a em 5 h de reacdo em todos os
valores de pH utilizados. N&o foi observada influéncia do pH do meio
reacional sobre a capacidade de biotransformacéo das enzimas presentes
nos pedacgos de cenoura. Em 2 h, a conversdo em 22a variou de 66 a
80%, sendo o maior valor obtido em pH=8.

Vandenberghe et al (2014), efetuaram a hidrdlise do
fenilacetato utilizando pedagos de cenoura e as cascas separadamente
em pH=9. O (R)-1-feniletanol foi obtido com converséo de 54 e 37% e
e.e. de 63 e 71%, respectivamente utilizando as cascas e 0s pedagos em
5 h de reagdo.™

Foram realizadas tentativas de biotransformar 5a com cenouras
adquiridas em diferentes supermercados, sem a comprovagdo de terem
sido cultivadas sem agrotoxicos. Para tal, também foi realizada a
variacdo do pH do meio reacional. Entretanto, ndo foi observada a
formagdo do produto ap6s 48h. Estes resultados indicam que
possivelmente as cenouras foram cultivadas com o uso de defensivos
agricolas, que inibiu a atividade das enzimas oxidorredutases
responsaveis pela biotransformacao.
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A partir dos resultados obtidos e das consideraces acima
descritas, escolheu-se o pH=8 para 0s estudos subsequentes.

4.4.1.2. Variacao da agitagdo do sistema reacional

A agitacdo do sistema reacional pode influenciar na interacéo
entre o substrato e o biocatalisador. Neste sentido, foram exploradas as
diferentes formas de agitacdo disponiveis e a possivel influéncia na
biotransformacdo de 5a com pedagos de cenoura. Foram utilizadas a
agitacdo magnética, pendular e orbital, todas a 150 rpm, e os resultados
estdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17. Influéncia da agitacdo na biotransformagdo do benzaldeido com
cenoura.®

Agitacdo Conversdo em 22a (%)
1h 2h 5h
orbital 34 80 100
pendular 23 49 94
magnética 20 47 90

(a) 0,2mmol de benzaldeido; 10g cenoura, 50mL tampéao pH= 8; agitacdo (150 rpm); 30°C

Observa-se que a agitagdo orbital foi mais eficiente para a
biotransformacdo do benzaldeido com pedacos de cenoura, onde em 2h
22a foi obtido com 80% de conversao, e 47% com a agitacdo magnética
e 49% com a pendular. Deve-se considerar que a barra magnética em
contato com os pedacfes de cenoura pode provocar a desnaturagdo das
enzimas presentes na superficie do vegetal, inibindo a capacidade de
biotransformar o substrato. Ao usar a agitagdo tipo pendular, pode
ocorrer pouca interacdo entre o substrato e as enzimas devido a
homogeneizacdo irregular do sistema.

Os resultados evidenciaram que a agitacdo do meio reacional
influenciou na biotransformacéao de 5a, sendo escolhida a orbital para os
estudos subseqlientes.

4.4.1.3. Adicdo de solvente orgéanico

Neste estudo, a biotransformacdo de 5a utilizando cenoura
como fonte de enzimas, foi efetuada com a adi¢do de solvente organico
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ao meio reacional, visando melhorar a solubilizagdo do substrato e do
produto. Para tal utilizou-se o sistema bifasico, com n-hexano como o
componente da fase organica. Na Figura 52 estdo apresentados os
valores de conversdo em 22a em relacéo a adigdo de 0-30% de n-hexano
ao sistema reacional.
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Figura 52. Influéncia da variagdo de n-hexano na biotransformagdo de 5a com
cenoura. [0,2mmol de 5a; 10g cenoura, 35 - 47,5 mL tampé&o pH=8; 2,5 - 15mL n-hexano;
agitagdo orbital (150 rpm); 30°C] [conv.: m- 1h e T- 2h]

Pode-se observar que a presenca do solvente organico no meio
reacional influenciou na formacdo de 22a, e os valores de conversdo
diminuiram de 80 para 5% ao aumentar a porcentagem de n-hexano de 0
a 30% em 2 h. Este decréscimo nos valores de conversdo na presenca da
fase organica e também com o aumento da porcentagem desta no meio
reacional, pode ser explicada possivelmente pela inativagdo das enzimas
presentes na cenoura.

Majewska e Kostowska (2013) efetuaram a biotransformacéo
da trans-4-fenilbut-3-en-2-ona (48) com células inteiras de cenoura
(Daucus carota), salsdo (Apium Graveolens) e beterraba (Beta vulgaris)
em iso-octano, obtendo o (S)-trans-4-fenilbut-3-en-2-ol (49) com
conversdes entre 71-96% e e.e. entre 72 e >99%, em trés dias de
reacdo.”

Considerando  estes  resultados, proplBe-se que a
biotransformacdo de 5a com pedacos de cenoura, pode ser feita com
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outros solventes organicos para verificar se diferengcas na polaridade
destes poderia melhorar os resultados obtidos em sistema aquoso. Nos
estudos subseqientes utilizou-se apenas o sistema aquoso.

4.4.1.4. Efeito da quantidade do substrato

Da mesma forma como a adicdo de solventes organicos, a
concentracdo do substrato e/ou produtos pode influenciar na
biotransformacgdo com cenoura. Para avaliar este fator, realizou-se a
variacdo da quantidade de 5a entre 0,1 e 1,0 mmol. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Influéncia da variagdo da quantidade de benzaldeido na
biotransformag&o com cenoura.®

5a (mmol) Conversao (%)
1h 2h 5h
""" oL 3% 8 100

0,2 34 80 100
0,3 22 66 100
0,4 10 33 97
0,5 6 21 85
1,0 2 3 4

(2) 0,2-1,0 mmol de 5a, 10g cenoura, 50mL tampéao pH= 8, agitacéo orbital (150 rpm), 30°C.

Observou-se que entre 0,1 e 0,3 mmol de 5a, este foi totalmente
reduzido em 5 h. Utilizando 0,4 e 0,5 mmol de 5a notou-se um pequeno
decréscimo na conversdo em 22a, sendo de 97 e 85%, respectivamente.
Ao aumentar-se para 1,0 mmol de 5a, a conversao foi de 4% em 5 h de
reacdo. Estes resultados sdo proporcionais aos da adicdo de solvente
organico no estudo anterior, mostrando realmente que a presenga do
solvente ou do substrato organico causa a diminuicdo na atividade ou a
inativacdo das enzimas presentes na cenoura. Além disso, deve-se
considerar a grande quantidade de substrato em relacéo a de enzimas.

Paralelamente, realizou-se também a biotransformacéo
utilizando um volume reacional de 30 mL, ndo havendo mudancas nos
valores de conversdo em 22a quando comparado com o volume de 50
mL, até entdo utilizado. Considerando que é interessante gerar uma
guantidade menor de residuos, o volume de 30 mL foi escolhido para os
estudos subsequentes. Foi também selecionada a quantidade de 0,4
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mmol do benzaldeido em virtude da boa conversdo em produto (97%)
obtida com esta concentracao de substrato em 5h.

4.4.1.5. Efeito da temperatura

A seguir, foi investigado o efeito da variagdo da temperatura
entre 20 e 45°C para a biotransformagéo de 5a com pedacos de cenoura.
Os resultados obtidos em 2 e 4 h estdo apresentados na Figura 53.
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Figura 53. Influéncia da variagdo da temperatura na biotransformacdo de 5a
com cenoura. [Condigdes: 0,4 mmol de 5a, 10g cenoura, 30mL tampdo, agitacdo orbital
(150 rpm)] [conv.: m- 2h e O- 4h]

Em 30°C, a conversdo em 22a foi de 93% em 4h de reagéo,
sendo este o melhor resultado. N&o foi observada uma grande variacao
na conversao ao aumentar a temperatura para 35 e 40°C, sendo de 90 e
91%, respectivamente. Nas temperaturas de 25 e 20°C, bem como em
45°C, foram observados decréscimos nos valores de conversdo em 22a,
sendo de 80, 34 e 27%, respectivamente.

Estes resultados evidenciaram que a temperatura influenciou
nos valores de conversdo em 22a, mas que a cenoura possui boa
capacidade de oferecer protecdo as enzimas presentes nelas, permitindo-
as atuar sem perda da atividade em uma ampla faixa de temperatura (25-
40°C).
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4.4.1.6. Influéncia da variagéo dos grupos substituintes

Completando os estudos de biotransformagdo com cenoura, as
melhores condi¢Bes obtidas para o benzaldeido (5a) foram estendidas
aos demais derivados (5b,d-g). Entretanto devido a pouca solubilidade
de alguns dos substratos no meio reacional, utilizou-se a quantidade de
0,2 mmol. As conversdes em produtos estdo apresentadas na Tabela 19.

Tabela 19. Biotransformacéo dos derivados de benzaldeido com cenouras.®

Produto R Conversao (%)
__________________________________ th 20 Sho
22a H 34 80 100
22b 4-OCH; 6 13 82
22d 4-CH,4 12 39 98
22e 4-NO, 23 33 82
22f 2-NO, 18 50 93
229 3-NO, 20 36 85

(@) 0,2mmol de (5a,b,d-g), 10g cenoura, 30 mL tampéo pH=8, agitagdo orbital (150 rpm),
30°C.

Observa-se que as conversdes foram boas, com valores entre 82
e 100% em 5h. N&o foi observada uma relacdo entre a natureza do grupo
substituinte e os valores de conversdo aos produtos. Os substratos 5b,e-g
sdo solidos e apresentaram certa dificuldade de solubilizacdo no meio
reacional, apresentando valores de conversdao em 22b,e-g entre 82-93%,
enquanto que 5a e 5d sdo liquidos e apresentaram conversao em 22a e
22d de 100 e 98% respectivamente.

4.4.1.7. Uso de diversos vegetais e maca na biotransformacéo de 5a

A partir dos bons resultados obtidos na biotransformacéo do
benzaldeido (5a) utilizando pedagos de cenoura, e da utilizacdo de
outros vegetais em reacdes de biotransformacao reportados na literatura,
utilizou-se macd (Malus domestica), lirio-do-brejo (Hedychium
coronarium), batata-doce (Ipomoea batatas), batata inglesa (Solanum
tuberosum), batata aipo (Arracacia xanthorrhiza), mandioca (Manihot
esculenta), e acafrdo-da-terra (Curcuma longa) na reducdo do
benzaldeido. Foram usadas as melhores condicGes experimentais obtidas
para as reacdes mediadas com cenoura (Daucus carota). Os resultados
estdo apresentados na Tabela 20.
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Tabela 20. Variagdo da conversdo em 22a em funcéo dos diferentes vegetais
utilizados para a biotransformagéo de 5a.?

Entrada Vegetal Conversdo em 22a (%)
1h 2h 4h
I T Cenoura 13 54 93

2 Macé 0 0,5 4
3 Lirio do brejo 5 23 67
4 Batata doce 9 37 89
5 Batata inglesa 3 14 49
6 Batata aipo 13 45 91
7 Mandioca 11 41 92
8 Acafrdo 3 13 44

(@) 0,4 mmol de 5a, 10g de vegetal, 30mL tampao pH= 8, agitacdo orbital (150 rpm), 30°C.

Observou-se que utilizando a batata doce, batata aipo e
mandioca como fontes de enzimas, as conversdes em produto foram de
89, 91 e 92% (Entradas 4, 6 e 7, respectivamente), similares ao valor
obtido utilizando cenoura (93%) em 4h de reacdo. Utilizando macd, a
conversdo foi de 4% (Entrada 2), e ao usar os demais vegetais as
conversdes foram moderadas, sendo de 67% com o lirio do brejo, 49%
com a batata inglesa e 44% com acafrdo (Entradas 3, 5 e 8,
respectivamente).

Os resultados podem ser considerados bons e, uma vez que as
enzimas presentes em cada tipo de vegetal sdo diferentes, outros estudos
da otimizacdo das condigdes experimentais para cada fonte vegetal séo
necessarios e interessantes na tentativa de melhorar o desempenho
destes como biocatalisadores.

4.4.2. Biotransformacgdo da acetofenona utilizando vegetais como
biocatalisadores

A partir dos resultados anteriores obtidos para o benzaldeido e
de alguns de seus derivados com pedacos de cenoura, algumas das
melhores condi¢Ges experimentais foram usadas para realizar a
biotransformacéo da acetofenona (30a).
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4.4.2.1. Avaliacdo do tempo e pH na biotransformacgéo da acetofenona
com cenoura

De maneira semelhante ao benzaldeido e derivados, iniciou-se a
biotransformacdo da acetofenona (30a) com cenoura variando o pH do
meio reacional. Também foi avaliado o tempo de reagdo ideal para a
reducdo deste substrato. Os resultados estdo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21. Variagdo da conversdo em 23a em fungdo do pH e do tempo na
biotransformacéo de 30a com cenoura.®

pH Conversdo em 23a (%)
1h 2h 5h 8h 24h 32h 48h
9 1 4 14 29 55 55 55
8 4 17 30 57 60 60
7 6 21 38 67 67 67
6 1,6 5 17 31 60 64 64
(@) Condigdes: 2 mmol de 30a, 10g cenoura, 50mL tampao, agitacdo orbital (150 rpm),
30°C.

Pelas andlises de cromatografia gasosa (CG) foi possivel
verificar que a biotransformacéo da acetofenona foi seletiva, formando
somente o (S)-1-feniletanol (23a), de modo analogo ao resultado obtido
com FP.

A mudanga do pH do meio reacional ndo resultou em grandes
variacOes nas conversdes, sendo o melhor resultado em pH= 7 e 24h de
reacdo, com conversdo de 67 %. Os dados mostraram que a partir de
24h, as conversdes em 23a foram similares e pouco dependentes do pH.
Por exemplo, em pH=6, a conversdo em 23a aumentou de 60 para 64%,
entre 24 e 48h.

Blanco e Livingston (2009), utilizando a levedura Rhodotorula
glutinis na biotransformacdo da acetofenona (30a) na concentracdo de
0,2 g L™, observaram que um incremento na concentracdo do (S)-1-
feniletanol (23a) de 0,05 a 0,1 g L™ até 6 h ap6s o inicio da reacdo. Em
tempos maiores, a concentragdo de 23a manteve-se constante.'*

A partir dos resultados obtidos, os préximos estudos foram
realizados em 24h e com o pH=7 para o sistema aquoso.
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4.4.2.2. Quantidade do substrato

O estudo subsequente foi da variagdo da quantidade de
acetofenona no meio reacional, variando de 0,1 a 0,5 mmol. Os
resultados estdo apresentados na Figura 54.

100

SN

50 4 l\

Conv. (%)

T
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

mmol

Figura 54. Variagdo da conversdo em 23a em funcdo da quantidade de
acetofenona na biotransformagdo com cenoura. [Condigdes: 0,1 — 0,5 mmol de 30a,
10 g cenoura, 30 mL tampo, agitagdo orbital (150 rpm), 24h, 30°C]

Observa-se que utilizando entre 0,1 e 0,3 mmol de 30a, os
valores de conversdo em 23a foram entre 67 e 70%, sem variacao
significativa. O aumento na quantidade de substrato acima de 0,3 mmol
acarretou em um decréscimo nos valores de conversdo, diminuindo para
50 e 38% ao usar 0,4 e 0,5 mmol de 30a, respectivamente.

A partir destes resultados, utilizou-se 0,3 mmol de 30a para a
biotransformacdo com diferentes vegetais.

4.4.2.3. Uso de diversos vegetais e maca na biotransformacgéo de 30a

Da mesma forma como realizado para a biotransformacéo do
benzaldeido (5a), estudou-se a reducdo da acetofenona (30a) utilizando
macd, batata doce, batata inglesa, lirio-do-brejo, batata aipo, mandioca e
acafrdo como biocatalisadores. Os dados estdo apresentados na Tabela
22, onde também é apresentado o resultado obtido com a cenoura.
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Tabela 22. Variagcdo na conversdao em 23a em funcéo da utilizacao de diferentes
vegetais e macé na biotransformagao da acetofenona.®
Entrada  Vegetal 2h 8h 24h

conv. e.e. (%) conv. e.e. (%) conv. ee. (%)
(%) (conf.) (%) (conf.) (%) (conf.)

1 cenoura 5 >99 (S) 32 >99 (S) 70 >99 (S)
2 maca - - 1 >99 (S) 31 95 (S)
3 lirio do brejo 0,2 >99 (R) 1,7 95 (R) 8 70 (R)
4 batata doce 0,1 >99 (S) 31 92 (S) 56 85 (S)
5 batata inglesa 0,2 - 2 - 6 -

6 batata aipo 3 >99 (R) 10 >99 (R) 14 >99 (R)
7 mandioca 0 - 0 - 6 27 (S)
8 acafréo 0 - 31 87 (R) 14 70 (R)

(@) Condigdes: 0,3 mmol de 30a, 10 g vegetal, 30 mL tampdo, agitacao orbital (150
rpm), 24h, 30°C

Os melhores resultados foram obtidos utilizando a batata doce
como fonte de enzimas, com valores de conversdo de 56% e e.e. do (S)-
1-feniletanol de 85% (Entrada 4). Utilizando maca (converséo de 3,1%)
e mandioca (conversao de 6%) também ocorreu a formag&o preferencial
do (S)-alcool, com e.e. de 95 e 27% (Entradas 2 e 7 respectivamente).

A formacdo do (R)-alcool foi observada utilizando o bulbo do
lirio do brejo (conversao de 8% e e.e. de 70%) (Entrada 3), a batata aipo
com conversdo de 14% e e.e. de 99% (Entrada 6), e o agafrdo com
conversao de 14% e e.e. de 70% (Entrada 8), em 24h de reacéo.

Embora, as conversdes ao alcool 23a ndo tenham sido muito
altas, foram observados valores altos de e.e. (70 a >99%) ao utilizar a
maioria dos vegetais como biocatalisadores, tornando estes resultados
bastante interessantes e promissores. Outros vegetais, condi¢des
experimentais, bem como diferentes substratos poderao ser estudados.

A obtencdo de compostos opticamente puros, é certamente uma
area de grande interesse dentro da quimica orgéanica e da biocatalise. O
uso de catalisadores baratos e de fonte renovavel € certamente outro
aspecto relevante destes estudos, estando em concordancia com o0s
principios de uma Quimica ambientalmente mais amigavel.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos e apresentados para a
biotransformacdo da (4S)-carvona (32) com a levedura S.
roraimanensis, pode-se concluir que:

= A biotransformacdo de 32 com esta levedura ndo foi seletiva,
levando tanto a formacdo das dihidrocarvonas (33a,b) e dos
dihidrocarveois (34a-d).

= A temperatura e 0 pH 6timo para a biotransformacdo de 32
foram de 25 °C e 6,5, respectivamente.

= A concentracdo da levedura e do substrato ndo apresentou
influéncia significativa na conversdo e seletividade dos produtos.

=> Utilizando a levedura cultivada em D-xilose, obtiveram-se as
maiores conversdes dos dihidrocarveois (34a-d).

= Ao aumentar o volume do sistema reacional, as conversdes em
produtos decresceram significativamente, tanto utilizando a levedura
cultivada em D-glicose bem como em D-xilose.

Pelos resultados obtidos na biotransformacéo do benzaldeido e de
seus derivados (5a,b,d-g) com FP, conclui-se que:

= O tempo de biotransfomagdo dos derivados 5a,b,d-g nos
correspondentes alcoois 22a,b,d-g foi dependente do grupo funcional.

=> Foi possivel biotransformar 3mmol de 5a e 4mmol de 5e em até
2h de reacdo com o sistema reacional utilizado.

Para a biotransformacéo da acetofenona e derivados (30a, e-g,j,k)
com FP, conclui-se que:

= As reacdes foram seletivas e os correspondentes alcoois foram
obtidos com configuracao S e e.e>99%, com excecdo de 23j que formou
mistura racémica.

= A adicdo de aditivos ndo aumentou a conversao em produto na
biotransformacéo de 30a.

= Utilizando 90% de volume da fase aquosa obteve-se, a maior
conversdo de 30a em 23a (71%).
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Ao usar 0s vegetais na biotransformagdo do benzaldeido e seus
derivados (5a,b,d-g) e da acetofenona (30a), pode-se concluir que:

= A busca por novas fontes de enzimas para a reducdo de
compostos carbonilicos mostrou-se eficiente.

= Os melhores resultados foram obtidos utilizando a agitacdo

orbital.

=> A biotransformacéo de 5a ndo sofreu decréscimos significativos
na faixa de temperatura entre 30 e 40°C, mostrando-se a cenoura mais
resistente que o FP.

= A adicdo de n-hexano ao meio reacional acarretou em
decréscimos na conversdo em 22a, limitando a quantidade de substrato a
ser reduzido.

= Na biotransformacdo da acetofenona 30a, utilizando cenoura,
obteve-se 23a com a mesma seletividade obtida com FP, mas o tempo
de reacdo foi menor (24h).

= Ao usar 0s demais vegetais, os resultados foram promissores na
biotransformacdo de 5a.

= Finalizando, salienta-se que o0 uso de células inteiras
provenientes de microrganismos e/ou fontes vegetais, apresenta-se como
uma alternativa vidvel, renovavel e de baixo custo para a obtencdo de
compostos de interesse, tais como alcoois opticamente puros.
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6. PERSPECTIVAS

A partir dos resultados obtidos, tém-se com perspectivas:

=> Imobilizar a levedura S. roraimanensis em suportes poliméricos
(ex.alginato de sodio, resinas, K-10), visando melhorar a seletividade
dos produtos formados e possibilitar a biotransformacdo de 32 em escala
maior, bem como o reuso do sistema.

= Imobilizar o fermento de pdo comercial em suportes
poliméricos (ex.alginato de sodio, resinas, K-10), com o objetivo de
obter maiores conversdes na biotransformacdo de 30a e também
possibilitar a reutilizacdo do biocatalisador.

=> Estender a biotransformacdo com cenoura para os demais
derivados da acetofenona (30e-g,j,k).

=> Buscar e testar outras fontes vegetais (ex.rabanete) para utilizar
como biocatalisadores na biotransformacdo dos compostos carbonilicos
estudados neste trabalho.

=>» Utilizar separadamente a casca e a parte interna dos vegetais ou
frutas, bem como variar o formato do corte dos mesmos e verificar se ha
diferenca no desempenho destes como biocatalisadores nas reacdes de
reducdo dos compostos carbonilicos.

=> Verificar se 0 tempo e a modo de estocagem dos vegetais ou
frutas resultam em modificagdes na sua atuagdo nas reacBGes a serem

realizadas.
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ANEXO-ESPECTROS E CROMATOGRAMAS

A.1. PREPARACAO DOS ALCOOIS 22b,d-g
A.1.1. 4-metdxifenilmetanol (22b)
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Figura 55. Espectro de RMN-1H de 22b. [CDCls, 400 MHz]
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Figura 56. Espectro de 1V de 22b. [Filme sobre cela de ZnSe]
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Figura 57. Sobreposi¢do dos cromatogramas de 5b (vermelho), 22b (preto) e
aliquota da biotransformacéo de 5b com FP (azul). [CondigBes de analise de CG-

quiral descritas no item 3.3.6, pg. 36-37]

A.1.2. 4-metilfenilmetanol (22d)
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Figura 58. Espectro de RMN-"H de 22d. [CDCl,, 400 MHz]
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Figura 59. Espectro de IV de 22d. [Pastilha de KBr]
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Figura 60. Sobreposi¢do dos cromatogramas de 5d (vermelho), 22d (azul) e
aliquota da biotransformacéo de 5d com FP (preto). [CondigGes de analise de CG-

quiral descritas no item 3.3.6, pg. 36-37]
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A.1.2. 4-nitrofenilmetanol (22¢)
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Figura 61. Espectro de RMN-"H de 22e. [CDCls, 400 MHz]
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Figura 62. Espectro de IV de 22e. [Pastilha de KBr]

T T
4000 3500

104



\

[ g

A
N

Area relativa (%)

T T T
14 16 18

T
20

Tempo (min)

Figura 63. Sobreposicao dos cromatogramas de 5e (preto), 22e (azul) e aliquota
da biotransformacéo de 5e com FP (vermelho). [CondigGes de analise de CG-quiral

descritas no item 3.3.6, pg. 36-37]

A.1.2. 2-nitrofenilmetanol (22f)
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Figura 65. Espectro de IV de 22f. [Pastilha de KBr]
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Figura 66. Sobreposi¢cdo dos cromatogramas de 5f (vermelho), 22f (azul) e
aliquota da biotransformacgdo de 5f com FP (verde). [Condicdes de analise de CG-
quiral descritas no item 3.3.6, pg. 36-37]
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A.1.2. 3-nitrofenilmetanol (22g)
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Figura 67. Espectro de RMN-"H de 22g entre 4,6 e 8,4 ppm. [CDCls, 400 MHz]
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Figura 68. Espectro de IV de 22g. [Filme sobre cela de ZnSe]
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Figura 69. Sobreposi¢do dos cromatogramas de 5g (vermelho), 22g (azul) e
aliquota da biotransformacdo de 5g com FP (verde). [Condigdes de anélise de CG-

quiral descritas no item 3.3.6, pg. 36-37]

A.2. PREPARACAO DOS ALCOOIS 23a,f,g,j,.k
A.2.1. (1)-feniletanol (23a)
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Figura 70. Espectro de RMN-'H de 23a. [CDCl;, 400 MHz]
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Figura 71. Espectro de IV de 23a. [Filme sobre cela de ZnSe]

A.2.1. 4-metoxifenil-1-etanol (23f)
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Figura 72. Espectro de RMN-"H de 23f. [CDCl;, 400 MHz]
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Figura 73. Espectro de IV de 23f. [Filme sobre cela de ZnSe]
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Figura 74. Sobreposicdo dos cromatogramas de 30f (vermelho), 23f (azul) e
aliquota da biotransformacédo de 30f com FP (verde). [Condigdes de analise de CG-

quiral descritas no item 3.3.6, pg. 36-37]
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A.2.1. 4-nitrofenil-1-etanol (23g)
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Figura 75. Espectro de RMN-"H de 23g. [CDCl;, 400 MHz]
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Figura 76. Espectro de IV de 23g. [Filme sobre cela de ZnSe]
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Figura 77. Sobreposigdo dos cromatogramas de 30g (vermelho), 23g (azul) e
aliquota da biotransformacéo de 30g com FP (verde). [Condigdes de analise de CG-

Area relativa (%)

quiral descritas no item 3.3.6, pg. 36-37]

A.2.1. 2-nitrofenil-1-etanol (23j)
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Figura 78. Espectro de RMN-"H de 23j. [CDCl;, 400 MHz]

112



€2°609T~
20y T—

w
@
@
a
3

Transmittance
o
2

\

Al
N
5
S
&

L
9T'8VET

95'€2ST

4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Wavenumber (cm-1)

Figura 79. Espectro de IV de 23j. [Filme sobre cela de ZnSe]
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Figura 80. Sobreposicdo dos cromatogramas de 30j (vermelho), 23j (azul) e
aliquota da biotransformacgédo de 30j com FP (verde). [Condigdes de analise de CG-

quiral descritas no item 3.3.6, pg. 36-37]
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A.2.1. 3-nitrofenil-1-etanol (23K)
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Figura 81. Espectro de RMN-'H de 23k. [CDCls, 400 MHz]
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Figura 82. Espectro de IV de 23k. [Pastilha de KBr]
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Figura 83. Sobreposi¢do dos cromatogramas de 30k (vermelho), 23k (azul) e
aliquota da biotransformacéo de 30k com FP (verde). [Condigdes de analise de CG-
quiral descritas no item 3.3.6, pg. 36-37]
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