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RESUMO

A espécie Ipomoea batatas, pertencente a familia Convolvulaceae e popularmente conhecida
como batata-doce, batata, camote, boniato, apichu e kumara € uma planta tuberosa de folhas
longas e caule que atinge até 3 metros de comprimento sendo cultivada em todo Brasil devido
a sua ampla capacidade de adaptacdo. Diversos trabalhos encontrados na literatura
envolvendo o isolamento de substincias da batata-doce (BD) descreveram a presenca de
compostos com atividades biologicas e farmacoldgicas, destacando-se as cumarinas
esculetina, umbeliferona e escopoletina, com propriedades anticoagulantes e inibitdrias da
replicacdo do HIV. Além desses sdo reportadas também a presenca de antocianinas, dcidos
clorogénicos, entre outros. O uso do complexo enzimatico de BD como catalisador biolégico
também € descrito na literatura sendo observada uma relagdo direta do produto obtido com o
meio em que a reagdo ocorre na biorreducdo de cetonas pro-quirais. Essa relacdo que
despertou o interesse no estudo da espécie como biocatalisador em reacdes organicas,
principal objetivo do presente trabalho. Inicialmente, foram avaliadas a capacidade
biocatalitica de BD e a influéncia de fatores como: quantidade de biocatalisador, quantidade
de substrato, presenca de co-solvente, meio tamponante e presenca de polivinilpirrolidona
(PVP) em reacdes de reducdo da acetofenona 1 obtendo-se um excesso dos dlcoois (R)-1-
feniletanol nas reagdes em meio aquoso ou tamponante com bioconversdo variando entre 3,5
— 98,3 % e excesso enantiomérico (ee) entre 21,2 — 80,0 % e inversdo na configuracao
obtendo-se (S)-1-feniletanol como produto majoritario nas reacdes com co-solvente ou PVP
com valores de conversao variando de 1,0 — 82,8 % e ee entre 11,6 — 96,7 %. As avaliagOes
estenderam-se ao uso de substratos derivados de 1 onde observou-se uma tendéncia dessa
inversdo na configuracdo do produto majoritdrio nas reagdes onde utilizou-se apenas dgua no
meio e nas reagdes onde adicionou-se PVP, mais acentuada nos compostos p-substituidos,
seguida dos m-substituidos e o-substituidos. Posteriormente, foram utilizados substratos como
cetonas alifaticas, aldeidos e nitrocompostos avaliando a influéncia da presenca de PVP no
meio reacional com conversdes variando de 3,0 — 100,0 %. Reagdes de hidrélise de ésteres
biocatalisadas por BD com e sem PVP também foram realizadas. Os valores de conversao e
excesso enantiomérico dos produtos pro-quirais foram analisados por cromatografia liquida

de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia gasosa com espectrometro de massas (CG-EM).

Palavras-chave: Ipomoea batatas, células integras, biocatdlise; cetonas pré-quirais



ABSTRACT

Ipomoea batatas specie, belongs to the family Convolvulaceae and popularly known as sweet
potato, potato, camote, boniato, apichu and kumara is a tuberous plant of long leaves and
stems that reach up to 3 meters long been cultivated throughout Brazil due to its wide
adaptability. Several studies in the literature involving the isolation of substances from sweet
potato (BD) described the presence of compounds with biological and pharmacological
activities in its composition, highlighting the coumarins esculetin, umbelliferone and
scopoletin with anticoagulant properties and inhibitory replication HIV. In addition to these,
are also reported the presence of anthocyanins, chlorogenic acids, among others. The use of
BD as enzyme complex biological catalyst is also described in the literature was observed a
direct correlation product obtained with the medium wherein the reaction occurs in the
bioreduction of prochiral ketones. This relationship that sparked interest in the study of the
species as biocatalyst in organic reactions, main objective of the present work. Initially, we
evaluated the ability of biocatalytic BD and the influence of factors such as the amount of
biocatalyst, amount of substrate, co-solvent, buffer means and the presence of
polyvinylpyrrolidone (PVP) in reactions of reduction of acetophenone first obtaining an
excess the alcohols (R)-1-phenylethanol in reactions in aqueous buffer with or bioconversion
range from 3.5 to 98.3% enantiomeric excess (ee) between 21.2 to 80.0% and inversion of
configuration to yield (5)-1-phenylethanol as the major product in reactions with co-solvent or
PVP conversion values ranging from 1.0 to 82.8% ee and from 11.6 to 96.7%. The
evaluations were extended to the use of derivatives substrate 1 where there was a trend
reversal in this configuration major product in reactions where only water was used and
reactions among which PVP was added, the sharper the compounds p- substituted, then the m-
substituted and o-substituted. Subsequently, they were used as substrates aliphatic ketones,
aldehydes and nitro evaluating the influence of the presence of PVP in the reaction with
conversions ranging from 3.0 to 100.0%. The hydrolysis of esters by BD biocatalisadas with
and without PVP were also performed. The values of conversion and enantiomeric excess of
the pro-chiral products were analyzed by high performance liquid chromatography (HPLC)
and gas chromatography mass spectrometer (GC-MS).

Keywords: Ipomoea batatas, whole cells, biocatalysis; prochiral ketones
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1 INTRODUCAO

z

A biocatdlise é a drea da pesquisa que utiliza catalisadores bioldgicos
(microrganismos, células de plantas, culturas de c€lulas e enzimas isoladas) na modificacao
de substancias quimicas. Estudos envolvendo o amplo potencial biotecnolégico demonstrado
pelos biocatalisadores tém atraido a aten¢do de muitos pesquisadores de diferentes setores
industriais, tais como cosmético, drogas e especialmente na indudstria farmacéutica
considerando aspectos relevantes como sua eficiéncia ao ser utilizado em condi¢des brandas
de temperatura e pressdo, sua regiosseletividade, quimiosseletividade e enantiosseletividade

(CONTIL; RODRIGUES; MORAN, 2001; VEIT, 2004; SHAW; ROBINS; KIENE, 2003).

Os estudos com biocatdlise e a procura de novas fontes biocataliticas, muitas
vezes, estdo relacionados diretamente com modifica¢des estruturais que visam a producdo de
compostos com atividade farmacolégica que em sua grande maioria sdo quirais com pelo
menos um centro estereogenico, o que pode dificultar sua obten¢do através de reacdes por via
quimica. Em func¢do disto, as maiores aplicagdes da biocatélise sdo referentes a sua utilizacdo
em sintese assimétrica, onde enzimas vém sendo utilizadas em substitui¢do dos processos

quimicos classicos (PANKE, HELD; WOBBOLTS, 2004).

Em reacdes quimicas e bioquimicas, o uso de enzimas puras pode ser dispendioso,
além disso, a recuperagdo do meio reacional pode ser dificil (FABER, 2000). Processos
utilizando bactérias e fungos sdo ainda os mais estudados em reagdes enzimadticas, mas
também sdo relatados ensaios com enzimas isoladas e, nos dltimos anos, verifica-se o uso
crescente de biocatalisadores como células integras vegetais. O uso de células integras €
caracterizado como a utilizacdo da biomassa da fonte enzimdtica nas reagdes em questdo

(VILELA, SGARBIERI; ALVIM, 2000).

Ensaios biocataliticos com células integras vegetais, mesmo com todos 0s avangos
e investigacoes ja realizados até o momento, ainda € um campo a ser melhor investigado visto
a enorme diversidade de espécies existentes e ao pequeno numero de espécies trabalhadas. S6
no Brasil, o nimero de espécies de plantas ultrapassa os 56 000, o que compreende quase 19

% da flora mundial, sendo que o conhecimento da biodiversidade no pais ainda € muito

incompleto segundo Giulietti e colaboradores (2005).

Dentre os grupos de vegetais jd investigados até o momento em reacdes de

biocatdlise na forma de células integras, as espécies tuberosas (plantas com bulbos, raizes e



25

tubérculos muito difundidas em regides tropicais (LEONEL, OLIVEIRA; DUARTE FILHO,
2005)), apresentam um grande destaque, com diversos trabalhos relatados na literatura.
Estudo realizado por Yadav e colaboradores (2002) utilizando células integras da espécie
Daucus carota (cenoura) na biorreducdo de cetonas alifaticas e aromadticas, f-cetoésteres e
azidocetonas foi um dos primeiros trabalhos que despertou no grupo de Pesquisa de
Biocatalise e Produtos Naturais da Universidade Federal do Ceara, o interesse nessa linha de
pesquisa devido a sua simplicidade e aos excelentes rendimentos e excessos enantioméricos
obtidos pelos autores. Posteriormente, outras investigacdes usando a espécie Daucus carota
em reacOes de biocatélise foram realizadas. Comasseto e colaboradores (2004) exploraram a
espécie na obtencdo de alcodis organocalcogeno-a-metilbenzil quirais, enquanto Ferraz e
colaboradores (2008) obtiveram a-tetral6is substituidos, amplamente encontrados como
intermedidrios em sintese, a partir da reducdo de o-tetralonas. Machado e colaboradores
(2006) investigaram a capacidade biocatalitica de espécies de Manihot (Manihot esculenta e
Manihot dulcis) em rea¢des de reducdo de diversos aldeidos e cetonas e um f-cetoéster,

obtendo excelentes valores de bioconversao e excessos enantioméricos superiores a 93 %.

Outras espécies vegetais, além das tuberosas, também vém sendo investigadas
pelo grupo. Assuncdo e colaboradores (2008) obtiveram excelentes rendimentos e moderada
enantiosseletividade ao investigar o potencial de redutases do caldo de cana obtido da
moagem da cana-de-acucar, Saccharum officinarum, como fonte enzimética para a reducao de
uma série de cetonas e aldeidos, entre outros compostos. Foram estudadas também reagdes de
biorredugdo de aldeidos e cetonas utilizando as cascas do maracuja (Passiflora edulis) como
catalisador biolégico. Todos os substratos estudados foram reduzidos aos seus respectivos
alcodis, exceto no caso do 3-hidréxi-4-metdxibenzaldeido, com valores de conversdao entre

30-97 % e excessos enantioméricos moderados (MACHADO et al., 2008a).

O potencial da dgua de coco verde do Ceard (Cocos nucifera) foi explorado por
Fonseca e colaboradores (2008) com uma série de aldeidos e cetonas alifaticas e aromaticas
em reagoes de reducdo. Os alcodis obtidos apresentaram excelentes rendimentos (88-99%) e
altos valores de excesso enantiomérico. Além dessas classes foram estudados também o
potencial da redu¢do do nitrobenzeno e de hidrélise de alguns ésteres e amidas com resultados

bastante satisfatorios.

Bizerra e colaboradores (2010) destaca o uso do feijao de corda (Vigna

unguiculata) em reacdes de biorreducdo de cetonas alifaticas e aromaticas bem como de
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grupos nitro e a dupla ligacdo do 4-fenil-3-buten-2-ona. Em 2012, Bertini e colaboradores
descreveram uma série de reacdes utilizando a soja (Glycine max) em redugdes de aldeidos e
cetonas. No mesmo ano, outro trabalho realizado pelo grupo apresenta o uso da lentilha (Lens
culinaris) como um biocatalisador versatil ao reduzir diversos aldeidos, cetonas e compostos

nitro (FERREIRA et al., 2012).

Seguindo nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo dar continuidade
aos estudos realizados em no grupo de pesquisa através da utilizacdo de espécies vegetais,
obtidos no comércio local em reacdes de biorreducdo de cetonas aromaticas, alifdticas e
nitrocompostos e de hidrélise de ésteres com foco no uso da espécie Ipomoea batatas (batata-

doce) como fonte enzimatica.



CAPITULO 2

Consideracoes sobre
Ipomoea batatas

(batata-doce)
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2 CONSIDERACOES SOBRE Ipomoea batatas (BATATA-DOCE)

Ipomoea batatas (L.) (Figura 1, p. 28) é uma dentre as mais de 1000 espécies
vegetais pertencentes a familia Convolvulaceae, que agrupa aproximadamente 50 géneros
(RISSO, 2007). A espécie é popularmente conhecida como batata-doce, batata, camote,
boniato, apichu e kumara e € caracterizada por apresentar diversas variedades as quais se
distinguem sua forma, tamanho, sabor e cor da raiz tuberosa, sendo as mais comuns as de cor

branca, creme, amarela, laranja e roxa (J OSE, 2012).

Figura 1: Raizes de batata-doce

Fonte: Leonardo Alcantara

E uma planta tuberosa de folhas longas e caule rastejante, que atinge até 3 m de
comprimento. Apresenta alta tolerancia a seca, ampla adaptacdo a diferentes meios e de facil
producdo, sendo cultivada praticamente em todos os Estados brasileiros, porém, suas maiores
plantagdes sdo encontradas na China e outros paises da Asia (MOREIRA, 2011; JOSE, 2012).
Ressalta-se o alto valor nutritivo da batata-doce que € usada como fonte de alimento em todo

mundo principalmente nos paises tropicais.

Estudos da composi¢do quimica da batata-doce (BD) revelaram a presenca de
diversas substancias com atividades bioldgicas e farmacoldgicas. A partir de suas raizes foram
isoladas e caracterizadas as cumarinas Esculetina, Umbeliferona e Escopoletina (Figura 2, p.
29), caracteristicas por suas propriedades anticoagulantes e inibitérias da replicacao do HIV
(CAMBIE; FERGUSON, 2003). A Escopoletina é também conhecida na literatura por
apresentar atividade hepatoprotetora (KANG et al., 1998), antioxidante (SHAW et al., 2003)
e espamolitica (OLIVEIRA et al., 2001).
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Figura 2: Cumarinas isoladas das raizes de batata-doce
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Trabalho realizado por Terahara e colaboradores (1999) permitiu a identificacao
de seis antocianinas diaciladas a partir das raizes de BD roxa, responséveis, segundo os
autores, pela coloracio caracteristica da mesma. Apds isolamento por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), os pigmentos foram determinados utilizando técnicas de
ressondncia magnética nuclear (RMN) H' e '*C. O esqueleto das antocianinas isoladas no

referente estudo encontra-se discriminado na Figura 3, p. 29.

Figura 3: Esqueleto das antocianinas obtidas das raizes de batata-doce roxa
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Zheng e Clifford (2008), em seu trabalho utilizando folhas, talos e raizes da planta
oriunda de regides montanhosas da China, destacaram a presenca de diversos dacidos

clorogénicos, principalmente em suas folhas e talos. De Maria e Moreira (2004) descrevem os
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respectivos dcidos como ésteres dos derivados de 4cidos trans-cinamico (como 4cido caféico

e dcido ferdlico) com o dcido quinico, como apresentado na Figura 4, p. 30.

Figura 4: Estrutura dos dcidos 5-cafeoilquinico (5-ACQ) e 5-feruloilquinico (5-AFQ)
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Também sdo reportados na literatura trabalhos que utilizam as raizes de BD como
biocatalisadores de reagdes organicas. Andrade e colaboradores (2006) descreveram o uso do
vegetal na biorreducdo da acetofenona e bio-oxidacdo do 1-feniletanol e seus derivados, sendo
que, o complexo enzimdtico de BD mostrou-se efetivo nos dois tipos de reacdo. Nas
condic¢des reacionais propostas pelos autores (20 g de vegetal em 80 mL de dgua destilada e 1
mL de DMEF, dimetilformamida, como co-solvente) obteve-se com a biorreducdo da
acetofenona em 3 dias de reacdo, 8 % do dlcool com excesso enantiomérico (ee) de 69 % do
isdbmero de configuracdo S ao se utilizar BD de polpa branca como biocatalisador. A reacdo

com BD vermelha ndo apresentou nenhum produto de biorreducao.

Yang e colaboradores (2008) descreveram o uso de diversos vegetais, dentre eles
BD, na biorreducdo da acetofenona em meio tampao fosfato pH = 7. Ap6s 100 h de reagao,
foi observada a formacdo de 1-feniletanol com 43,5 % de conversdo e ee de 80,2 % do
isdmero R, configuragdo oposta ao obtido por Andrade (2006) mostrando relacdo direta do
produto obtido na biorreducdo com o meio reacional quando se utiliza BD como
biocatalisador. No trabalho os autores relatam também a biorreducdo do 4-cloro-3-
oxobutanoato de etila com obtengdo de 46,7 % do 4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila e ee de

80,4 % do enantidomero S (Figura 5, p. 31).



Figura 5: Biorreducio 4-cloro-3-oxobutanoato de etila utilizando BD como biocatalisador
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3 CONSIDERACOES SOBRE BIOCATALISE

A biocatélise € uma linha de pesquisa que se baseia nos estudos relacionados com
modificagdes estruturais em compostos quimicos utilizando enzimas como principal fonte
catalitica. Esses estudos veem tendo um grande interesse na obtencdo de novas substancias
bem como na producdo de compostos ja conhecidos de forma mais eficiente (GIRI et al.,
2001). Essa linha de pesquisa desperta a atencdo de pesquisadores por explorarem
propriedades tnicas das enzimas, conhecidas por sua regio-, quimio- e enantiosseletividade e
sua capacidade de atuarem em condi¢des brandas de temperatura e pressao (CONTI,

RODRIGUES; MORAN, 2001).

z

O uso de biocatalisadores na quimica organica sintética é realizado desde os
tempos de Pasteur onde diversos quimicos e bioquimicos do século XIX foram responsaveis
pelo impulso no uso desses catalisadores alternativos (BEATRIZ; LIMA; MARQUES, 2005).
Porém, até os anos 50, o progresso no uso de enzimas e células integras em sintese organica
foi relativamente lento sendo que, apds esse periodo, microrganismos com capacidade de
modificar nuicleos esteroidais comecaram a ser estudados em laboratérios industriais e
académicos. Estudo realizado por Holland (1992) onde transformagdes tais como obtencao de
cortisol a partir de 17-a-acetoxi-11-deoxicortisol utilizando o microrganismo Curvularia

lunata como catalisador despertou um novo interesse na aplicacdo desses na sintese organica

(Figura 6, p. 33) (BEATRIZ; LIMA; MARQUES, 2005).

Figura 6: Obtencdo do cortisol a partir de biotransformagao utilizando Curvularia lunata
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3.1 Biocatalisadores

Enzimas obtidas a partir de fontes naturais como microrganismos, plantas e
células de plantas sio comumente utilizadas como fonte de biocatalisadores em reagdes
organicas. O uso de biocatalisadores apresenta diversas vantagens quando comparado com a
catdlise quimica (homogénea ou heterogénea) convencional devido suas caracteristicas
unicas. Algumas destas sdo listadas a seguir (NAKAMURA et al., 2003; SAXENA et al.,
1999):

Seletividade: alta quimio-, regio-, e enantiosseletividades podem ser obtidas

através de reacgdes utilizando enzimas ou fontes enziméticas (FABER, 2011).

- Quimiosseletividade: quando um substrato tem mais de um grupo funcional
susceptivel a reacdo, a enzima atua em um Unico grupo funcional. Um exemplo de processo
biocatalitico quimiosseletivo é o descrito por Hamada e colaboradores (2002) onde o
substrato 2-pentilciclopent-2-enona foi hidrogenado obtendo-se o 2-pentilciclopentanona
através da reacdo com cultura de células de Catharanthus roseus. A reacdo obtida é mostrada

na Figura 7, p. 34.

Figura 7: Reducio quimiosseletiva de 2-pentilciclopent-2-enona

@) O

Catharanthus
—
roseus

- Regiosseletividade: devido a sua complexa estrutura tridimensional, enzimas
podem distinguir entre grupos funcionais que estdo quimicamente situados em regides

diferentes no mesmo substrato.

Trabalho realizado por Sakamaki e colaboradores (2004) ¢ um bom exemplo
desse tipo de seletividade em reagdes quimicas utilizando catalisadores biolégicos. A reagao
de p-ionona utilizando cultura de células de Caragana chamlagu (Leguminosae) obteve-se
como unico produto reacional o 5,6-epoxi-f-ionona com 87 % de rendimento como mostrado

na Figura 8, p. 35.
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Figura 8: Hidrogenacao regiosseletiva de f-ionona
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- Estereosseletividade: enzimas podem selecionar entre dois estereoisomeros de
um substrato racémico ou grupos enantiotdpicos em compostos pro-quirais. Esta
estereoespecificidade/seletividade das enzimas decorre em parte do fato que o substrato sé
pode se aproximar do sitio ativo da enzima por uma dire¢do, pois a estrutura da enzima

“bloqueia” a aproximagao por outro caminho.

Uma das principais formas de explicar a enantiosseletividade enzimética é
sugerida por A. G. Ogston em 1940 pela denominada “lei dos trés pontos” (Figura 9, p. 35).
Partindo-se do fato que a quiralidade é um atributo espacial, para que a enantiosseletividade
seja maxima, o substrato necessita estar firmemente posicionado em trés dimensdes no sitio
enzimatico. Para tal é necessdrio que existam pelo menos trés pontos de ligagdo entre o

substrato e o sitio ativo da enzima (FABER, 2011).

Figura 9: Regra dos trés pontos
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Virios trabalhos reportam a estereosseletividade enzimdtica em biocatélise,
Carballeira e colaboradores (2004) através de “screening” de 416 cepas de microrganismos
verificaram que a espécie de fungo Diplogelasinospora grovesii IMI 171018 é capaz de
biotransformar o composto 2-(3-cloro-2-oxopropil)isoindolina-1,3-diona no respectivo 2-(-3-
cloro-2-hidroxipropil)isoindolina-1,3-diona com rendimentos elevados de até 68 %. A espécie
apresentou alta enantiosseletividade obtendo-se o dlcool com excesso enantiomérico de 99%

do enantidmero R (Figura 10, p. 36).

Figura 10: Reducdo enantiosseletiva de 2-(3-cloro-2-oxopropil)isoindolina-1,3-diona
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Condicoes reacionais brandas: reacdes biocataliticas sdo ditas como sendo
seguras, pois ocorrem em condi¢des brandas, o solvente geralmente é dgua e reagentes
perigosos nao se fazem necessdrios. Glicose e etanol, por exemplo, muitas vezes sao
utilizados como fonte de hidrogénio em vez de gads hidrogénio, que é explosivo

(NAKAMURA et al., 2003).

Catalisadores naturais: os biocatalisadores utilizados sdo produzidos facilmente
e podem ser decompostos sem prejudicar o0 meio ambiente, pois sdo, na maioria dos casos,

prontamente biodegradaveis (NAKAMURA et al., 2003).

Algumas desvantagens também sdo associadas ao uso de biocatalisadores e devem

ser consideradas (BOMMARIUS, 2004):

1. O biocatalisador pode ndo ser estavel no meio desejado: algumas enzimas tendem
a desativar dentro de condi¢des extremas de temperatura ou pH, bem como
elevadas concentragdes de sal ou até mesmo fortes interacOes covalentes com o
solvente o que pode ocasionar mudangas conformacionais na estrutura da enzima

causando diminui¢ao ou até perda total em sua atividade catalitica.
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2. Um nimero limitado de biocatalisadores € conhecido para algumas reacdes
especificas. Muitos biocatalisadores (mais de 4000 ja sao conhecidos nos dias de
hoje) ainda nao foram totalmente caracterizados e grande parte deles ainda ndo é
comercializada.

3. O desenvolvimento de ciclos biocataliticos pode ser muito lento para novos
biocatalisadores: novos processos biocataliticos podem levar entre 10 e 20 anos. O
processo de obtencdo da acrilamida levou 20 anos para ser desenvolvido, o

processo da L-carnitina, 15 anos.

3.1.1 Microrganismos como biocatalisadores

O uso de microrganismos em reacdes organicas data de mais de 4000 anos com o0s
primeiros registros de preparacdo de cerveja na Suméria € vem apresentando um aspecto
integrante no desenvolvimento de alimentos e comidas a nivel mundial desde aquela época

(CORDELL et al., 2007).

Apesar das enzimas ocorrerem amplamente em diversas plantas e animais, as de
origem microbiana representam as melhores fontes enzimdticas devido a sua ampla

diversidade bioquimica e susceptibilidade a manipulacdo genética (OLIVEIRA et al., 2006).

InvestigacOes utilizando a espécie Saccharomyces cerevisiae, comumente
conhecida como fermento de pao, em redugdes assimétricas de cetonas através de biocatélise
tem tido muito interesse nos ultimos anos, principalmente pelo fato das enzimas provenientes
de S. cerevisiaae nessas reagdes gerarem produtos com altos rendimentos e excesso

enantiomérico (ee) (SIQUEIRA FILHO, 2002).

Virios estudos relacionam a espécie S. cerevisiae como catalisador da biorreducdo
de 3-oxobutanoato de etila, formando o ($)-(+)-3-hidroxibutanoato de etila. Este composto é
um bloco de construcdo quiral para a sintese de inimeros produtos naturais. A Figura 11, p.
38 ilustra alguns destes produtos obtidos a partir de sua redug@o enantiosseletiva mediada por

S. cerevisiae (ALBUQUERQUE, 2007; ROBERTS, 1999).
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Figura 11: Obtencdo de (R)-(+)-recifeiolida e (S)-(+)-sulcatol a partir da biorredugdo do 3-

oxobutanoato de etila mediada por S. cerevisiae
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Em trabalho realizado por Crumbie e colaboradores (1978) observou-se a variacdo
nos valores dos excessos enantioméricos de reagdes biocataliticas promovidas por S.
cerevisiae na reducdo da ligacao C=0 de a-tiocetonas. O aumento da cadeia alquilica resultou
na diminuicdo do ee dos alcodis obtidos, como mostrado na Figura 12, p. 38.

Figura 12: Variacdo no excesso enantiomérico na redugdo de a-tiocetonas com S. cerevisiae
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Além de estudos com S. cerevisiae, diversas outras espécies microbianas sao
encontradas em investigacdes de biotransformagdo. Das e Rosazza (2006) citam o uso de
microrganismos na modificacdo estrutural de flavondides, entre estas, reagdes de isoflavonas

e isoflavononas por cepas de Aspergillus niger e Absidia blakesleeana, como é representado

na Figura 13, p. 39.
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Figura 13: Reacgdes biocataliticas de flavonéides mediadas por microrganismos
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Estudo de Swizdor e colaboradores (2010) apresenta uma série de reducdes
utilizando cepa do fungo Didymosphaeria igniaria. Dentre os substratos utilizados destacam-
se as excelentes conversdes observadas nas reagdes com acetilpiridinas e 1-acetonaftonas
obtendo-se 100 % de seus respectivos dlcoois. A Figura 14, p. 39 e Tabela 1, p. 40

apresentam os resultados discutidos.

Figura 14: Reducdo de acetilpiridina e 1-acetonaftonas utilizando cepa de Didymosphaeria

igniaria
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Tabela 1: Reducdo de acetilpiridina e 1-acetonaftonas utilizando cepa de Didymosphaeria

igniaria
Substrato Tempo (dias) c (%) ee
2-acetilpiridina 5 100 >99 ()
3-acetilpiridina 3 100 57 (S)
4-acetilpiridina 1 100 82 (S)
1-acetonaftona 3 100 >99 ()

Fonte: Swizdor et al. (2010)

Excelentes conversdes e ee também foram observados no trabalho de Singh e
colaboradores (2012) na reducdo da Oxcarbazepina em S-Licarbazepina, um intermedidrio
chave na sintese Carbazepina (CBZ), utilizada no tratamento de epilepsia, com o fungo Pichia
methanolica. Apds otimizagdo das condi¢des reacionais, os autores obtiveram S-
Licarbazepina com conversdes e ee superiores a 98 % em sistema bifdsico contendo dgua

deionizada e hexano (1:1) (Figura 15, p. 40).

Figura 15: Obtencdo de S-Licarbazepina a partir da redu¢do de Oxcarbezina com Pichia

methanolina
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3.1.2 Enzimas isoladas como biocatalisadores

Também sdo encontrados na literatura diversos trabalhos envolvendo o uso de
enzimas isoladas de fontes microbianas, vegetais ou animais como catalisador bioldgico.
Dentre elas, o grupo das lipases, enzimas hidroliticas presentes em Varios organismos,
incluindo animais, plantas, bactérias e fungos, encontra destaque por serem enzimas de baixo
custo, especialmente estdveis em solventes organicos e com flexibilidade quanto a sua
especificidade, com capacidade de catalisar reacdes com vdarios grupos de substratos, apesar

de apresentarem alta estereosseletividade (COSTA; AMORIM, 1999; GHANEM, 2007).

As  aplicacdes  biotecnologicas  envolvendo  lipases tém  crescido

significativamente, principalmente na sintese de compostos quirais. A seguir (Tabela 2, p.
41) sao listados alguns dos principais processos utilizando lipases de fontes naturais

(SANTOS, 2005).

Tabela 2: Lipases na obtencao de produtos com valor comercial

Fonte

Produto

Comentario

Candida Antarctica

Lipase pancredtica de
porco

Pseudomonas sp.
Serratia marcescens
Lipase de Rhizopus orizae

expressa em S. cerevisae

Pseudomonas fluorescens

Naringina (flavonéide)
acilado

Florhydral®

Intermedidrio enantiopuro da
sintese de epotilonas

Intermedidrio enantiopuro da
sintese de diltiazem

Biodiesel

Poliéster e policarbonato

Produto mostrou atividade
antibidtica

Fragrancia para perfumes

Agente Antitumoral

Bloqueador de canal de célcio
utilizado em doengas cardiacas

Utilizagao de células inteiras
liofilizadas

Geracdo de polimeros

Fonte: Santos, 2005
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Trabalho realizado por Kitayama (1996) de sintese total do feromoénio de
Bactrocera nigrotibialis obteve composto intermedidrio enantiomericamente puro, utilizando
como substrato o dlcool racémico 3-nitropropan-2-ol por meio de resolug¢do cinética com
lipase, como mostrado na Figura 16, p.42. Apés essa etapa de obtencdo do enantidmero

desejado o respectivo feromdnio foi sintetizado com rendimento total de 15,1%
(KITAYAMA, 1996).

Figura 16: Produc¢ao do intermedidrio enantiopuro de feromdnio de Bactrocera nigrotibialis
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Kamal e colaboradores (2008) investigaram a resolucdo cinética de y-azido
alcodis com diversas lipases. Os autores estudaram também os efeitos referentes ao solvente
como meio reacional e verificaram que a lipase de Pseudomonas cepacia imobilizada em terra
diatomdaceas em hexano apresentaram as melhores condi¢Oes reacionais obtendo-se excelentes
conversdes e excessos enantioméricos dos respectivos dlcoois e acetatos quirais superiores a

99 % em alguns casos, como mostrado na Figura 17, p. 42 e Tabela 3, p. 43.

Figura 17: Uso de lipases microbianas na resolugdo cinética de y-azido alcodis
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Tabela 3: Resolugdo cinética de y-azido alcodis utilizando lipases

R Tempo (h) % ee c (%) E
Alcool Acetato
Ph 48 99 92 52 153
p-Me-CeHy 40 >99 94 51 147
p-Cl-CeHy 20 99 93 51 115
p-Br-Ce¢Hy 23 99 99 50 >200

Fonte: Kamal et al., 2008.

Recentemente, Jacobsen e colaboradores (2012) obtiveram (3S)-Estiripentol a
partir de resolucdo cinética utilizando como biocatalisador lipase A de Candida antarctica
(CAL A) e butanoato de vinila como doador acila com ee de até 86 % do substrato (35)-
Estiripentol e de 87 % do respectivo (3R)-butanoato em hexano. No mesmo estudo foi
avaliado o uso de CAL A e CAL B na hidrélise de ésteres de Estiripentol obtendo-se o (3R)-
Estiripentol com até 94 % de ee (Figura 18, p. 43).

Figura 18: Obtencao de (3R)- e (35)-Estiripentol utilizando lipase de Candida antarctica
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Outro grupo de enzimas amplamente utilizado em biocatdlise ¢ o das ADHs ou
alcool desidrogenase, pertencentes ao grupo das oxidorredutases. Este é conhecido por
transferir dois dtomos de hidrogénio de um substrato reduzido, usualmente um alcool, para
uma espécie receptora de elétrons, geralmente a nicotinamida adenina dinucleotideo ou
NAD", que é reduzida para sua forma 1,4-di-hidropiridina ou NADH (BUGG, 2004;
CAMPOS, 2007). Também ¢é encontrada a versio fosforilada do referido cofator
(NADP*/NADPH), apresentando um grupo 2’-fosfato na adenosina. As espécies reduzidas e

oxidadas sdo representadas na Figura 19, p. 44.

Figura 19: Estruturas do NAD(P)" e NAD(P)H
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Fonte: BUGG, 2004
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Os dinucleotideos piridinicos (NAD" e NADP") encontram-se associados as
enzimas através de ligacdes ndo-covalentes relativamente fracas (for¢as de van der Walls,
ligacdes de hidrogénio). Portanto, NAD* e NADP" ndo sdo considerados co-fatores fixos, e
sim, uma forma de “substratos” visto que os mesmos ligam-se e dissociam-se do sitio ativo da

enzima durante a reacao (PINHEIRO, 2006).

As ADHs, diferente das lipases, sdo diretamente dependentes de cofatores
(NADH, NADPH), os quais sdo consumidos durante a reagdo de reducdo de compostos
carbonilados. O alto custo relacionado a obtencdo desses cofatores muitas vezes pode
dificultar o uso de ADHs em processos industriais tornando o mesmo pouco vidvel
(DAUBMANN, ROSEN; DUNKELMANN, 2006). Na Figura 20, p. 45 ¢ representado o

mecanismo de a¢do das dlcool desidrogenase.

Figura 20: Mecanismo de acdo das ADHs
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Usualmente observa-se a especificidade das ADHs e outras desidrogenases até
mesmo no que diz respeito aos seus cofatores (NAD/NADH ou NADP*/NADPH). O par
NAD'/NADH tende a ser utilizado em processos metabélicos, enquanto NADP*/NADPH €

geralmente utilizado em processos biossintéticos (BUUG, 2004).

Em 1964, Prelog observou que a reacdo de ADHs com cetonas pro-quirais para
obtencdo de alcodis quirais dependia do tamanho dos grupamentos ligados a carbonila,
representado na Figura 21, p. 46. Se o volume de G (grupo mais volumoso) for similar ao
volume de P (grupo menos volumoso), o produto entdo teria pouca pureza otica (VIEIRA,

2006).



Figura 21: Regra de Prelog em redugdes enzimdticas de compostos carbonilicos
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Bugg (2004) demonstrou a estereosseletividade de ADHs extraidas de figado de

cavalo na reacdo com etanol deuterado para obtencdo do acetaldeido como demonstrado na

Figura 22, p. 46.

Figura 22: Avaliacdo da estereosseletividade das ADHs de figado de cavalo
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Apo6s a andlise da reacdo com o substrato deuterado CH3;CD,0OH observou-se a

formacdo do cofator reduzido NADD (NADH na forma deuterada) com configuracao 4R-

NADD. Em reacdo posterior de 4R-NADD com acetaldeido obteve-se apenas NAD" nio

deuterado mostrando que a enzima age preferencialmente no hidrogénio pré-R do cofator.

Reagdes com outros substratos deuterados comprovaram o relatado (BUGG, 2004).
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Andlise de raio-X da estrutura da ADH em questdao mostrou a presenca de Zn** no
sitio ativo da enzima que tem como principal fun¢do a ativacdo do substrato para o ataque
nucleofilico. Agarwal, Webb e Hammes-Schiffer (2000) descreveram diversas caracteristicas
de ADHs de figado a partir de estudos computacionais de seu mecanismo de transferéncia de

hidretos. Segundo os autores, a referida transferéncia segue um mecanismo que se dd em 6

etapas:
1. Ligacdo inicial da coenzima NAD";
2. Ligacgdo do substrato dlcool pela coordenacdo com Zn™;
3. Desprotonagao do dlcool gerando um ligagao Zn-alc6xido;
4. Transferéncia do hidreto do alc6xido para o NAD";
5. Liberagdo do produto aldeido;
6. Dissociacdo do NADH.

Um esquema do mecanismo em questdo € representado na Figura 23, p. 48, a

seguir:
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Figura 23: Mecanismo de acido das ADHs

Em revisdo realizada por Faber e Kroutil (2005), diversos outros grupos de
enzimas ja estdo sendo estudadas em processos biocataliticos e algumas delas ja sdo obtidas
comercialmente. Segundo os autores, em estudos com sulfatases, enzimas responsaveis pela
hidrélise de ligacdes ester sulfato, observou-se que, diferente das lipases e esterases, a
estereoquimica da reacdo de hidrdlise pode ser controlada a partir da escolha do tipo de
sulfatase visto que, as reacOes com aril-sulfatases geralmente resultam na retengdo da
configuracdo, j4 em alquil-sulfatases € observado inversdo na configuracdo do produto. Os
autores citam também o uso das haloalcool desalogenases, enzimas responsdveis pela
desalogenacdo de haloalcodis vicinais ou haloidrinas resultando em um haleto e o

correspondente epoxido.
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Spelberg e colaboradores (2001) investigaram as reacdes envolvendo diversos
O0xidos de estireno substituidos utilizando haloalcool desalogenase de Agrobacterium
radiobacter AD1 através de reacdes de azidolise. Os azido alcodis formados apresentaram
alta enantiosseletividade para todos os substratos estudados e a reagdo também mostrou-se
regiosseletiva com ataque preferencial na posi¢do f do epdéxido (Figura 24 e Tabela 4, p.

49).

Figura 24: Uso de haloalcool desalogenase na resolucdo cinética de epoxidos
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Tabela 4: Obtencdo de epdxidos enantiomericamente puros utilizando haloalcool
desalogenase

R c (%) ee, (%) eep (%) Enantiosseletividade
(E)
NO, 51 >99 (S) 96 (R) >200
Cl 55 >99 (S) 98 (R) >200
H 64 >99 (S) 98 (R) >200

Fonte: Spelberg et al., 2001
3.1.3 Biotransformacao utilizando espécies vegetais

A capacidade dos microrganismos e suas enzimas na produ¢cdo de uma grande
variedade de compostos por biocatdlise ja € bem conhecida. Uma das principais vantagens do
uso de sistemas microbianos é que a duplicacdo de biomassa nos mesmos ocorre rapidamente
o que facilita e, em muitos casos, diminui o custo da andlise. Por outro lado, sistemas de
plantas, produzem uma gama mais limitada de enzimas e células vegetais apresentam um
tempo de duplicagdo mais longo. Apesar destes fatores, sabe-se que sistemas vegetais
apresentam enzimas Unicas que sdo responsdveis pela produgdo de diversos compostos

quimicos. A sintese quimica destes compostos pode ser bastante dispendiosa e complicada.
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Por isso, biotransformacdes utilizando células de plantas e suas enzimas tém bastante

potencial na produ¢do de produtos farmacéuticos e até mesmo na obtencdo de novas drogas

(GIRI et al., 2001; ISHIHARA et al., 2003).

Sao poucos os métodos enzimaticos descritos na literatura usando extrato bruto de
tecidos vegetais. Nos ultimos anos, reacdes quimicas utilizando culturas de células de plantas
e partes de plantas como biocatalisador tem recebido certa atencao (GIRI et al., 2001; BRUNI
et al., 2002). Esse interesse crescente ¢ devido a profundidade do potencial biotecnoldgico de

reacOes enzimaticas.

Ishihara e colaboradores (2003) sumariaram os principais tipos de reacgdes
biocataliticas envolvendo espécies vegetais, destacando-se as reacdes de hidroxilagdo,
oxidagdo de alcodis, reducdo de grupos carbonila, hidrogenagdo de ligacao C-C, hidrdlise e
esterificacdo. Algumas dessas reagdes bem como os biocatalisadores envolvidos sdao

mostradas a seguir:

a) Hidroxilacdo: os autores relatam em seu trabalho o uso de Nicotiana tabacum

como fonte enzimdtica na reacio de hidroxilag¢do do linalol como mostra a Figura 25, p. 50.

Figura 25: Hidroxilagdo regiosseletiva do linalol por cultura de célula de Nicotiana tabacum
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b) Hidrogenacao: Outro tipo de reacdo catalisada por N. tabacum e citada no
trabalho de Ishihara e colaboradores (2003) diz respeito ao uso do vegetal na hidrogenacao da

verbenona onde foram obtidos valores de conversao de até 98 % (Figura 26, p. 51).
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Figura 26: Hidrogenacao da verbenona mediada por cultura de células de Nicotiana tabacum
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¢) Oxidacao: Reacdo catalisada por espécies vegetais também foi relatada por

Sakamaki e colaboradores (2004) referente a bio-oxidacao da a-ionona com Caragana

chamlagu durante 20 dias gerando um produto de oxidagdo com 50% de rendimento isolado

(Figura 27, p. 51):

Figura 27: Oxidagao da a-ionona com Caragana chamlagu

C. chamgalu

d) Hidroélise: HAMADA e NAKATA (1992) descrevem o uso de cultura de

células de Catharanthus roseus na hidrélise glicirrina (Figura 28, p. 51).

Figura 28: Hidr6lise da glicirrina por cultura de célula de Catharanthus roseus
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Em 2013, Vandenberghe e colaboradores descreveram diversos vegetais populares
no uso em hidrdlise enantiosseletiva do acetato de 1-feniletila como uma importante fonte
enzimatica para a reacdo (Figura 29, p. 52). A Tabela 5, p. 52 apresenta alguns dos

principais resultados obtidos pelos autores.

Figura 29: Hidrdlise do acetato de (+)-1-feniletila catalisada por espécies vegetais

OAc
OAc H

o

Biocatalisador,

vegetal +

Fonte: Vandenberghe et al. (2013)

Tabela 5: Uso de espécies vegetais como biocatalisadores na hidrélise do acetato de (£)-1-
feniletanol

Biocatalisador T (h) ees (%) ee, (%) c (%)
Vegetal
Malus domestica 5 97 55 68
Allium cepa 5 59 59 46
Solanum lycopersicum (casca e
polpa) 5 59 48 52
Solanum lycopersicum (polpa) 5 44 49 43
Zingiber officinalis (casca) 5 25 39 39
Zingiber officinalis (polpa) 5 11 59 17
Daucus carota (casca) 5 32 27 54
Daucus carota (polpa) 5 24 42 37
Lactuca sativa 5 28 8 76
Citrus cinensis 5 11 3 78
Apium graveolens 24 80 32 56
Cichorium endivia 5 2 1 12
Solanum tuberosum 5 96 18 84
Beta vulgaris (casca) 2 100 41 68
Beta vulgaris (polpa) 4 100 66 53

Fonte: Vandenberghe et al. (2013)
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e) Esterificacdo: J4 Machado e colaboradores (2008b) descreveram o uso do
complexo enzimatico imobilizado de Manihot esculenta na produgdo de diversos derivados de
esterificacdo do (%)-1-feniletanol como apresentado na Figura 30, p. 53 a seguir. Os

resultados encontram-se dispostos na Tabela 6, p. 53.

Figura 30: Esterificacdo enantiosseletiva de derivados do (%)-1-feniletanol utilizando

Manihot esculenta

OH OH

o
>
(e}

\ M. esculenta \

| | "
A A v

X X
Tabela 6: Resolugdo cinética de (+)-1-feniletanol utilizando M. escul);nta
X ees (%) ee, (%) c (%) E
3-NO, 13 99 12 >200
3-CF; 9 99 12 >200
4-Cl 33 97 28 105
4-Br 35 97 28 111

Fonte: Machado et al., 2008b

f) Reducao: Dentre os trabalhos utilizando vegetais como catalisador bioldgico

em reagdes organicas, apresenta grande destaque os estudos de biorreducao.

Um dos primeiros trabalhos encontrados na literatura é o descrito por Furuya,
Yoshikawa e Taira (1984) e tem como finalidade a reducdo da codeina pelo uso de Papaver
somniferum imobilizadas em alginato de célcio. No trabalho os autores relatam a conversao
de até 70 % do substrato (Figura 31, p. 53).

Figura 31: Reducdo da codeinona por células imobilizadas de Papaver somniferum

P. somniferum

70 %c
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Chai e colaboradores (2001) relatam o uso de cultura de células de Nicotidiana
tabacum e Catharanthus roseus em reagdes de reducdo dos enantidbmeros (-) e (+)- do
composto biciclico Canforoquinona (CFQ). Apds a andlise das reagdes realizadas, observou-
se baixa seletividade nos complexos enziméticos das culturas de células das duas espécies

vegetais como demonstrado na Figura 32 e Tabela 7, p. 54.

Figura 32: Produtos de biorreducio de (-) e (+)-Canforoquinona (CFQ) por cultura de células

de N. tabacum e C. roseus
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Tabela 7: Biorreducdo de (-) e (+)-Canforoquinona (CFQ) catalisada por N. tabacum e C.

roseus
Substrato Vegetal Produtos (%)
(+)-CFQa  (+)-CFQb  (+)-CFQc  (+)-CFQd
(+)-Canforoquinona | C. roseus 11 66 23 -
N.tabacum 37 77 6 --
(+)-CFQa  (+)-CFQb  (+)-CFQc  (+)-CFQd
(-)-Canforoquinona | C. roseus 25 5 29 41
N.tabacum 8 49 37 6

Fonte: Chai et al. (2001)
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O uso da cenoura (Daucus carota) em biocatdlise ¢ amplamente encontrado na
literatura. J4 em 2001, Yadav e colaboradores propuseram o uso de D. carota na redugdo de
azidocetonas como alternativa na sintese de (R)-denopamina, utilizada no tratamento de falhas
no cora¢do. No estudo foram obtidos azido dlcoois com conversdes de até 85 % e ee >99%

(Figura 33, p. 55).

Figura 33: Azido dlcoois obtidos utilizando D. carota como catalisador

OH

D. carota

MeO MeO

Fonte: Yadav et al. (2001)

Com o passar dos anos, diversos outros estudos envolvendo o uso de D. carota
foram publicados. Em 2002, Yadav e colaboradores publicaram trabalho bem mais completo
sobre a capacidade biocatalitica do vegetal na reduc¢do de vdarios compostos contendo uma
carbonila, como por exemplo: acetofenona e derivados, cetonas ciclicas, a-ceto-ésteres,
azidocetonas e cetonas alifaticas (Figura 34, p. 55). Todas as reagdes foram realizadas de
forma branda visto que utilizou-se 4gua como solvente a temperatura e pressdo ambientes. Na

Tabela 8, p. 56 sdo apresentados os principais resultados do trabalho em questdo.

Figura 34: Biorreducdo de compostos carboniicos utilizando D. carota

Q OH OH

D. carota ou

R R R R R R
Fonte: Yadav et al. (2002)




Tabela 8: Biorreducao de derivados carbonilados utilizando D. carota
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Substrato Tempo Conversao ee Configuracao
(h) (%) (%)
Acetofenona 40 73 92 S
p-Cloroacetofenona 42 76 95 S
p-Bromoacetofenona 48 61 95 S
p-Fluoroacetofenona 41 80 90 S
p-Nitroacetofenona 40 82 96 S
p-Metilacetofenona 50 75 92 S
p-Metoxiacetofenona 45 72 94 S
p-Hidroxiacetofenona 47 73 91 S
1-(2-Naftil)-1-etanona 49 70 97 S
1-(6-Metoxi-2-naftil)-1-etanona 42 78 98 S
1-(2-Furil)-1-etanona 50 65 92 S
1-Tetralona 70 52 96 S
2-Tetralona 72 58 95 S
6-Metoxi-1-tetralona 69 60 93 S
I-Indanona 78 57 98 S
Acetoacetato de etila 58 58 95 S
4—Cloro-3-oxobutanoato de etila 60 50 90 S
4-Bromo-3-oxobutanoato de etila 62 53 95 S
4—Azido-3-oxobutanoato de etila 65 68 90 R
3—-0Oxo-3-fenil-propanoato de etila 56 62 98 S
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4,4,4-Tricloro-3-oxo-butanoato de etila
4,4,4-Trifluoro-3-oxo-butanoato de etila
3-Oxo-4-fenilsulfonil-butanoato de etila
2-Oxo-1-ciclopentanocarboxilato de etila

2-Oxo-1-ciclohexano-carboxilato de etila

2-Azido-1-fenil-1-etanona
2-Azido-1-(4-clorofenil)-1-etanona
2-Azido-1-(4-metilfenil)-1-etanona
2-Azido-1-(4-metoxifenil)-1-etanona
2-Azido-1-(4-fluorofenil)-1-etanona
2-Azido-1-(4-bromofenil)-1-etanona

2-Azido-1-(4-terc-

butildimetilsililoxifenil)-1-etanona
2-Azido-1-(2-furil)-1-etanona
2-Azido-1-(2-tienil)-1-etanona
2-Azido-1-(2-naftil)-1-etanona
2-Butanona

2-Pentanona

2-Hexanona

4-Metil-2-pentanona
3,3-Dimetil-2-butanona

2-Heptanona

56
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60

62

42

40

58

78

60

66

78

52

69

70
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88
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90

102

86

51

72

70

60

63

70

72

71

58

65

7

62

69

58

49

38

49

50

32

49

30

88

78

98

97

98

100

98

98

99

95

97

99

92

94

93

87

82

90

71

75

92

IR, 2§

IR, 2§

Fonte: YADAYV et al., 2002
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Em todos os casos, observou-se a formagdo do respectivo dlcool com valores de
conversao variando entre 30 — 82 % e ee entre 71 — 100%. Outros trabalhos envolvendo o uso

de D. carota serdo discutidos durante o presente capitulo.

Em relacdo ao tipo de substrato, a acetofenona e seus derivados sdo certamente os
mais estudados. A cetona aromatica, além ter sido estudada por Yadav (2002), aparece em

diversos outros trabalhos, ndo sé com vegetais, mas com vdrias fontes enziméticas.

Kumaraswamy e Ramesh (2003) ao avaliar a reducdo assimétrica de cetonas pro-
quirais utilizando Phaseolus aureus L., uma espécie de feijao, como catalisador biolégico
utilizou a acetofenona e derivados como substratos obtendo seus respectivos dlcoois com
conversoes variando entre 23 — 55 % e ee entre 72 — 98 %. A seguir sdo apresentados os

resultados obtidos do estudo (Tabela 9, p. 58).

Tabela 9: Biorreducdo de compostos carbonilicos utilizando P. aureus

Substrato Tempo (h) Conversao (%) ee (%) Configuracao
Acetofenona 24 52 84 S
p-Cloroacetofenona 24 50 90 S
p-Fluoroacetofenona 24 45 87 S
p-Metoxiacetofenona 24 28 90 S
p-Metilacetofenona 24 51 95 S
p-Hidroxiacetofenona 72 23 72 S
1-Tetralona 46 55 98 S
1-Fenilpropan-1-ona 24 50 80 S
1-Fenilpropan-2-ona 24 48 98 S
1,3-Difenil-2-propen-1-ona 24 28 85 S

Fonte: Kumaraswamy e Ramesh (2003)
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A espécie D. carota € relatada novamente em 2004 por Comasseto e
colaboradores ao descreverem o uso do vegetal como catalisador em redugdes de
acetofenonas organosulfuradas e organoselenadas (Figura 35, p. 59). A Tabela 10, p. 59

apresenta alguns dos resultados obtidos pelos autores no referido trabalho.

Figura 35: Daucus carota na biorreducao de derivados organosulfuradas e organoselenados

da acetofenona

O OH

X X

‘ D. carota ‘
—>

A P L F

R R
R, = 0-MeSe R = 0-MeSe
R, = m-MeSe R, = m-MeSe
R; = p-MeSe R; = p-MeSe
R, = 0-PhSe R, = o0-PhSe
R5 = m-PhSe Rs5 =m-PhSe
R¢ = p-PhSe R¢ = p-PhSe
R, = 0-MeS R; = 0-MeS
Rg = m-MeS Rg = m-MeS
Rg = p-MeS Rg = p-MeS

Tabela 10: Resultados da biorredu¢do dos derivados da acetofenona organosulfuradas
biocatalisada por D. carota

Substrato t(h) Conversao (%) ee (%) Configuracao

o0-MeSe 72 - - -
m-MeSe 48 96 99 S
p-MeSe 48 83 99 S
0-PhSe 72 - - -
m-PhSe 72 95 99 S
p-PhSe 72 72 99 S
0-MeS 72 8 99 S

m-MeS 72 97 99 S
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p-MeS 72 95 99 S

Fonte: COMASSETO et al., 2004

Em 2005, novamente ¢é relatado o uso de D. carota em redugdo biocatalisada. O
trabalho de Caron e colaboradores (2005) demonstra o uso das culturas da espécie com boa

atividade catalitica frente a diversos substratos cetdonicos como mostra a Figura 36, p. 60.

Figura 36: Cultura de D. carota como biocatalisador de substratos cetdnicos
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Fonte: Caron et al. (2005)
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Andrade e colaboradores (2006) publicaram trabalho contendo screening com
diversos vegetais, tais como: Allium schoenoprasum (cebolinha), Artium lappa (carrapicho
grande), Arracacia xanthorrhiza (mandioquinha salsa), Beta vulgaris (beterraba), Brassica
rapa (nabo), Colocasia esculenta (inhame-coco), Coriandrum sativum (coentro), Dioscorea
alata (inhame), Ipomoea batatas (batata doce branca e vermelha), Manihot esculenta
(mandioca), Polymnia sonchifolia (batata diet, yacon), Raphanus sativus (rabanete), Solanum
tuberosum (batata inglesa) e Zingiber officinale (gengibre) com intuito na obten¢do de fontes
biocataliticas em reacdes de reducdo e oxidacdo. Dentre os vegetais em questdo, 0s autores
destacam o uso de Arracacia xanthorrhiza pela reprodutibilidade e com resultados mais

confiaveis.

O trabalho relata também a capacidade dos vegetais Allium schoenoprasum,
Arracacia xanthorrhiza, Colocasia esculenta e Manihot esculenta na redu¢do do grupo nitro
ao se utilizar o 4’-nitroacetofenona como substrato no respectivo 4’-aminoacetofenona. Na

reacdo utilizando C. esculenta obsevou-se uma conversdo de 100 % do grupo nitro.

O mesmo grupo de pesquisa publicou no ano seguinte (2007) trabalho que
utilizava A. xanthorrhiza e B. vulgaris em associa¢do com o fungo Candida guilliermondii na
producdo aminas e acetamidas a partir de substratos nitroaromaticos (Figura 37, p. 61)
(PACHECO et al., 2007). Os principais resultados obtidos no estudo encontram-se

apresentados na Tabela 11, p. 62 a seguir.

Figura 37: Obtencdo de aminas e acetamidas catalisadas por A. xanthorrhiza e B. vulgaris em

associacdo com Candida guilliermondii

©/N02 Biocatalisador ©/ . . ‘ X NY
R// R// R// )

Fonte: PACHECO et al., 2007
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Tabela 11: Aminas e acetamidas catalisadas por A. xanthorrhiza e B. vulgaris em associagdao

com Candida guilliermondii

A. xanthorrhiza B. vulgaris
Substrato Amino Acetamida | Amino Acetamida
(%) (%) (%) (%)
2-Nitrofenol 10 90 -- -
3-Nitrofenol 44 56 -- --
Nitrobenzeno 45 55 65 --
1-metil-2-nitrobenzeno 20 80 -- --
2-metil-1,3-dinitrobenzeno 100 - 100 --
1-cloro-2-nitrobenzeno 15 80 96 --
1-cloro-3-nitrobenzeno 5 95 37 75
3-nitrobenzenamina 95 -- - -
2-nitroacetofenona 26 -- - -
3-nitroacetofenona 95 -- 92 8
4-nitroacetofenona 100 -- 44 43
4-metil-2-nitrobenzamina -- -- - -
4-nitrobenzenamina -- -- - -
2,4-dinitrobenzenamina -- -- - -
1-fluoro-2,4-dinitrobenzeno - - — _
1-(bromometi)-4-nitrobenzeno -- -- - -

Fonte: PACHECO et al., 2007
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Em uma revisao, Cordell e colaboradores (2007) descreveram o uso de diversas
espécies de plantas como fonte enzimadtica em reacdes de biocatdlise. Nesse trabalho, os
autores relatam a capacidade de culturas de células vegetais de distinguir entre dois
diastereoisomeros de um dibenzilbutanolideo (Figura 38, p. 63). A obtencdo de um tdnico
diastereoisomero foi possivel através da reacdo do racemato de dibenzilbutanolideo com
culturas das espécies de Catharanthus roseus, Camelia sinensis, Nicotiana tabacum e Daucus

carota em periodos de 5 dias, 18 h, 6 h e 3 dias, respectivamente.

Figura 38: Desracemizagao de dibenzilbutanolideo por cultura de células de plantas

OH

H
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Fonte: Cordell et al. (2007)

Trabalho de Orden e colaboradores (2008) destacou o uso de 6rgaos de plantas na
reducdo da acetofenona, 2,3 di-hidro-cromano-4-ona e 6-acetil-2,2-dimetil-2,3-di-hidro-4H-
cromen-4-ona (Figura 39, p. 64). Os resultados obtidos no estudo sdo apresentados na
Tabela 12, p. 64. Devido as baixas quantidades de 3b e 3¢ obtidos pela bioconversdo nao foi

possivel determinar a configuragdo absoluta ou o ee.



Figura 39: Biorredugdo de cetonas prd-quirais utilizando 6rgaos de plantas endémicas
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Tabela 12: Biorredugao da acetofenona utilizando 6rgdos de plantas endémicas
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Espécies Tempo(d) 1la e 2a e 3a e 3b 3c
Baccharis crispa (folha) 3 14 67 28 79 9 - 4 -
Baccharis flabellata (folha) 3 34 42 53 88 15 12 6 -
Buddleja cordobensis (folha) 3 95 98 98 98 ) ) ) )
Daucus carrota (raizes) 3 95 >98 98 >98 91 >98 2 1
Gardenia augusta (folha) 3 77 22 95 83 20 48 4 -
Grindelia pulchella (folha) 3 33 77 41 83 1 - 1 -
Tessaria absinthioides (folha) 3 8 52 42 89 22 41 1 -

Fonte: ORDEN et al., 2008
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Virias espécies vegetais foram analisadas no trabalho de Xie e colaboradores

(2009) em reagdes de reducdo de 2-clorofluoranonas com mostrado na Figura 40 e Tabela

13, p. 65.

Figura 40: Biorreduc¢ao de 2-clorofluoranona utilizando frutas e vegetais como biocatalisador
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Fonte: XIE et al., 2009

Tabela 13: Reduc¢ao de 2-cloro-fluoranona utilizando biocatalisadores vegetais

Espécies vegetais Conversao (%) ee (%)
Maca (Malus pumila Mill.) 69 90
Banana (Musa balbisiana Colla) 30 46
Laranja (Citrus reticulata Blanco.) 15 43
Batata (Solanum tuberosum L.) 7 50
Morango (Fragaria ananassa Duch.) 37 93
Cebolinha (Allium fistulosum L. var.) 13 72
Ameixa (Prunus spp.) 100 50
Alho (Allium saticum L.) - -
Cebola (Allium cepa L.) 8 26
Cereja (Prunus pseudocerasus Lindl.) 4 87
Jujuba (Zizyphus jujuba Mill.) 88 28

Tupinamba (Jerusalem artichoko) 100 76
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Uva (Vitis spp.) 97 >99

Fonte: XIE et al., 2009

A uva Vitis spp. tem destaque no trabalho realizado devido aos altos valores de
conversao (97 %) e ee (> 99 %). A ameixa (Prunus spp.) também apresentou resultado
satisfatério na reagdo em questdo visto que foi capaz de reduzir 100 % do substrato obtendo o
dlcool com ee de 50 % seguida do Tupinambo (Jerusalem artichoko) com mesmo valor de

conversdo (100 %) mas com ee de apenas 76 %, considerado baixo.

Takeda e colaboradores (2011) propuseram o uso de diferentes partes de
Arabdopsis thaliana em reagdes de redugdes enantiosseletivas de diversas cetonas pro-quirais.
Os estudos mostraram boa atividade catalitica para espécie estudada com valores de

conversao variando de 5 — 99 % e ee variando de 28 — 99 %.

Recentemente, Xie, Yang e Yang (2012) publicaram trabalho de screening com
inimeras espécies vegetais na reacdo de reducdo de grupos nitro presentes em compostos
aromaticos policiclicos produzindo seletivamente as correspondente hidroxilaminas e aminas.
Os autores propdem um mecanismo de redugdes inicialmente com a formacgdo da
hidroxilamina e posterior obten¢cao da amina (Figura 41, p. 66). Os principais resultados dos

ensaios encontram-se dispostos na Tabela 14, p. 67.

Figura 41: Biorredugao de grupos nitro em compostos arométicos policiclicos
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Tabela 14: Reducdo de compostos nitro em compostos aromdticos policiclicos utilizando

vegetais

Espécies vegetais Conversao (%) -NHOH vs. -NH,
Uva (Vitis vinifera) >99 95:5
Maga (Malus pumila Mill.) 90 85:15
Banana (Musa balbisiana Colla) >99 81:19
Cereja (Prunus pseudocerasus Lindl.) >99 80:20
Péra (Pynus pyrifolia Nak.) 93 79:21
Morango (Fragaria ananassa Duch.) 91 65:35
Laranja (Citrus reticulare) 91 60:40
Jujuba (Zizyphus jujuba Mill.) 92 45:55
Batata (Solanum tuberosum) >99 26:74
Ameixa (Prunus spp.) 90 21:79
Cebolinha (Allium fistulosum L.) 91 11:89
Cebola (Allium cepa L.) 94 8:92
Alho (Allium saticum L.) 0 --

Fonte: Xie et al. (2012)

A partir dos resultados obtidos pode-se destacar as reagdes realizadas com a uva
(Vitis vinifera) e a cebola (Allium cepa L.), ambas com bons valores de conversiao (>99 e 94
%, respectivamente) e alta seletividade. O uso de V. vinifera como catalisador produziu um
excesso da hidroxilamina a partir do composto nitro (95:5) enquanto a reacdo com A. cepa L.

gerou maior quantidade da amina (8:92).

Posterior reacdo utilizando V. vinifera e outros substratos policiclicos nitratos

confirmaram a relac@o apresentada anterioremente (Tabela 15, p. 68).
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Tabela 15: Vitis vinifera (uva) como biocatalisador em redugdes de compostos nitro

policiclicos
Substrato Conversao (%) | -NHOH vs. -NH,
O O O
OO >99 94:6
O
o 93 88:12
OoN
O
o)
O 86 83:17
o)

NO,

Fonte: Xie et al. (2012)



CAPITULO 4

Resultados e Discussao
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao dos alcoois padroes por via quimica

A partir das reducdes por via quimica das cetonas pré-quirais 1-14 utilizando
NaBH4+/MeOH como descrito no item 5.3, p. 145, Procedimento Experimental foi possivel
a obtencdo dos respectivos dlcoois la-14a, utilizados como padrdes para posterior
comparacao com os produtos obtidos por via enzimética. De um modo geral, as reagdes por
via quimica apresentaram bons rendimentos (Tabela 16, p. 70) apds purificacio utilizando
coluna cromatogréfica em gel de silica. A determinagdo e confirmagdo das estruturas 1a-14a
foi possivel a partir de técnicas de RMN 'H.

Tabela 16: Rendimentos da obteng¢ao dos dlcoois 1a-14a por via quimica

Alcool Rendimento (%)

()-1-Feniletanol (1a) 89,8

() 1-(4-bromofenil)-etanol (2a) 89,7
(%) 1-(4-fluorofenil)-etanol (3a) 86,0
(%) 1-(4-metoxifenil)-etanol (4a) 79,9
() 1-(4-metilfenil)-etanol (5a) 81,4
() 1-(3-bromofenil)-etanol (6a) 85,0
() 1-(3-metodxifenil)-etanol (7a) 84,1
(%) 1-(3-metilfenil)-etanol (8a) 88,9
(%) 1-(2-bromofenil)-etanol (9a) 80,9
(£) 1-(2-clorofenil)-etanol (10a) 83,4
() 1-(2-fluorofenil)-etanol (11a) 85,9
() 1-(2-metoéxifenil)-etanol (12a) 86,2
(*)-2,2,2-trifluorofeniletanol (13a) 92,0

(¥)-0-Tetralol (14a) 61,3
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4.2 Processos Biocataliticos

A avaliacdo da capacidade biocatalitica de Ipomoea batatas (batata-doce) frente a
reacdes de reducdo foi realizada utilizando como substrato padrdo a acetofenona 1 (Figura
42, p. 71). O material vegetal foi tratado conforme metodologia descrita no item 5.5.1, p. 145,
Procedimento Experimental, e os produtos reacionais analisados inicialmente por CCD

utilizando como eluente mistura binaria de Hexano/AcOEt (8:2).

Figura 42: Esquema da reacao de redugdo da acetofenona por via enzimatica

Q OH
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Yy

la

Os teores de conversdo e o excesso enantiomérico (ee) da reacdo foi avaliado por
CLAE utilizando curva de calibracio correspondente a cetona 1 (Figura 43, p. 71) e ao alcool
1a (Figura 44, p. 71). Nos cromatogramas obtidos (Figura 45, p. 72) a partir das anélises em
CLAE com coluna quiral OD-H observaram-se trés picos, um referente ao material de partida

e outros dois relacionados aos alcoois formados.

Figura 43: Curva de calibracio da Figura 44: Curva de calibragdo do ()
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Figura 45: Cromatograma de biorreducdo de 1 utilizando 5,0 g de BD analisado por CLAE
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A bioconversao de 1 utilizando como biocatalisador o complexo enziméatico da
batata-doce (BD) mostrou-se razodvel, com valor de 52,5 %, pouco superior ao obtido por
Machado et al. (2008a) . O produto obtido apresentou como dlcool majoritirio o enantidbmero

de configuracdo R, com um excesso enantiomérico de 65,1 %.

A partir desse resultado, outras reacdes foram realizadas em diferentes condi¢des
reacionais buscando a otimizacdo com relagdo a conversao e excesso enantiomérico (ee) de 1.
Dessa forma, foram avaliados os parametros: quantidade de biocatalisador, quantidade de
substrato, fixacdo de pH pelo uso de meio tamponante, uso e quantidade de co-solvente e uso
do polimero polivinilpirrolidona (PVP). Os resultados obtidos nas avalicdes das condi¢des

descritas sao discutidos a seguir.
4.2.1 Quantidade de biocatalisador

Uma série de reacOes utilizando diferentes quantidades de batata-doce foi
realizada como forma de avaliar a influéncia da concentracdo do biocatalisador na reacdo de
reducdo de 1. No estudo foram utilizadas quantidades de BD entre 5,0 — 25,0 g com variacdes

de 5,0 em 5,0 g mantendo-se todas as condi¢des anteriores.

Os valores de conversao mostraram-se de razodvel a excelente com destaque para
a reagdo com 25,0 g de BD, apresentando uma conversdo de 98,3 %. Os excessos
enantioméricos variaram entre 21,2 a 77,6 % com o melhor resultado (77,6 %) para a reacao
contendo 25,0 g de biocatalisador. Dessa forma, foi determinado o valor de 25,0 g como
6timo para reacdo de 1 biocatalisada com BD. Este valor foi entdo adotado para reacdo com

outros substratos. Todos os dlcoois obtidos nas reacdes apresentaram o enantidmero de
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configuracdo R como majoritario. Os resultados desse estudo sdo mostrados na Tabela 17, p.

73 bem como na Figura 46, p. 73 e o correspondente cromatograma na Figura 47, p. 73.

Tabela 17: Valores de bioconversdo de 1 e ee de la utilizando diferente quantidades de

catalisador
Quantidade de _ . ]
biocatalisador (g) Conversao (%) ee (%)
3,0 52,5 65,1 (R)
10,0 65.8 48,5 (R)
150 79,1 51,0 (R)
20,0 52,1 21.2 (R)
25,0 98,3 77,6 (R)
*Determinados por CLAE

Figura 46: Perfil de biotransformacéo de 1 utilizando diferentes quantidades de BD
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Figura 47: Cromatograma de biorreduc¢ao de 1 utilizando 25,0 g de BD analisado por CLAE

1000
750
500

250

.249

PDA Multi 1

1 k6424
—

0.0

min




4.2.2 Quantidade de substrato

Ap6s otimizacdo da melhor quantidade de biocatalisador, dentre os valores
testados, capaz de converter 1 em 1a de forma enantiosseletiva, avaliou-se a capacidade do
mesmo em reagir com maiores quantidades de substrato em relacdo ao utilizado anteriormente
(50 mg). Para isto, foi realizada uma série de reacoes utilizando 25,0 g de BD em erlenmeyers
de 50 mL contendo 25 mL de dgua destilada e as seguintes quantidades de substrato: 100,0
mg; 200,0 mg e 300,0 mg. Os resultados desse estudo sao mostrados na Tabela 18, p. 74 bem

como na Figura 48, p. 74.

Tabela 18: Valores de bioconversdao de 1 e ee de 1a utilizando diferente quantidades de

substrato
Substrato (mg) Conversiio (%)’ e (%)
100 29,2 80,0 (R)
200 7,3 78,3 (R)
300 3,5 49,6 (R)
“Determinados por CLAE

Figura 48: Perfil de biotransformacéo de 1 utilizando diferente quantidades de substrato
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Com o tratamento dos dados obtidos observou-se que o aumento na quantidade de
substrato diminui consideravelmente a conversao de 1. Os valores de conversiao variaram

entre 3,5 — 29,2 % bem inferiores ao anterior com 50,0 mg de substrato, 98,3 %. Nas reacoes
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descritas obteve-se o dlcool de configuracdo R com ee entre 49,0 — 80,0 %.
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A partir do estudo em questdo, decidiu-se permanecer com quantidades de
substrato de 50,0 mg por apresentar valor de conversdao superior aos demais. Mesmo com o
alcool R obtido com ee de 80,0% quando utilizado 100,0 mg de 1 (um pouco acima do valor
com 50,0 mg onde obteve-se 77,6% (R)), o baixo valor na conversao ndo justificou seu uso

nas reagdes posteriores.
4.2.3 Meio reacional

Outro parametro estudado na biorredugdo de 1 foi a fixacdo do pH pelo uso de
solucdo tampao fosfato buscando melhores valores de conversio e ee considerando o pH da
dgua destilada utilizada anteriormente em torno de 5,7. Foram utilizados solu¢des com pH de
5,5; 6,5; 7,5 e 8,5; conservando-se os outros parametros obtidos. Os respectivos resultados sao

apresentados na Tabela 19, p. 75 e na Figura 49, p. 75.

Tabela 19: Valores de bioconversdo de 1 e ee de 1a utilizando solu¢do tampao fosfato em

diferentes pH

pH Conversao (%)* ee (%)

5.5 12,6 18,7 (R)

6,5 35,1 62,0 (R)

7,5 46,0 69,8 (R)

8,5 32,2 36,6 (R)
*Determinados por CLAE

Figura 49: Perfil de biotransformacdo de 1 em meio tamponante
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Os resultados de bioconversdo mostraram-se de baixo a razodvel com valores que
variaram entre 12,6 — 46,0 %. Verificou-se um aumento da conversao com o aumento do pH
de 5,5 a 7,5 com posterior queda com o uso de solu¢do em pH 8,5; 32,2 %. Em todos os casos
obteve-se o dlcool de configuracdo R como majoritdrio e ee variando entre 18,7 — 69,8 %,
comportamento semelhante ao verificado na bioconversao, tendo um aumento até pH 7,5 e
posterior queda em pH 8,5. A configuracdo do dlcool obtido em excesso concorda com o

relatado por Yang et al. (2008).

Com os ensaios realizados decidiu-se permanecer com o uso de dgua destilada
como meio reacional visto que o complexo enziméatico de BD apresentou melhor atividade

catalitica frente a reacdo com 1.
4.2.4 Uso de co-solvente

Em virtude da baixa solubilidade de alguns substratos em dgua realizou-se uma
série de reagdes utilizando 25,0 g de BD; 50,0 mg de 1 em 22,5 mL de dgua destilada com 2,5
mL (equivalente a 10 % do volume total) dos seguintes co-solventes: isopropanol ('PrOH),
dimetilsulféxido (DMSO) e tetra-hidrofurano (THF) com intuito de avaliar a influéncia destes
na reacdo em questdo. Os valores de bioconversao e ee referentes ao estudo em questao estao

dispostos na Tabela 20, p. 76.

Tabela 20: Valores de bioconversao de 1 e ee de 1a utilizando diferentes co-solvente

Co-solvente Conversao (%)* ee (%)
'PrOH 1,0 32,4 (S)
DMSO 18,2 12,5 (S)
THF - -
“Determinados por CLAE

Os valores de bioconversdao apresentaram-se baixos com o uso dos co-solventes
estudados nao sendo obtido nenhum produto no caso do THF, enquanto os dlcoois produzidos
com PrOH e DMSO resultaram em um excesso do enantidbmero de configuracdo S,

semelhante ao obtido por Andrade et al. (2006) ao utilizar co-solvente no meio.

Dessa forma, viu-se a necessidade de um estudo mais detalhado do
comportamento do complexo enziméatico de BD frente a reacdo com 1 na presencga dos co-

solventes em questdo. No estudo manteve-se a quantidade de biocatalisador e substrato
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variando-se a quantidade de cada co-solvente nas proporcdes de 1 %, 2 %, 5 % e 10 %,

respectivamente.

4.2.4.1 Quantidade de isopropanol

A variagdo da quantidade de PrOH como co-solvente possibilitou a avaliagio da

influéncia do mesmo na reacdo de BD com 1. Os valores de bioconversao e ee referentes ao

estudo em questao estdo dispostos na Tabela 21, p. 77 e Figura 50, p. 77.

Tabela 21: Valores de bioconversdo de 1 e ee de 1a utilizando diferentes quantidades de

isopropanol (‘PrOH)
'PrOH (%mL) Conversio (%) ee (%)
1,0 97,9 62,8 (R)
2,0 43,4 53,9 (R)
5,0 6,3 45,9 (S)
10,0 1,0 32,4 (S)
*Determinados por CLAE

Figura 50: Perfil de biotransformacdo de 1 utilizando diferente quantidades de 'PrOH
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Com os resultados obtidos observou-se que quando utilizado 1% de 'PrOH os

valores de bioconversdo e ee ndo apresentaram grandes variagdes comparados com o0s

correspondentes ao se utilizar apenas dgua como meio reacional (98,3 % e 77,6 % (R),

respectivamente). Ao se aumentar a quantidade de 'PrOH verificou-se a diminui¢do na

conversdao de 1 bem como o aumento na producdo do enantidbmero de configuragdo S com

excesso do mesmo a partir de 5 % no volume do co-solvente. Os respectivos cromatogramas

dos ensaios realizados sao apresentados nas Figuras 51 — 54, p. 78 ¢ 79.
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Figura 51: Cromatograma de biorreducgao de 1 utilizando 1 % de 'PrOH analisado por CLAE
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Figura 52: Cromatograma de biorredugo de 1 utilizando 2 % de 'PrOH analisado por CLAE
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Figura 53: Cromatograma de biorreducio de 1 utilizando 5 % de 'PrOH analisado por CLAE
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Figura 54: Cromatograma de biorredu¢cdo de 1 utilizando 10 % de 'PrOH analisado por

CLAE
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Possivel explicacdo para o comportamento observado pode estar no fato de que a
batata-doce é formada nao por uma enzima isolada, mas sim por um complexo enziméitico
composto por vdrias enzimas com as mais diversas particularidades. Inicialmente deve-se
considerar que mais de uma enzima € capaz de realizar a biorredu¢dao de 1. Devido a
diminui¢@o na conversdo pode-se supor que o aumento na quantidade de 'PrOH causa inibicao
nas enzimas de BD, em maior grau para as enzimas responsdveis na producdo do dlcool de
configuracdo R o que acarretaria no aumento da produgdo de alcool S observado. Deve-se
considerar também, uma possivel modificacdo na estrutura das enzimas responsdveis pela
reacdo devido a substitui¢des do co-solvente com moléculas de d4gua em seus sitios ativos o

que levaria uma maior producao do enantiomero de configuraciao oposta.

Contudo, para comprovagdo do suposto faz-se necessdrio estudos envolvendo o
isolamento e caracterizagdo das enzimas presentes em BD responsdveis pela reacdo de

biorredugio de 1.
4.2.4.2 Quantidade de dimetilsulfoxido

O estudo também avaliou a influéncia da quantidade de DMSO presente no meio
reacional na biorreducdo de 1 com o complexo enzimatico de BD. Os resultados desse estudo

sao mostrados na Tabela 22, p. 80 bem como na Figura 58§, p. 80.
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Tabela 22: Valores de bioconversdo de 1 e ee de 1a utilizando diferentes quantidades de

dimetilsulféxido (DMSO)

DMSO (% mL) Conversao (%)? ee (%)

1,0 6,9 49,8 (R)

2,0 2,3 21,9 (S)

5,0 7.4 11,6 (S)

10,0 18,2 12,5 (S)
*Determinados por CLAE

Figura 55: Perfil de biotransformacgao de 1 utilizando diferente quantidades de DMSO
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Em todos os casos os valores de conversdo utilizando DMSO apresentaram-se
baixos variando entre 2,3 — 18,2 %. O produto obtido apresentou comportamento semelhante
ao observado quando utilizado 'PrOH com formacao inicial do enantidbmero R na presenca de
1% de DMSO (49,8 % ee) e, posterior formacdo de um excesso do dlcool de configuracdo S a
partir dos 2% do respectivo co-solvente com valores de ee variando entre 12,5 — 21,9 %. Os
cromatogramas dos ensaios realizados s@o apresentados nas Figuras 56 — 59, p. 80 ¢ 81.

Figura 56: Cromatograma de biorreducio de 1 utilizando 1 % de DMSO analisado por CLAE
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Figura 57: Cromatograma de biorreducio de 1 utilizando 2 % de DMSO analisado por CLAE

mAU
] 3 PDA Muft 1
1000+ =
750
500-]
250
~  F
3 =
] <
o An y L, et —t
EE e S SRR R —— e e e e g
0 5 10 15 20 25

Figura 58: Cromatograma de biorreducgao de 1 utilizando 5 % de DMSO analisado por CLAE
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Figura 59: Cromatograma de biorreducdo de 1 utilizando 10 % de DMSO analisado por
CLAE
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4.2.4.3 Quantidade de tetra-hidrofurano

Finalizando o estudo do uso de co-solvente na rea¢do de BD e 1 realizou-se uma
série de ensaios com THF nas mesmas propor¢des descritas nos casos anteriores. Os

respectivos resultados sao apresentados na Tabela 23, p. 82.

Tabela 23: Valores de bioconversdo de 1 e ee de 1a utilizando diferentes quantidades de

tetra-hidrofurano (THF)

THF (% mL) Conversao (%)* ee (%)*
1,0 9,1 57,9 (S)
2,0 3,0 75,8 (S)
5,0 -- --
10,0 -- --
“Determinados por CLAE

Como se pode observar o uso do co-solvente diminui a conversdao de 1 ao se
utilizar o complexo enzimdtico de BD como biocatalisador. Nos estudos observou-se que ja
com 1 % de THF ocorre a variacdo na configuracdo do dlcool majoritirio com ee de 57,9 %
do enantidmero S. O aumento da quantidade de THF para 2 % tende a aumentar o ee do dlcool
S (75,8% ee). Verificou-se ainda que o uso do respectivo co-solvente em propor¢des acima de
5 % tende a ndo formar nenhum produto reacional. Os cromatogramas dos ensaios realizados

sao apresentados nas Figuras 60 e 61, p. 82 ¢ 83.

Figura 60: Cromatograma de biorreduc¢ao de 1 utilizando 1 % de THF analisado por CLAE
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Figura 61: Cromatograma de biorreducio de 1 utilizando 2 % de THF analisado por CLAE
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4.2.5 Uso de polivinilpirrolidona (PVP)

Segundo Zeraik e colaboradores (2008), a polivinilpirrolidona (PVP) é um
polimero que apresenta papel interessante ao agir como um protetor removendo compostos
fendlicos naturais de extratos enzimdticos gerando assim um material mais limpo e livre de

possiveis interferentes a reacdo e/ou inibidores (ZERAIK et al., 2008) (Figura 62, p. 83).

Figura 62: Estrutura monomérica do polimero PVP
* N/n
Ngo

O uso de PVP foi avaliado a partir de uma série de reagdes contendo 25,0 g de

BD; 50,0 mg de 1 em 25 mL de dgua destilada e diferentes quantidades do polimero: 0,25 g;
1,0 g e 2,5 g. Os resultados desse estudo sao apresentados na Tabela 24, p. 83 e na Figura
63, p. 84.

Tabela 24: Valores de bioconversdo de 1 e ee de la utilizando diferentes quantidades de

polivinilpirrolidona (PVP)

Q“?)“\Eil‘)l?g)e de Conversio (%)* ee (%)°
0,25 13,5 62,2 (S)
Lo 79.1 94,6 (S)
2.5 82,8 96,7 (S)

*Determinados por CLAE
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Figura 63: Perfil de biotransformacéo de 1 utilizando diferente quantidades de PVP
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Ap6s andlise dos dados obtidos verificou-se que o PVP apresenta grande
influéncia na reacdo de 1 com BD. Com apenas 0,25 g verificou-se uma baixa conversao
(13,5 %) e um excesso do enantidomero S, causado possivelmente pela inibicdo das enzimas
responsaveis pela produgdo do dlcool R. O aumento da quantidade de PVP gerou um aumento
na bioconversao e no ee do dlcool de configuracdo S. Esse comportamento pode ser explicado
pelo provavel aumento da atividade das enzimas produtoras deste enantiomero. Os

cromatogramas referentes as reagdes com PVP sdo apresentados nas Figuras 64 — 66, p. 84 ¢
85.

Figura 64: Cromatograma de biorreducdo de 1 utilizando 0,25 g de PVP analisado por
CLAE
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Figura 65: Cromatograma de biorreducdo de 1 utilizando 1,25 g de PVP analisado por
CLAE
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Figura 66: Cromatograma de biorreducao de 1 utilizando 2,5 g de PVP analisado por CLAE

mAU

5 PDA Multi 1

=

1000
750-]
500

250

1 i::::::: 6525
;ﬁesaa

0.0 25 50 75 10.0 ] 125 '

4.2.6 Reacoes de biotransformacio utilizando cetonas pré-quirais

Ap6s obtencdo das melhores condigdes reacionais, dentre os pardmetros testados,
de biorredugdo utilizando como substrato padrdo a acetofenona 1 (25 g de biocatalisador, 50
mg de substrato em 25 mL de dgua destilada), estendeu-se o estudo para outras cetonas pro-

quirais disponiveis no Laboratorio de Biotransformacdes e Produtos Naturais (LBPN).

Foram selecionados os seguintes derivados de 1: 4’-bromoacetofenona (2), 4’-
fluoroacetofenona (3), 4’-metdéxiacetofenona (4), 4’-metil-acetofenona (5), 3’-
bromoacetofenona  (6), 3’-metdxi-acetofenona (7), 3’-metilacetofenona (8), 2’-
bromoacetofenona (9), 2’-cloroacetofenona (10), 2’-fluoroacetofenona (11), 2’-
metoxiacetofenona (12), 2,2,2-trifluoroacetofenona (13), bem como a cetona a-tetralona (14).

As respectivas estruturas de cada substrato sdo representadas na Figura 67, p. 86.



Figura 67: Substratos utilizados na biorredu¢do com BD

0]

o

0]

(1 (2) A3)
(0]
| Q)Ok
H3CO/©)5 H3C (5) (6)
Br
(0] o o

86

(0]
@)

OCH; CHs (10)
0 O o) o)
: : i i: : @J‘\CFS Cﬁi
F OCH;
an (12) (13) (14

Para cada substrato carbonilico foram utilizadas duas metodologias distintas
conforme descrito no item 5.5.7, p. 148, Procedimento Experimental. Na primeira, 25,0 g
de BD foram adicionados em erlenmeyers de 50 mL contendo 50,0 mg de cada substrato e 25
mL de dgua destilada. O material foi deixado sob agitacdo por 72 h a 175 r.p.m. No segundo

método, além do material descrito foram adicionados 2,5 g de PVP, melhor quantidade obtida

na otimizacao.
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O estudo foi dirigido inicialmente a influéncia do uso de PVP na bioconversao e
ee para cada substrato bem como a relacdo da presenca de substituintes no anel aromético de
1 com reatividade do complexo enzimatico, a fim de avaliar fatores estéricos e eletronicos

devido a posi¢do e natureza dos substituintes.
4.2.6.1 Reacdes com cetonas p-substituidas

Nesse estudo foram utilizadas 4 cetonas p-substituidas e comparou-se a
reatividade destas com o complexo enzimdtico de BD com PVP e na auséncia do respectivo
polimero. Os produtos esperados na biorredu¢do das cetonas 4’-bromoacetofenona (2), 4’-

fluoroacetofenona (3), 4’-metdxiacetofenona (4), 4’-metil-acetofenona (5) sdo mostrados na

Figura 68, p. 87.

Figura 68: Produtos esperados da reacao das cetonas p- substituidas utilizando a metodologia

BD e BDpvp
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O material reacional foi avaliado por CLAE e as concentracdes dos substratos e seus
produtos foram obtidos por curva de calibracdo dos respectivos padrdes. A seguir sdo apresentadas
as curvas de calibracdo das cetonas utilizadas no presente estudo, bem como dos alcodis
obtidos (Figuras 69 — 76, p. 87 ¢ 88).
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Figura 71: Curva de calibragdo de 3
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Figura 73: Curva de calibracio de 4

10000000
8000000

6000000

Area

4000000

2000000

R =0,99983

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

Concentragdo em ppm

Figura 75: Curva de calibracdo de §
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Figura 72: Curva de calibracio de 3a
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Figura 74: Curva de calibracdo de 4a
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Figura 76: Curva de calibracio de Sa
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Nas reag¢oes com o derivado 4’-bromoacetofenona (2) verificou-se que o uso de PVP

produziu o enantidmero com configuragdo oposta ao do dlcool obtido quando utilizado apenas

dgua no meio, semelhante ao comportamento observado com acetofenona 1. A reagcdo de 2 em

dgua destilada produziu o dlcool S com ee de 42,0 % e uma bioconversdo de 11,5 %. Com

adicao de PVP foi observado um excesso do composto de configuracdo R de 48,6 % e um
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aumento no valor da conversdo, obtendo-se 24,3 % do respectivo produto. Os valores de

bioconversao e ee sdo apresentados na Tabela 25 e na Figura 77, p. 89.

Tabela 25: Valores de bioconversdo de 2 e ee de 2a a partir das reacdes com BD

Ipomoea batatas/

4’-bromoacetofenona Conversao (%) ee (%)
BD 11,5 % 42,0 % (S)
BDpvp 24.3 % 48,6 % (R)
*Determinados por CLAE

Figura 77: Perfil de biotransformacéo de 2 utilizando BD como biocatalisador
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Os cromatogramas das respectivas reacoes estdo dispostos nas Figuras 78 e 79.

Figura 78: Cromatograma de biorredu¢do de 2 na auséncia de PVP analisado por CLAE
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Figura 79: Cromatograma de biorreducdo de 2 com PVP analisado por CLAE
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O uso de PVP na reacdo com 4’-fluoroacetofenona (3) apresentou comportamento
semelhante aos anteriores no que diz respeito a variacdo da configuracdo do dlcool 3a
produzido em excesso. A reagdo realizada na auséncia do polimero apresentou ee de 62,2 %
do 4lcool de configuracdo S e uma conversdo de 14,5 %. A adi¢do de PVP resultou na
producdo de uma maior quantidade de enantidomero R com ee de 30,6 % e uma conversao de
12,2 %. Na Tabela 26 e Figura 80, p. 90 sido reproduzidos os valores de conversao e ee na

reacao.

Tabela 26: Valores de bioconversao de 3 e ee de 3a a partir das reagdes com BD

Ipomoea batatas/ - a a
4’-fluoroacetofenona Conversao (%) ee (%)
BD 14,5 % 62,2 % (5)
BDpvp 12,2 % 30,6 % (R)

*Determinados por CLAE

Figura 80: Perfil de biotransformagdo de 3 utilizando BD como biocatalisador
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Os cromatogramas obtidos apds avaliacdo por CLAE sdo apresentados nas

Figuras 81 e 82, p. 91.

Figura 81: Cromatograma de biorredugo de 3 na auséncia de PVP analisado por CLAE
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Figura 82: Cromatograma de biorredugdo de 3 com PVP analisado por CLAE
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Utilizando-se o derivado 4’-metdxiacetofenona (4) obteve-se 4,3 % do respectivo

alcool 1-(4-metoxifenil)-etanol (4a) com ee de 51,5 % do enantidmero S ao se realizar a

reacao sem PVP. Novamente com a adi¢do de PVP no meio reacional verificou-se a formacao

do dlcool de configuracdo oposta em excesso com valor de ee de 22,1 % de (R)-4a e uma

bioconversao de 5,1 %. Os valores de bioconversao e ee sdo apresentados na Tabela 27, p. 91

bem como na Figura 83, p. 92.

Tabela 27: Valores de bioconversao de 4 e ee de 4a a partir das reagdes com BD

Ipomoea batatas/

4’-metoxiacetofenona Conversao (%) ee (%)
BD 4,3 % 51,5 % (S)
BDpvp 5.1 % 22,1 % (R)

“Determinados por CLAE
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Figura 83: Perfil de biotransformagio de 4 utilizando BD como biocatalisador

60,00% 1 51,50%5

50,00% -

40,00%

mBD
30,00% - 22,10%R

BDpvp

20,00% -

4,30% 5,10%
10,00% 1

0,00% . .
Convers3o Excesso enantiomérico

Os respectivos cromatogramas da reacdo de BD com 4 nas duas metodologias

utilizadas encontram-se dispostos nas Figuras 84 e 85, p. 92.

Figura 84: Cromatograma de biorredu¢ao de 4 na auséncia de PVP analisado por CLAE
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Figura 85: Cromatograma de biorreducdo de 4 com PVP analisado por CLAE
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Finalmente, a reacdo com o derivado 4’-metilacetofenona (5) resultou na obtengao

de 18,4 % do alcool Sa quando utilizou-se apenas dgua destilada no meio reacional e o
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biocatalisador BD e ee de 61,0 % do enantiomero de configuragdao R. O uso de PVP na reagdo
com S apresentou resultados ndo esperados em comparacdo aos observados anteriormente
devido a formacao de um excesso de (R)-5a com valor de ee de 38,7 % e um aumento na

bioconversao, apresentando um valor de 26,7 %.

Mesmo nao ocorrendo inversdao na configuracio do composto produzido em
excesso na reacdo de S quando se adiciona PVP, a diminui¢do no valor do mesmo de 61,0 %
para 38,7 % corrobora com o suposto que o polimero atua de forma a aumentar a producdo do
alcool de configuracdo contraria aquele formado apenas com 4gua destilada. Na Tabela 28 e

Figura 86, p. 93, estao representados os valores de bioconversao e ee.

Tabela 28: Valores de bioconversao de 5 e ee de Sa a partir das reacdes com BD

Ipomoea batatas/ - a a
4’-metilacetofenona Converséo (%) ee (%)
BD 18.4 % 61,0 % (R)
BDpvp 26,7 % 38,7 % (R)

*Determinados por CLAE

Figura 86: Perfil de biotransformagéio de 5 utilizando BD como biocatalisador
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Os cromatogramas apds avaliagdo por CLAE da biorredu¢do de BD com 5 sdo

apresentados nas Figuras 87 e 88, p. 94, a seguir.
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Figura 87: Cromatograma de biorredugdo de 5 na auséncia de PVP analisado por CLAE
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Figura 88: Cromatograma de biorreduc¢do de S com PVP analisado por CLAE
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De modo geral, verificou-se nas reagdes dos derivados p-substituidos de 1 que o
uso de PVP tende a formar uma maior quantidade do enantiomero de configuracdo contrdria
ao produzido utilizando apenas d4gua no meio reacional. Na maioria dos casos (derivados p-
bromo (2), p-fluoro (3) e p-metéxi (4)) obteve-se inversdo na configuracdo do dlcool em
excesso. Na reacdo com o p-metilacetofenona (5) observou-se apenas uma diminui¢do na
producdo do dlcool de configuracdo R o que ndo anula a relagdo proposta. Novamente, reitera-
se a necessidade do isolamento e caracterizacdo das enzimas presentes em BD responsdveis

pelas reacdes em questido para comprovagao do suposto.

4.2.6.2 Reacdes com cetonas m-substituidas

Outra série de reacdes foi realizada utilizando os derivados m-substituidos de 1.
Nesse estudo foram avaliados os compostos: 3’-bromoacetofenona (6), 3’-metdxiacetofenona
(7) e 3’-metilacetofenona (8). Como nas reacdes com os derivados na posi¢do para-, 0S

ensaios foram realizados com duas metodologias distintas diferenciadas pela presenca de
PVP.
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Os produtos esperados nas reagdes descritas sdo mostrados na Figura 89, p. 95.

Figura 89: Produtos esperados da reacio das cetonas meta- utilizando a metodologia BD e BDpvp
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Apos tratamento, as reacdes foram avaliadas por CLAE e as concentragdes dos substratos

e seus produtos foram obtidos por curva de calibragio de seus padrdes. A seguir sdo apresentadas as

respectivas curvas de calibracdo das cetonas utilizadas no presente estudo, bem como dos

alcodis obtidos (Figuras 90 — 95, p. 95 ¢ 96).

Figura 90: Curva de calibracio de 6
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Figura 92: Curva de calibracio de 7
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Figura 91: Curva de calibracio de 6a
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Figura 93: Curva de calibracio de 7a
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Figura 94: Curva de calibracio de 8 Figura 95: Curva de calibracdo de 8a
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A andlise da biorreducdo do composto 3’-bromoacetofenona (6) permitiu a
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avalicdo do comportamento do complexo enzimatico de BD em 4gua e na presenga de PVP.
Nas reacdes em questdo nao foi verificado variagcdo relevante nos valores de conversao sendo
obtido 25,9 % de produto quando utilizado apenas dgua e 26,2 % quando adicionado PVP.
Em relacdo aos valores de ee foi verificado um pequeno aumento de 42,6 % para 49,3 % na
reacdo com PVP. Os dados referentes as reacdes com 6 sdo apresentados na Tabela 29 e

Figura 96, p. 96.

Tabela 29: Valores de bioconversao de 6 e ee de 6a a partir das reacdes com BD

Ipomoea batatas/ ~ a a
3’-bromoacetofenona Conversio (%) ee (%)
BD 25,9 % 42,6 % (S)
BDpvp 26,2 % 49,3 % (S)

*Determinados por CLAE

Figura 96: Perfil de biotransformagio de 6 utilizando BD como biocatalisador
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Os cromatogramas referentes as respectivas reacdes sdo apresentados nas Figuras

97 ¢ 98, p. 97.



Figura 97: Cromatograma de biorredugdo de 6 na auséncia de PVP analisado por CLAE
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97

A partir do uso de 3’-metéxiacetofenona (7) como substrato em reacdo com BD

em dgua destilada verificou-se a formagao de um excesso do dlcool (§)-7a com valor de ee de

72,9 % e uma bioconversdo de 17,5 %. Com a adi¢ao de PVP observou-se uma aumento no

valor bioconversdo para 26,5 %. Semelhante ao comportamento descrito na biorreducao de 6,

a adicdo de PVP na reacdo com 7 resultou em um aumento no ee de (S)-7a, este sendo

produzido com 80,3 % de excesso. Os valores de bioconversdo e ee de 7 sdo descritos na

Tabela 30, p. 97 e representado na Figura 99, p. 98.

Tabela 30: Valores de bioconversao de 7 e ee de 7a a partir das reagdes com BD

Ipomoea batatas/

3’-metoxiacetofenona Conversio (%) ee (%)
BD 17,5 % 72,9 % (S)
BDpvp 26,5 % 80,3 % (S)

“Determinados por CLAE
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Figura 99: Perfil de biotransformacio de 7 utilizando BD como biocatalisador
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Os cromatogramas da biorredu¢do de BD com 7 sdo apresentados nas Figuras
100 e 101, p. 98.

Figura 100: Cromatograma de biorreducio de 7 na auséncia de PVP analisado por CLAE
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Figura 101: Cromatograma de biorreducio de 7 com PVP analisado por CLAE
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Na reacdo com o derivado 3’-metilacetofenona (8) verificou-se novamente um
aumento no valor do ee do alcool formado, semelhante ao ocorrido com as demais cetonas m-
substituidas, ao se adicionar PVP no meio. A reacdo contendo apenas dgua destilada

apresentou valor de conversdo de 4,7 % com ee de 24,3% do élcool de configuragdo S. Com o
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uso do polimero observou-se uma conversao de 2,6 % e um aumento no ee para 58,6 % do
mesmo 4dlcool produzido anteriormente. As respectivas conversdes e ee estdo dispostos na

Tabela 31 e Figura 102, p. 99.

Tabela 31: Valores de bioconversao de 8 e ee de 8a a partir das reagdes com BD

Ipomoea batatas/
. Conversao (%)* ee (%)*
3’-metilacetofenona (%) (%)
BD 4,7 % 24.3 % (S)
BDpvp 2,6 % 58,6 % (S)
“Determinados por CLAE
Figura 102: Perfil de biotransformacéo de 8 utilizando BD como biocatalisador
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A seguir s@o apresentados os cromatogramas das referidas reacdes de 8 nas

Figuras 103 ¢ 104, p. 99 e 100.

Figura 103: Cromatograma de biorredu¢ao de 8 na auséncia de PVP analisado por CLAE
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Figura 104: Cromatograma de biorreducio de 8 com PVP analisado por CLAE
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O estudo das reacdes com os derivados m-substituidos de 1 permitiu a avalia¢io
do comportamento do complexo enzimatico de BD frente as biorreducdes e das variagdes
ocorridas com adicdo de PVP. Em todos os casos verificou-se que a adicdo de PVP no meio
resulta em um aumento no valor do ee de 42,6 % (S) para 49,3 % (S) em 7, de 72,9 % (S) para
80,3 % (S) no caso de 8 e de 24,3 % (S) para 58,6 % (S) em 9. O uso de outros substratos com
substituintes na posi¢do meta- poderiam ser utilizados para comprovacdo deste

comportamento.
4.2.6.3 Reacoes com cetonas o-substituidas

No presente trabalho avaliou-se a presenca de substituintes na posi¢do orto- do
anel aromadtico de 1 e sua reatividade com BD em 4gua destilada e com PVP. Para isso, foram
utilizados como substrato as cetonas 2’-bromoacetofenona (9), 2’-cloroacetofenona (10), 2’-
fluoroacetofenona (11) e 2’-metdxiacetofenona (12). As reacdes almejavam a formacao dos

produtos dlcool de forma enantiosseletiva como mostra Figura 105, p. 100.

Figura 105: Produtos esperados da reac@o das cetonas orto- utilizando a metodologia BD e BDpvp
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A obtencdo dos valores de conversdo e ee foram realizadas através de CLAE, apos

tratamento das respectivas reacdes. As areas dos picos obtidos dos substratos e seus produtos

foram plotados em curva de calibragdo previamente obtida de seus padrdes. Nas Figuras 106

— 113, p. 101 e 102 s3o representadas as curvas de calibragcdo descritas.

Figura 106: Curva de calibragio de 9
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Figura 108: Curva de calibrag¢do de 10
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Figura 110: Curva de calibragdo de 11
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Figura 107: Curva de calibragdo de 9a

12000000

10000000

8000000

6000000

4000000

2000000

04

T T T T
0 20 40 60

OH
Br
R =0,99985
80

T
100

Concentracio em ppm

Figura 109: Curva de calibragdo de 10a
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Figura 111: Curva de calibragio de 11a
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Figura 112: Curva de calibragdo de 12 Figura 113: Curva de calibragdo de 12a
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Na reacdo com o derivado 2’-bromoacetofenona (9) obteve-se o respectivo dlcool
9a com uma bioconversdo de 31,6 % e um excesso de 87,3 % do enantidbmero S na auséncia
de PVP. Com a adi¢do do polimero observou-se um aumento no valor da conversao para 50,7
%, entretanto, a alteracdo no meio reacional acarretou na diminui¢do do ee para 76,2 % de S.

Os valores de conversao e ee encontram-se dispostos na Tabela 32 e Figura 114, p. 102.

Tabela 32: Valores de bioconversdo de 9 e ee de 9a a partir das reacdes com BD

2-bromoncetofenona | COMersio (% ce (%)
BD 31,6 % 87,3 % (S)
BDpvp 50,7 % 76,2 % (S)
*Determinados por CLAE

Figura 114: Perfil de biotransformacéo de 9 utilizando BD como biocatalisador
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Os cromatogramas apds avaliagdo por CLAE da biorredugdo de 9 sdo

apresentados nas Figuras 115 e 116, p. 103 a seguir.
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Figura 115: Cromatograma de biorreducio de 9 na auséncia de PVP analisado por CLAE
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Figura 116: Cromatograma de biorreducdo de 9 com de PVP analisado por CLAE
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A auséncia de PVP na reacdo com 2’-cloroacetofenona (10) resultou na formagado
de 12,9 % de (R)-10a com um baixo excesso enantiomérico de 16,1 %. O uso de PVP, como
no caso anterior, resultou em um aumento na conversao para 29,0 % e diminuicao no valor de
ee para 12,1 %. A bioconversdo e o ee encontram-se dispostos na Tabela 33, p. 103 e Figura

117, p. 104.

Tabela 33: Valores de bioconversdo de 10 e ee de 10a a partir das reacdes com BD

 loroscetofenona Conversio (%)° ee ()"
BD 12,9 % 16,1 % (R)
BDpvp 29,0 % 12,1 % (R)

“Determinados por CLAE
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Figura 117: Perfil de biotransformacéo de 10 utilizando BD como biocatalisador
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A seguir encontram-se dispostos os cromatogramas das biorreducdes de 10 com

BD (Figuras 118 e 119, p. 104).

Figura 118: Cromatograma de biorredu¢ao de 10 na auséncia de PVP analisado por CLAE
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Figura 119: Cromatograma de biorreduciao de 10 com PVP analisado por CLAE
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O uso de 2’-fluoroacetofenona (11) como substrato na reagdo com BD permitiu a
avaliacdo da reatividade do composto frente ao complexo enzimdtico do biocatalisador. Ao se
utilizar apenas dgua destilada no meio reacional obteve-se um alto valor na conversao de 70,3

9% com excesso de 64,7 % do alcool S. A adicao de PVP resultou na diminui¢ao do valor da
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bioconversao para 29,3 % e um aumento no valor de ee para 72,0 % do enantidmero de
configuracdo S. Na Tabela 34 e Figura 120, p. 105 sdo representados os valores de

bioconversao e ee.

Tabela 34: Valores de bioconversdo de 11 e ee de 11a a partir das reacdes com BD

Ipomoea batatas/
Conversao (%)* ee (%)
2’-fluoroacetofenona (%) (%)
BD 70,3 % 64,7 % (S)
BDpvp 29,3 % 72,0 % (S)
*Determinados por CLAE
Figura 120: Perfil de biotransformacéo de 11 utilizando BD como biocatalisador
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Os respectivos cromatogramas ap6s avaliacdo por CLAE da reagdo de 11 com BD

sdo apresentados nas Figuras 121 e 122, p. 105 e 106.

Figura 121: Cromatograma de biorreducio de 11 na auséncia de PVP analisado por CLAE
mAU

PDA Multi 1

750-]

500

250+

0.0 25 5.0 7.5

min




106

Figura 122: Cromatograma de biorreducio de 11 com de PVP analisado por CLAE
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Finalizando a série de reacdes dos derivados o-substituidos de 1 avaliou-se a

reacdo de 2’-metoxiacetofenona (12) com BD. A partir do ensaio realizado na auséncia de
PVP obteve-se 12,3 % do é4lcool 12a com um excesso do enantidmero de configuracao S de
85,2 %. Com a adicdo do polimero produziu-se 8,5 % do respectivo dlcool e verificou-se a
diminui¢do do ee de (S)-12a apresentando um valor de 69,3 %. Os valores de bioconversao e

ee sdo apresentados na Tabela 35 e Figura 123, p. 106 a seguir.

Tabela 35: Valores de bioconversao de 12 e ee de 12a a partir das reacdes com BD

Ipomoea batatas/ - a a
2’-metoxiacetofenona Conversio (%) ee (%)
BD 12,3 % 85,2 % (S)
BDpvp 8,5 % 69,3 % (S)

*Determinados por CLAE
Figura 123: Perfil de biotransformacéo de 12 utilizando BD como biocatalisador
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Os cromatogramas das respectivas reacdes sdo apresentados a seguir nas Figuras

124 e 125, p. 107.
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Figura 124: Cromatograma de biorreducdo de 12 na auséncia de PVP analisado por CLAE
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Figura 125: Cromatograma de biorredu¢ao de 12 com PVP analisado por CLAE
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As reacdes com derivados o-substituidos com o complexo enzimético de BD

revelou-se bem promissora visto que todos os compostos foram reduzidos a seus respectivos

alcoois com valores de conversao e ee variando de baixos a excelentes.

4.2.6.4 Avaliacao da interferéncia da posicdo na bioconversao dos derivados da

acetofenona

Outro ponto a ser discutido refere-se a avaliacdo da relagdo dos valores de
bioconversdo, obtidos anteriormente, com a posicdo de cada substituinte nas duas
metodologias propostas. A presente discussdo segue como ponto importante para o
conhecimento complementar de possiveis interagdes que ocorrem no sitio ativo das enzimas

do complexo enzimético de BD e seus substratos.

Nas reagdes com os substituintes bromados: 4’-bromoacetofenona (2), 3’-
bromoacetofenona (6) e 2’-bromoacetofenona (9) verificou-se, nas duas metodologias, uma
maior conversiao do substrato orto-substituido (9), com valores de 31,6 % e 50,7 % utilizando

apenas dgua como meio reacional e na presenca de PVP, respectivamente, seguido dos
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substratos meta- (6) (25,9 % e 26,2 %, respectivamente) e para- (2) (11,5 % e 24,3 %,

respectivamente). Os valores de conversao sdao apresentados na Tabela 36, p. 108.

Tabela 36: Relacdo dos valores de bioconversao nos derivados bromados da acetofenona

Derivados Agua~ PVP -
Conversao® Conversao®
4’-bromoacetofenona (2) 11,5 % 24,3 %
3’-bromoacetofenona (6) 25,9 % 26,2 %
2’-bromoacetofenona (9) 31,6 % 50,7 %
“Determinados por CLAE

Para as reagdes contendo flior como substituinte no anel aromatico da molécula
de 1 obteve-se resultado semelhante aos descritos anteriormente com os derivados bromados.
O composto o-substituido 11 apresentou maiores valores de conversido de 70,3 % e 29,3 %
nas reacdes com agua e PVP, respectivamente, seguido do derivado para-substituido 3 com
valores de 14,5 % e 12,2 %, respectivamente. Na Tabela 37, p. 108 encontram-se dispostos

os valores de bioconversao das reacdes em questao.

Tabela 37: Relacdo dos valores de bioconversao nos derivados fluorados da acetofenona

Derivados Agua~ PVP po
Conversao* Conversao*
4’ -fluoroacetofenona (3) 14,5 % 12,2 %
2’-fluoroacetofenona (11) 70,3 % 29,3 %
“Determinados por CLAE

A relag@o obtida apds andlise dos compostos metoxilados: 4’-metdxiacetofenona
(4), 3’-metéxiacetofenona (7) e 2’-metoxiacetofenona (12) infere uma maior bioconversio
para o composto meta-substituido 7 com valores de 17,5 % e 26,5 % nas reacdes utilizando
apenas dgua e dgua/PVP, respectivamente. Logo em seguida, o composto para-substituido 12
apresentou valores de conversdao de 12,3 % e 8,5 %, respectivamente, e, por ultimo, o
composto 4 (orto-substituido) com bioconversdao de 4,3 % e 5,1 %, respectivamente. A

Tabela 38, p. 109 apresenta os valores de conversao discutidos.
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Tabela 38: Relacdo dos valores de bioconversdo nos derivados metoxilados da acetofenona

. Agua PVP
Derivados ~ ~
Conversao Conversao
4’ -metdxiacetofenona (4) 4.3 % 5,1 %
3’-metoéxiacetofenona (7) 17,5 % 26,5 %
2’-metoxiacetofenona (12) 12,3 % 8.5 %
“Determinados por CLAE

Nas andlises com derivados metoxilados de 1 verificou-se ainda que as reagdes
utilizando BD como biocatalisador concordam com o esperado do ponto de vista quimico. A
metoxila € um substituinte descrito como ativador em reacdes envolvendo compostos
aromdticos por aumentar a densidade eletronica do anel via efeito mesomérico doador. Com
isso, o substituinte em posi¢des orto- e para- torna a carbonila de 1 menos eletrofilica
resultando em uma menor reatividade da mesma. Além disso, a presenca de um grupo
metoxila na posi¢do orto- pode dificultar, por impedimento estérico, a interagdo com o sitio

ativo da enzima justificando as menores conversdes da cetona nessa posi¢ao.

Por fim, as rea¢des envolvendo os compostos substituidos por grupos metila: 4’-
metilacetofenona (5) e 3’-metilacetofenona (8) possibilitaram a andlise do efeito desse
substituinte na reatividade da carbonila de 1 nos meios utilizados. Nos dois casos, 0 composto
para-substituido S apresentou-se mais reativo com valores de conversdo de 18,4 % para a
reacdo apenas com dagua e de 26,7 % na reacdo com PVP. J4 para o composto 8 (meta-
substituido) observou-se menor conversao com valores de 4,7 % e 2,6 %, respectivamente. A

Tabela 39, p. 109 apresenta as bioconversoes obtidas nos testes.

Tabela 39: Relagao dos valores de bioconversao nos derivados metilados da acetofenona

. Agua PVP
Derivados =~ 2 = a
Conversao Conversao
4’ -metilacetofenona (5) 18,4 % 26,7 %
3’-metilacetofenona (8) 4,7 % 2,6 %
“Determinados por CLAE

4.2.6.5 Reacao com cetona a-halogenada

Além dos derivados de 1 com substituintes no anel aromatico, foi avaliada a
reacdo do composto a-halogenado, 2,2,2-trifluoroacetofenona (13), utilizando BD como

biocatalisador. Como nos casos anteriores, apods tratamento da reacdo, a mistura reacional foi
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analisada por CLAE e as concentracdes dos substratos e produtos foram obtidas pela
interpolacdo das dreas dos picos referentes a cada composto na curva de seu respectivo
padrao. As Figuras 126 ¢ 127, p. 110 representam as curvas de calibragdo obtidas de 13 e
13a.

Figura 126: Curva de calibragdo de 13 Figura 127: Curva de calibragdo de 13a
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A andlise dos cromatogramas obtidos (Figuras 128, p. 110 e 129, p. 111)
permitiu a determinacdo dos valores de bioconversdo e ee da reagdo. A adicdo de PVP no
meio provocou um pequeno aumento no valor do ee de 35,6 %, quando realizada a reagdo
apenas com 4agua, para 38,1 % do édlcool de configurac@o S, com o polimero. Nos dois casos
verificou-se uma conversao superior a 99,0 %. Os valores de conversao e ee sao

discriminados na Tabela 40 e Figura 130, p. 111.

Figura 128: Cromatograma de biorredu¢ao de 13 na auséncia de PVP analisado por CLAE
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Figura 129: Cromatograma de biorreducio de 13 com PVP analisado por CLAE
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Tabela 40: Valores de bioconversdo de 13 e ee de 13a a partir das reacdes com BD

Ipomoea batatas/ ~
2,2,2-trifluoroacetofenona Conversao (%) ee (%)
BD > 99,0 % 35,6 % (S)
BDpvp > 99,0 % 38,1 % (S)

“Determinados por CLAE

Figura 130: Perfil de biotransformacéo de 13 utilizando BD como biocatalisador
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4.2.6.6 Reaciao com cetona policiclica

Outro substrato selecionado nas reagdes com BD utilizou-se a cetona policiclica
o-tetralona (14). As curvas de calibragdo de 14 e 14a descritas nas Figuras 131 e 132, p. 112

foram utilizadas para determinacao da concentracdo dos mesmos apds tratamento apropriado.



Figura 131: Curva de calibragio de 14
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Figura 132: Curva de calibragio de 14a
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A reacdo de 14 com BD em dgua produziu 6,9 % do dlcool 14a com excesso de

69,4 % do enantidbmero de configuracdo S. O uso de PVP no meio resultou no aumento da

bioconversdo para 9,5 % e do ee para 85,3 %. A seguir sdo demostrados os valores dos

respectivos parametros (Tabela 41 e Figura 133, p. 112).

Tabela 41: Valores de bioconversao de 14 e ee de 14a a partir das reacdes com BD

Ipomoea batatas/ -
P Conversao (%)? ee (%)*
a-tetralona
BD 6,9 % 69,4 % (S)
BDpvp 9,5 % 85,3 % (S)
“Determinados por CLAE
Figura 133: Perfil de biotransformacéo de 14 utilizando BD como biocatalisador
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Os cromatogramas referentes as reacdes descritas sdo apresentados nas Figuras

134 e 135, p. 113.
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Figura 134: Cromatograma de biorreducio de 14 na auséncia de PVP analisado por CLAE
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Figura 135: Cromatograma de biorredu¢ao de 14 com PVP analisado por CLAE
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4.2.7 Reacoes de biotransformacio utilizando cetonas alifaticas

No presente trabalho foram avaliadas, além de cetonas aromaticas, trés cetonas
alifaticas: 4-heptanona (15), ciclopentanona (16) e ciclo-hexanona (17). A anélise seguiu as
metodologias propostas anteriormente e visou a obten¢ao de seus respectivos dlcoois (Figura
136, p. 114) bem como a descri¢ao da influéncia do PVP no comportamento do complexo

enzimatico de BD.

As andlises dos produtos reacionais foram realizadas por CG-EM a partir de

metodologia descrita no item 5.2.3, p. 141, Procedimento Experimental.
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Figura 136: Produtos esperados da reacdo de cetonas alifaticas utilizando a metodologia BD e

BDpvp
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A biorreducdo de 15 (4-heptanona) em dgua produziu o respectivo dlcool 15a com
valor de conversido de 16,6 %. Ao se adicionar PVP no meio reacional observou-se um
aumento nesse valor, 29,4 %. Na Tabela 42 e Figura 137, p. 114 encontram-se representados

os resultados da presente andlise.

Tabela 42: Valores de bioconversdo de 15 a partir das reacdes com BD

Ipomoea batatas/
4-Heptanona

BD 16,6 %
BDpvp 29,4 %
*Determinados por CG-EM

Conversao (%)*

Figura 137: Perfil de biotransformacao de 15 utilizando BD como biocatalisador
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As Figuras 138 — 141, p. 115 e 116 apresentam o cromatograma CG-EM e os

espectros de massa obtidos ap6s anélise.

Figura 138: Cromatograma de biorredu¢@o de 15 na auséncia de PVP analisado por CG-EM
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Figura 139: Cromatograma de biorreducao de 15 com PVP analisado por CG-EM
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Figura 140: Espectro de massas da 4-heptanona (15)
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Figura 141: Espectro de massas do 4-heptanol (15a)
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Na anélise do produto de reacao das cetonas ciclicas, ciclopentanona (16) e ciclo-
hexanona (17), com BD observou-se uma maior conversao ao dlcool da cetona contendo seis
atomos de carbono (17) apresentando valores de 52,9 % e 56,6 % nas reagdes realizadas
apenas com 4gua e com dagua/PVP, respectivamente. Ja a ciclopentanona (16) apresentou
conversdes baixas de apenas 3,0 % ao se utilizar dgua e 6,1 % com a adicdo de PVP. Os

referidos resultados sdo apresentados na Tabela 43 e Figura 142, p. 116 a seguir.

Tabela 43: Valores de bioconversdo de 16 e 17 a partir das reagdes com BD

Conversao (%)?

Ipomoea batatas Ciclopentanona (16) | Ciclo-hexanona (17)
BD 3,0 % 52,9 %
BDpvp 6,1 % 56,6 %

“Determinados por CG-EM

Figura 142: Perfil de biotransformacdo de 16 e 17 utilizando BD como biocatalisador
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Os cromatogramas e os espectros de massas obtidos nas biorredugdes encontram-

se dispostos nas Figuras 143 — 150, p. 117 - 119.

Figura 143: Cromatograma de biorreducio de 16 na auséncia de PVP analisado por CG-EM
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Figura 144: Cromatograma de biorreducao de 16 com PVP analisado por CG-EM
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Figura 145: Cromatograma de biorreducdo de 17 na auséncia de PVP analisado por CG-EM
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Figura 146: Cromatograma de biorredu¢do de 17 com PVP analisado por CG-EM
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Figura 147: Espectro de massas da ciclopentanona (16)
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Figura 148: Espectro de massas do ciclopentanol (16a)
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Figura 149: Espectro de massas da ciclo-hexanona (17)
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Figura 150: Espectro de massas do ciclo-hexanol (17a)
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A partir dos resultados obtidos, observou-se que a adicio de PVP no meio
reacional resultou em um aumento nos valores de conversdo para as reducdes das cetonas

alifaticas utilizadas.
4.2.8 Reacdes de biorreducio utilizando Aldeidos

As reagdes de biorreducdo utilizando a batata-doce como fonte de enzimas
estendeu-se a avaliagdo de aldeidos como substrato. Para o mesmo, foram escolhidos os
seguintes compostos: benzaldeido (18), 4-metéxibenzaldeido (19), 3-metéxibenzaldeido (20),
cinamaldeido (21), citral, (22), citronelal (23) e 1-naftaldeido (24), todos disponiveis no

Laboratério de Biotransformagdes e Produtos Naturais da UFC.

Como ja relatado em diversos trabalhos anteriores disponiveis na literatura, os
aldeidos apresentaram-se bem mais reativos que as cetonas. Os compostos benzaldeido (18),
4-metoxibenzaldeido (19), 3-metéxibenzaldeido (20) foram completamente reduzidos aos
seus respectivos dlcoois nas duas metodologias utilizadas (BD e BDpvp) como € apresentado

na Tabela 44, p. 119.

Tabela 44: Valores de bioconversao de 18 - 20 a partir das reagdes com BD

Conversao (%)*

Ipomoea Benzaldeido 4-Metoxibenzaldeido | 3-Metoxibenzaldeido
batatas (18) 19) (20)
BD 100,0 % 100,0 % 100,0 %
BDpvp 100,0 % 100,0 % 100,0 %

*Determinados por CG-EM

Os espectros de massas de cada produto encontram-se nas Figuras 151 — 153, p.

120 a seguir.



Figura 151: Espectro de massas do benzenometanol (18a)
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Figura 152: Espectro de massas do 4-metoxibenzenometanol (19a)
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Figura 153: Espectro de massas do 3-metdxibenzenometanol (20a)
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A andlise dos cromatogramas de CG-EM para as reagdes de BD com o aldeido

a,B-insaturado, cinamaldeido (21), apresentaram 3 picos, identificados posteriormente pelos

seus respectivos espectros de massas como: dlcool cinamico (21a), dlcool hidrocindmico

(21b) e 4cido cinamico (21c). A reacdo utilizando apenas 4gua no meio reacional resultou na

formacdo de 92,3% de 21a, 4,6% de 21b e 3,1% de 21c. A adi¢ao de PVP na reacdo mostrou

pouca influéncia nas conversdes anteriores, sendo obtidos 92,1% de 21a, 3,8% de 21b e 4,1%

de 21c. A Figura 154, p. 121 apresenta os produtos nas duas reagdes e os valores de

conversao encontram-se representados na Tabela 45, p. 121 a seguir.
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Figura 154: Produtos obtidos da bioconversao de 21 a partir de reacdes com BD
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Tabela 45: Valores de bioconversdo de 21 a partir das reacdes com BD

o, Comvrsio (e
Alcool cindmico (21a; 92,3%)
BD Alcool hidrocinAmico (21b; 4,6%)
Acido cindmico (21¢; 3,1%)
Alcool cindmico (21a; 92,1%)
BDpvp Alcool hidrocindmico (21b; 3,8%)
Acido cinAmico (21c; 4,1%)

*Determinados por CG-EM

Em comparacdo com dados da literatura observou-se que, apesar da presenca de
mais de um produto na reagdo com 21 o complexo enzimatico de BD apresentou seletividade
na reacdo visto que mais de 92,0 % do substrato, nas duas metodologias, resultou na formacao
do composto reduzido apenas na carbonila do aldeido 21a. Trabalho realizado por Bertini e
colaboradores (2012) utilizando a berinjela como biocatalisador na reacdo com o substrato
produziu 21a com 56,0 %; 21b com 28,0 % e 21c com 14,0 % de conversdo. Enquanto o
trabalho de Ferreira e colaboradores (2012) produziram 60,0 %; 11,0 % e 29,0 % dos mesmos

compostos, respectivamente, utilizando sementes de lentilha.

A seguir encontram-se representados os cromatogramas das reagdes e 0s espectros

de massa dos produtos obtidos (Figuras 155 — 159, p. 122 e 123).
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Figura 155: Cromatograma de biorredu¢@o de 21 na auséncia de PVP analisado por CG-EM
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Figura 156: Cromatograma de biorreducao de 21 com PVP analisado por CG-EM
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Figura 157: Espectro de massas do dlcool cindmico (21a)
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Figura 158: Espectro de massas do dlcool hidrocindmico (21b)
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Figura 159: Espectro de massas do dcido cinamico (21c¢)
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A capacidade do complexo enzimdtico de BD em reacdes de redugdo foi avaliada
frente aos aldeidos citral (22) e citronelal (23), utilizados largamente como fragrancias,
fixadores de fragrancias, em composi¢des farmacéuticas, entre outros, por serem encontrados
em grandes concentracdes na composicdo dos Oleos essenciais de espécies de eucalipto
(Eucalytus sp.) (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009). Os produtos esperados da biorreducao

desses aldeidos sdo representados na Figura 160, p. 123.

Figura 160: Produtos esperados da reacdo de 22 e 23 utilizando as metodologias BD e BDpvp
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A biorreducdo do citral (22), semelhante ao ocorrido com o cinamaldeido (21),
resultou na formacao de mais de um produto ao se utilizar apenas 4gua como meio reacional:
o geraniol (22a), pela reducdo apenas da carbonila do aldeido, com conversdo de 74,1 % e o
citronelol (22b/23a), pela reducdo da carbonila e da ligacdo dupla conjugada, com conversao
de 5,6 %. A adi¢ao de PVP no meio resultou na formacao de 22a (81,0 %) e 22b (4,1 %),
além do produto de redugdo apenas da dupla conjugada, citronelal (22¢/23), com conversao de
9,3 %. Os produtos obtidos encontram-se representados na Figura 161, p. 124 e os resultados

das reacdes sdo apresentados na Tabela 46, p. 124.

Figura 161: Produtos obtidos da bioconversao de 22 a partir de reacdes com BD
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Tabela 46: Valores de bioconversdo de 22 a partir das reacoes com BD

Ipomoea batatas/
Citral

BD

Conversao (%)?

Geraniol (22a; 74,1%)
Citronelol (22b; 5,6%)
Geraniol (22a; 81,0%)
BDpvp Citronelol (22b; 4,1%)
Citronelal (22c¢; 9,31%)

*Determinados por CG-EM

Para as reacdes com o citronelal (23) foi observada apenas a formacdo do
composto esperado, citronelol (23a), nas duas metodologias utilizadas, com redu¢do de 100,0

% do referido substrato apenas no carbono carbonilico, permanecendo a dupla inalterada. A
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Tabela 47, p. 125 apresenta os resultados obtidos apds andlise em CG-EM do material
reacional. As Figuras 162 — 165, p. 125 e 126 apresentam os espectros de massas de 22, 23 e

dos produtos formados nas reagdes.

Tabela 47: Valores de bioconversao de 23 a partir das reacdes com BD

Ipomoea batatas/ ~ a
Citronelal Converso (%)
BD Citronelol (100,0 %)
BDpvp Citronelol (100,0 %)

*Determinados por CG-EM

Figura 162: Espectro de massas do citral (22)
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Figura 163: Espectro de massas do geraniol (22a)
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Figura 164: Espectro de massas do citronelal (22¢/23)
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Figura 165: Espectro de massas do citronelol (22b/23a)
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Como ultimo aldeido da série, foi avaliado o uso de Ipomoea batatas como
biocatalisador na redu¢do do 1-naftaldeido (24) e a interferéncia do uso de PVP na reacdo. O

produto esperado encontra-se representado na Figura 166, p. 126.

Figura 166: Produtos esperados da reag@o de 24 utilizando as metodologias BD e BDpvp
) H HO H
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Ap6s andlise do material reacional por CG-EM observou-se a presenca de apenas
dois picos em cada cromatograma, um referente ao substrato 24 e o outro ao seu alcool
naftalenilmetanol (24a). A reacdo contendo apenas dgua no meio e BD resultou na formacao
48,2 % de 24a. Com a adi¢do de PVP obteve-se um aumento considerdvel na producdo do
alcool com valor de conversdao de 87,4 % do mesmo. Na Tabela 48, p. 126 ¢ Figura 167, p.

127 encontram-se representados os resultados da presente andlise.

Tabela 48: Valores de bioconversao de 24 a partir das reacdes com BD

Ipomoea batatas/
1-naftaldeido

BD 48,2 %
BDpvp 87.4 %
*Determinados por CG-EM

Conversao (%)?




Figura 167: Perfil de biotransformacdo de 24 utilizando BD como biocatalisador
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As Figuras 168 — 171, p. 127 e 128 apresentam o cromatograma CG-EM e os

espectros de massa obtidos apds andlises.

Figura 168: Cromatograma de biorreducio de 24 na auséncia de PVP analisado por CG-EM
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Figura 169: Cromatograma de biorreducio de 24 com PVP analisado por CG-EM
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Figura 170: Espectro de massas do 1-naftaldeido (24)
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Figura 171: Espectro de massas do naftalenilmetanol (24a)
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4.2.9 Reacoes de biorreducio utilizando Nitrocompostos

Segundo Ye, Singh e Ward (2004) as aminas sdo substincias organicas bastante
utilizadas como intermedidrios em varios setores industriais, tais como, pesticidas, polimeros,
tintas, farmacéuticos entre outros. Dessa forma, foi realizada uma nova série de reagdes com
intuito de avaliar a capacidade biocatalitica do complexo enzimético de BD em atuarem nas
reducdes de nitrocompostos para produgdo de aminas. Para isto, trés compostos contendo
grupos nitro foram avaliados, s@o eles: nitrobenzeno (25), para-nitrofenol (26), acido para-
nitrobenzéico (27). Os produtos esperados nas reagdes sdo representados na Figura 172, p.

128.

Figura 172: Produtos esperados da reacdo de 25 - 27 utilizando as metodologias BD e BDpvp
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Ap06s andlise dos cromatogramas obtidos por CG-EM observou-se que nas reagdes
com o composto nitrobenzeno (25) nao houve formagao de nenhum produto em nenhuma das
metodologias propostas visto que os cromatogramas continham apenas um pico referente ao
substrato. Resultado semelhante foi observado ao se adicionar um grupo doador de elétrons na

posicdo para- do anel aromatico (-OH) na reagdo com 26.

Por outro lado, com a adicdo do grupo carboxila na mesma posicdo (para-),
tornando o grupo nitro mais susceptivel a reacdo de reducdo, obteve-se a producdo do dcido p-
aminobenzéico 27a com conversdo de 48,7 % ao se utilizar 4gua como meio reacional
mostrando a necessidade da presenca de um grupo desativador no substrato para que ocorra a
reacdo (Figura 173, p. 129). Com a adicio de PVP ndo foi observado nenhum produto
mostrando novamente a interferéncia do polimero nas reacdes com o complexo enzimatico de
BD (Figura 174, p. 130). Os resultados discutidos sao apresentados na Tabela 49, p. 129. As
Figuras 175 — 178, p. 130 e 131 apresentam os espectros de massas de 25, 26, 27 ¢ 27a.

Tabela 49: Valores de bioconversao de 25 - 27 a partir das reagdes com BD

Conversao (%)?

Ipomoea Nitrobenzeno p-Nitrofenol Acido p-Nitrobenzéico
batatas (25) (26) 27)
BD N.R. N.R. 48,7 %
BDpvp N.R. N.R. N.R.

*Determinados por CG-EM
N.R. = Nao houve reacio

Figura 173: Cromatograma de biorredu¢ao de 27 na auséncia de PVP analisado por CG-EM
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Figura 174: Cromatograma de biorredu¢@o de 27 com PVP analisado por CG-EM
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Figura 175: Espectro de massas do nitrobenzeno (25)
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Figura 176: Espectro de massas do p-nitrofenol (26)
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Figura 177: Espectro de massas do dcido p-nitrobenzdico (27)
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Figura 178: Espectro de massas do 4cido p-aminobenzdico (27a)
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4.2.10 Reacoes de hidrdlise utilizando amida

Apds a comprovagdo da capacidade biocatalitica do complexo enzimdtico de BD
frente as reagdes de reducdo com diversos compostos carbonilados e nitrados, estendeu-se o
trabalho para avaliacdo do uso do vegetal em reagdes de hidrdlise de amidas e ésteres.
Inicialmente, utilizou-se a benzamida (28) como substrato com intuito da formagdo do
respectivo produto de hidrdlise, dcido benzdico (28a). O estudo foi promovido utilizando as

metodologias descritas no item 5.5.7, p. 148, Procedimento Experimental.

Com a avaliacdo dos cromatogramas obtidos por CG-EM nao foram observados
nenhum produto reacional constando apenas de um pico referente ao substrato 28. Os
cromatrogramas das reagdes bem como o espectro de massas da benzamida encontram-se

representados nas Figuras 179 — 181, p. 131 e 132.

Figura 179: Cromatograma da reacdo de 28 na auséncia de PVP analisado por CG-EM
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Figura 180: Cromatograma da reacio de 28 com PVP analisado por CG-EM
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Figura 181: Espectro de massas da benzamida (28)
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4.2.11 Reacdes de hidrdlise utilizando ésteres

O uso de BD como catalisador biolégico em reagdes de hidrolise foi
posteriormente avaliado frente aos ésteres: (£) acetato de 1-feniletila (29), benzoato de etila
(30), benzoato de metila (31). Os produtos esperados nas reagdes encontram-se discriminados

na Figura 182, p. 133.
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Figura 182: Produtos esperados da reag@o de 29 - 31 utilizando as metodologias BD e BDpvp
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Como verificado na Figura 182, p. 133, a hidrdlise de 29 forma como produto
principal o composto 1-feniletanol (29a/l1a), sendo possivel o estudo, além da conversdo na
reacdo em questdo, do ee de 29 e de 29a/la ao final da reacdo. Ao se tratar de um material
quiral, o produto reacional foi avaliado por CLAE utilizando coluna com fase estacionaria

quiral OB-H.

Na andlise dos cromatogramas obtidos foram observados a presenga de quatro
picos: dois referentes aos substratos (R) e (5)-29 e outros dois referentes aos dlcoois (R) e (S)-
29a. A reacdo utilizando apenas dgua e BD como biocatalisador resultou na formacao de 50,2
% de 29a com valores de ee; (excesso enantiomérico do substrato acetato) de 44,3 % do
composto de configuracdo S e ee, (excesso enantiomérico do produto alcool) de 52,6 % do
composto de configuracdo R. A adi¢do de PVP no meio reacional provocou um aumento no
valor da conversao para 84,0 % e no ee; para 90,8 % de (5)-29, porém, observou-se também
uma considerdvel diminui¢do de ee, para 18,4 % (R)-29a. Os valores de conversdo das
reacdes encontram-se representados na Tabela 50 e Figura 183, p. 134. Os cromatogramas

de CLAE sao discriminados nas Figuras 184 e 185, p. 134 e 135.



Tabela 50: Valores de bioconversdo de 29 e ee de 29 e 29a a partir das reacdes com BD

Ipomoea batatas/

(%) acetato de 1-feniletanol

Conversao (%)*

ees (%)

ee, (%)*

BD
BDpvp

50,2 %
84,0 %

44,3 % (S)
90,8 % (S)

52,6 % (R)
18,4 % (R)

*Determinados por CLAE

Figura 183: Perfil de biotransformacéo de 29 utilizando BD como biocatalisador
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Figura 184: Cromatograma da reacdo de 29 na auséncia de PVP analisado por CLAE
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Figura 185: Cromatograma da reacdo de 29 com PVP analisado por CLAE
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O estudo da hidroélise de 30 com o complexo enzimatico de BD mostrou baixo

potencial do uso do mesmo como catalisador na reac¢do. Ensaio contendo apenas 4gua

produziu 4cido benzéico (28a/30a) com valor de conversdo 4,3 %. Com o uso de PVP

observou-se um pequeno aumento nesse valor para 6,4 %. Os resultados obtidos encontram-se

dispostos na Tabela 51, p. 135. As Figuras 186 — 189, p. 135 e 136 apresentam os

cromatogramas obtidos e os espectros de massas do éster e seu respectivo 4cido.

Tabela 51: Valores de bioconversao de 30 a partir das reacdes com BD

Ipomoea batatas/
Benzoato de etila

Conversao (%)?

BD
BDpvp

4,3 %
6,4 %

*Determinados por CG-EM

Figura 186: Cromatograma da reacdo de 30 na auséncia de PVP analisado por CG-EM
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Figura 187: Cromatograma da reacdo de 30 com PVP analisado por CG-EM
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Figura 188: Espectro de massas do benzoato de etila (30)
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Figura 189: Espectro de massas do dcido benzdico (28a/30a)
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Como ultimo substrato avaliado foi utilizado o éster benzoato de metila (31) com
intuito da obtencdo, pela reacdo de hidrdlise, do respectivo dcido benzdico (28a/30a/31a).
Apo6s andlise dos cromatogramas obtidos por CG-EM do material reacional nas duas
metodologias propostas verificou-se a presenca de trés picos: um referente ao substrato 31,
um segundo pico referente ao produto dcido benzdico, e um tultimo referente ao produto ndo

esperado na reacdo, o benzoato de etila (30/31b).
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A reacdo contendo apenas dgua € BD no meio reacional produziu 2,1 % de 4cido
benzdico e 17,2 % de éster etilico. O uso de PVP no meio reacional provocou o aumento na
conversdo dos dois produtos sendo obtidos 4,1 % de 31a e 30,6 % de 31b. A formacdo do
benzoato de etila pode ser uma justificativa da baixa conversdo observada na reacdo de
hidrélise do éster. Os resultados discutidos encontram-se na Tabela 52 e na Figura 190, p.
137. Os cromatogramas CG-EM das reagdes estao disponiveis nas Figuras 191 e 192, p. 138.

Tabela 52: Valores de bioconversao de 29 e ee de 29 e 29a a partir das reacdes com BD

Ipomoea batatas/
Benzoato de metila

BD

Conversao (%)*

Acido benzéico (31a; 2,1 %)
Benzoato de etila (31b; 17,2 %)
Acido benzéico (31a; 4,1 %)
Benzoato de etila (31b; 30,6 %)

BDpvp
*Determinados por CG-EM

Figura 190: Perfil de biotransformacéo de 31 utilizando BD como biocatalisador
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Figura 191: Cromatograma da reac¢do de 31 na auséncia de PVP analisado por CG-EM
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Figura 192: Cromatograma da reacdo de 31 com PVP analisado por CG-EM
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A producdo do benzoato de etila na reagdo com 31 ja havia sido reportada no

trabalho de Bertini (2009) ao utilizar a soja (Glycine max) como catalisador bioldgico. Apds

uma série de reacdes onde foram obtidos até 11,8 % do produto benzoato de etila a autora

confirma que a producao de 31b € realizada por via enzimatica.



CAPITULO 5
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5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.1 Material Utilizado

Os solventes utilizados nas reacdes, nos seus respectivos tratamentos e colunas
cromatogréficas sao de qualidade P.A. e de procedéncia da Synth. Os substratos utilizados nas
reacOes de biotransformacdo sdo de procedéncia Merck ou Aldrich. O reagente boro-hidreto

de sodio utilizado para a reducdo dos compostos carbonilicos tem procedéncia comercial da

Aldrich.

As reagOes enzimaticas foram realizadas em uma mesa agitadora modelo CT-165

da fabricante CIENTEC.

As determinacOes de massas foram realizadas utilizando balanga analitica Ohaus

Analytical Plus.
5.2 Métodos de Analise

Os processos relacionados a obten¢do dos espectros € cromatogramas, incluindo
técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e Espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) foram realizadas na Central Analitica do

Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.

5.2.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Andlises utilizando cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas em
cromatoplacas de gel de silica 60 (® = 2-25um) sobre poliéster T-6145 provenientes da marca
SIGMA CHEMICAL CO com camada de 250 pum de espessura e dimensdes de 10x5 cm.
Também foram utilizadas placas de vidro revestidas com uma camada de aproximadamente

0,5 mm de espessura de silica gel 60 (® = 0,004-0,005 mm) cédigo 1094 da marca VETEC.

As amostras foram eluidas nas cromatoplacas e reveladas através de pulverizacdo
com solucdo de vanilina (CgHgO3, 5,0 g) e acido perclérico (HC1O4, 0,75 mol/L, 100 mL) em
etanol (C,HsO, 100 ml) seguida de aquecimento a 100°C com pistola aquecedora da marca

Steinel, modelo HLL500, por aproximadamente 1 min.
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5.2.2 Cromatografia de Adsorcao

Apds sua extracdo com solvente apropriado, as misturas reacionais, foram
purificadas em coluna cromatogréfica (CC) utilizando como adsorvente gel de silica 60 (® =
0,025-0,020mm), coédigo 45 337, de procedéncia VETEC. O comprimento e didmetro das
colunas variaram de acordo com a quantidade de amostra a ser cromatografada e de silica
utilizadas. Como eluente foram usados hexano e acetato de etila de qualidade PA da marca

Synth puros ou em misturas bindrias na propor¢ao 8:2, respectivamente.
5.2.3 Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Os produtos obtidos com as reagdes biocatalisadas foram analisados,
determinados e quantificados por CG-EM em aparelho SHIMADZU QP 2010 SE com
coluna capilar dimetilpolisiloxano RTX-MS (30,m x 0,25 mm x 0,30 um). Nas andlise foi
utilizado hélio como gés de arraste, em modo Split, operando com gradientes de temperatura
variando de acordo com a amostra. Os programas de aquecimento foram: de 3°C/min (60°-
80°C) e de 50°C/min (80°C-280°C) por 8 minutos com a temperatura do injetor de 25°C e
detector de 300°C.

5.2.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os valores de conversdo e excesso enantiomérico (ee) das reagdes realizadas
foram determinados a partir de técnicas de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
em aparelho Shimadzu LC-20AT e 10ADvp, utilizando as seguintes colunas quirais: OD-H de
dimensdes 150 x 4,6 mm e OB-H de dimensdes 150 x 4,6 mm e detector UV-Vis Shimadzu
SPD-M20A em comprimento de onde A de 210 nm.

Os parametros utilizados nas andlises para separacdo das cetonas e seus

respectivos dlcoois € apresentado a seguir.

METODO A: Método empregado para identificagdo dos compostos: acetofenona (1), 4’-
fluoroacetofenona (3), 3’-bromoacetofenona (6), 2’-bromoacetofenona (9), 2’-
fluoroacetofenona (11), 2’-metéxiacetofenona (12), 2,2,2-trifluoroacetofenona (13) e seus
respectivos alcodis (la, 3a, 6a, 9a, 11a-13a). A Tabela 53, p. 142 apresenta os tempos de

retencao (T.R.) dos dlcoois e cetonas analisados a partir do Método A.



Fase mével: Hexano/Isopropanol (95:5);

Fluxo: 0,5 mL/min
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Tabela 53: Parametros dos substratos e produtos analisados por CLAE a partir do Método A

Substrato/Produto Coluna T.R. ()m m).
Cetona/alcoois
13,5/
OB-H 1°9,9 (S)-2° 14,5 (R)
Acetofenona (1) /1-Feniletanol (1a)
6,5/
OD-H 1°9,4(R)-2°11,3 (S)
4’ -fluoroacetofenona (3)/ OB-H 11,5/
1-(4-fluorfenil)-etanol (3a) 1°9,0 (S)-2°9,7 (R)
3’-bromoacetofenona (6)/ OB-H 11,1/
1-(3-bromofenil)-etanol (6a) 1°10,1 (S)-2°13,7 (R)
2’-bromoacetofenona (9)/ OB-H 11,9/
1-(2-bromofenil)-etanol (9a) 1°7,2 (S)-2°9,8 (R)
2’-fluoroacetofenona (11)/ OB-H 6,8/
1-(2-fluorofenil)-etanol (11a) 1°4,9 (S) -2°6,4 (R)
2’-metoxiacetofenona (12)/ OB-H 21,0/
1-(2-metoxifenil)-etanol (12a) 1°10,5 (S) - 2° 18,8 (R)
2,2,2-trifluoroacetofenona (13)/ OB-H 5,3/

2,2,2-trifluorofeniletanol (13a)

1°8,3 (R)-2°9,1(S)

*T. R. — Tempo de Retencao

METODO B: Método empregado para identificacdo da 4’bromoacetofenona (2) e do 1-(4-

bromofenil)-etanol (2a). Na Tabela 54, p. 143 sdo representados os tempos de retencdo (T.R.)

dos dlcoois e cetonas analisados a partir do Método B.

Fase mével: Hexano/Isopropanol (95:5);

Fluxo: 0,3 mL/min
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Tabela 54: Parametros dos substratos e produtos analisados por CLAE a partir do Método B

T.R.? (min)
Substrato/Produto Coluna Cetona/alcoois
4’-bromoacetofenona (2)/ OB-H 17,3/
1-(4-bromofenil)-etanol (2a) 1°16,3 (S) - 2° 18,8 (R)

*T. R. — Tempo de Retencao

METODO C: Método empregado para identificacio da 4-metéxiacetofenona (4), 3-
metdxiacetofenona (7) e 2-cloro-acetofenona (10) e seus respectivos dlcoois (4a, 7a e 10a). A
Tabela 55, p. 143 apresenta os tempos de retencao (T.R.) dos dlcoois e cetonas analisados a

partir do Método C.
Fase mével: Hexano/Isopropanol (92:8);

Fluxo: 0,8 mL/min

Tabela 55: Parametros dos substratos e produtos analisados por CLAE a partir do Método C

Substrato/Produto Coluna T.R. (fnm).
Cetona/alcoois

4’-metoxiacetofenona (4)/ OB-H 19,9/
1-(4-metoxifenil)-etanol(4a) 1°10,5 (S)-2°13,5 (R)

3’-metdxiacetofenona (7)/ OB-H 9,5/
1-(3-metoxifenil)-etanol (7a) 1°8,9(S)-2°11,2 (R)

2’-cloroacetofenona (10)/ OB-H 11,9/
1-(2-clorofenil)-etanol (10a) 1°6,5 (R)—2°8,1 (S)

*T. R. — Tempo de Retencao

METODO D: Método empregado para identificacio da 4-metilacetofenona (5), 3-
metilacetofenona (8), a-tetralona (14) e seus respectivos dlcoois (5a, 8a, 14a). Os tempos de

retencdo (T.R.) dos dlcoois e cetonas analisados a partir do Método D sdo representados na

Tabela 56, p. 144.
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Fase mével: Hexano/Isopropanol (98:2);
Fluxo: 0,5 mL/min

Tabela 56: Parametros dos substratos e produtos analisados por CLAE a partir do Método D

Substrato/Produto Coluna T.R. (fmn).
Cetona/alcoois

4’-metilacetofenona (5)/ OB-H 14,0/
1-(4-metilfenil)-etanol (5a) 1°17,0 (S) - 2° 19,8 (R)

3’-metilacetofenona (8)/ OB-H 12,3/
1-(3-metil)-etanol (8a) 1°13,2 (S)-2°19,9 (R)

o-tetralona (14)/ OB-H 17,2/
o-tetralol (14a) 1°13,1 (R) -2°23,4(S)

*T. R. — Tempo de Retencao

5.2.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)

Os espectros de RMN 'H foram realizados no Centro Nordestino de Aplicacdo e
Uso da Ressonincia Magnética Nuclear (CENAUREMN) desta Universidade, utilizando-se
Espectrometros Bruker modelo Avance DPX-300 e modelo Avance DRX-500, que operam na
freqii€ncia de hidrogénio a 300 MHz e 500 MHz. O solvente utilizado para dissolu¢ao da

amostra na obtenc¢do dos espectros foi cloroférmio deuterado (CDCls).

A técnica de RMN !H foi utilizada com intuito da determinagdo estrutural dos

alcoois padrdes obtidos por via quimica.
5.2.6 Rotacao otica

A avaliacdo da configuracdo do enantidmero em excesso para os dlcoois 1la-14a
foi realizada a partir da verificacao do desvio gerado pela mistura destes apds andlise de suas
rotacdes Oticas em polarimetro da marca Jasco Brasil, modelo P-200 utilizando diclorometano

como solvente em comparacdo com dados da literatura.
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5.3 Reducao das cetonas pro-quirais por via quimica

Os alcodis racémicos foram obtidos a partir da reduc@o das respectivas cetonas
pro-quirais através de reacdo com NaBH, utilizando metodologia descrita por Vogel (1974)
com algumas modificacdes. Em um baldo de fundo redondo de 125 mL foram adicionados 3
mmol de cada substrato carbonilico dissolvidos em 10,0 mL de metanol e 6 mmol de boro-
hidreto de sédio sob banho de gelo por uma hora. Apés esse periodo o metanol foi evaporado
sob pressdo reduzida e o material reacional dissolvido em 4gua e extraido com AcOEt,
purificado em coluna cromatogréfica de gel de silica, identificado por RMN de 'H e com a

determina¢ao da massa do produto para obten¢do do rendimento da reacao.
5.4 Obtencao das curvas de calibracao dos substratos e produtos esperados

As cetonas padroes 1-14 e seus respectivos dlcoois la-14a obtidos por via
quimica e determinados por RMN 'H foram analisados em equipamento de CLAE em
concentracdes entre 5-100 ppm, para obtencdo dos valores de drea correspondente a cada
concentragdo. Os dados analisados foram organizados em software Origin 7.0 para a

construgdo das curvas de calibragdo e obtencdo dos dados de coeficientes da reta.

5.5 Processo Biocatalitico
5.5.1 Procedimento geral de biorreducao da acetofenona utilizando Ipomoea batatas

As reacdes de biorredugdo de 1 foram realizadas utilizando batata-doce (Ipomoeas
batatas L.) obtida no comércio local de Fortaleza - CE. O material vegetal foi descascado e
cortado em pequenos cubos com aproximadamente 1,0 cm de aresta, lavados com solucdo de
hipoclorito de sédio 5 % por 20 minutos e em seguida com 4gua destilada. Inicialmente,
adicionaram-se 5,0 g do biocatalisador em erlenmeyers de 50 mL, 50 mg de 1 e adicionado 25
mL de dgua destilada a mistura. Os frascos foram lacrados e submetidos a agitacdo em mesa
agitadora a uma velocidade de 175 r.p.m durante um periodo de 72 h. Todas as rea¢des foram

realizadas no minimo em duplicata.
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5.5.2 Avaliacdo da quantidade de biocatalisador

Com intuito de avaliar a influéncia da quantidade de biocatalisador na conversao e
no excesso enantiomérico da biorredu¢cdo em questdo, uma série de reagdes foi realizada
utilizando 5,0 g; 10,0 g; 15,0 g; 20,0 g e 25,0 g de batata-doce. Os vegetais foram colocados
em erlenmeyers de 50 mL juntamente com 50 mg de 1 e 25 mL de 4dgua destilada. A mistura
permaneceu em agitagdo por 72 h a uma velocidade de 175 r.p.m. Todas as reacdes foram
realizadas no minimo em duplicata. Os valores de bioconversdo e ee sdo apresentados na

Tabela 17, p. 73, Resultados e Discussao.
5.5.3 Avaliacdo da quantidade de substrato

Nesse estudo foi avaliada a capacidade do biocatalisador na redu¢do de uma maior
quantidade de substrato. Para isso foi utilizada a quantidade otimizada de biocatalisador (25,0
g) em erlenmeyers de 50 mL com 100,0 mg; 200,0 e 300,0 mg de 1 em 25 mL de 4gua
destilada. O material permaneceu sob agitacdo por 72 h a uma velocidade de 175 r.p.m. Todas
as reacdes foram realizadas no minimo em duplicata. Os valores de bioconversdo e ee sao

apresentados na Tabela 18, p. 74, Resultados e Discussao.
5.5.4 Avaliacido da biorreducao de 1 em meio tamponante

Avaliou-se a influéncia do pH nas reacdes de biorredugao de 1 com a batata-doce
pelo uso de tampao fosfato em pH 5,5; 6,5; 7,5 e 8,5. O meio tamponante foi obtido pela

mistura de solugdes dos sais dcidos Na,HPO4 e KH,PO,.

Em erlenmeyers de 50 mL foram adicionados 25,0 g de batata-doce previamente
tratada, 50 mg de 1 em 25 mL de cada tampao. Os frascos foram lacrados e submetidos a
agitacdo a uma velocidade de 175 r.p.m. durante um periodo de 72 h. Todas as reacdes foram
realizadas no minimo em duplicada. Os respectivos valores de bioconversdo e ee sao

apresentados na Tabela 19, p. 75, Resultados e Discussao.
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5.5.5 Avaliacao do uso de co-solvente

Outro parametro estudado foi o uso de co-solvente no meio reacional com intuito
de avaliar a influéncia do mesmo na reacdo da batata-doce com 1. Inicialmente foram
utilizados 25,0 g de biocatalisador, 50,0 mg do substrato em erlenmeyers de 50 mL e
adicionados 22,5 mL de 4dgua e 2,5 mL (equivalente a 10% do volume total) dos seguintes co-
solventes: isoprapanol (‘PrOH), dimetilsulféxido (DMSO) e tetra-hidrofurano (THF). A
mistura foi submetida a agitacdo em mesa agitadora a uma velocidade de 175 r.p.m. por um
periodo de 72 h. Todas as reacdes foram realizadas no minimo em duplicada. Os respectivos

valores de bioconversdo e ee sao apresentados na Tabela 20, p. 76, Resultados e Discussao.
5.5.5.1 Quantidade de co-solvente

Avaliou-se ainda a influéncia da quantidade de co-solvente presente no meio
reacional. Para isto, trés novas séries de reacOes foram realizadas utilizando as mesmas
quantidades de biocatalisador (25,0 g) e substrato (50,0 mg) e variando-se a quantidade de co-
solvente, sendo utilizados 1%, 2%, 5% e 10% de iPrOH, DMSO e THF, respectivamente, em
relac@o ao volume total de solvente. O material foi submetido a agitacdo por um periodo de 72
h a uma velocidade de 175 r.p.m. e as reacdes foram realizadas no minimo em duplicata. As
Tabelas 21 (p. 21), 22 (p. 80) e 23 (p. 82), Resultados e Discussao, apresentam os valores de

bioconversao e ee obtidos para cada co-solvente.
5.5.6 Avaliacao do uso de polivinilpirrolidona (PVP)

A presenga de polivinilpirrolidona (PVP) também foi avaliada nas reagdes de
biorreducdo estudadas. Em erlenmeyers de 50 mL foram pesados 25,0 g de biocatalisador,
50,0 mg de 1, adicionados 25 mL de 4dgua destilada e pvp nas quantidades de 0,25 g; 1,25 ge
2,5 g. O material foi deixado sob agitacdo por 72 h a uma velocidade de 175 r.p.m. Todas as
reacOes foram realizadas no minimo em duplicata. Os valores de bioconversdo e ee sio

apresentados na Tabela 24, p. 83, Resultados e Discussao.
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5.5.7 Substratos selecionados nas reacoes de biotransformacao utilizando com Ipomoea

batatas como biocatalisador

Ap6s a obtencdo das melhores condi¢des a partir dos parametros estudados na
biotransformacao do substrato padrao acetofenona (1), outros substratos foram utilizados para
avaliar agora possiveis relacdes existentes entre a estrutura do substrato e o complexo
enzimatico da batata-doce bem como a interferéncia da presenca do PVP nas reacdes com o

vegetal. Para isto, foram avaliados os seguintes grupos de compostos:

a) doze derivados da acetofenona (1): 4’-bromoacetofenona (2), 4’-fluoroacetofenona (3),
4’-metdxiacetofenona (4), 4’-metil-acetofenona (5), 3’-bromoacetofenona (6), 3’-
metoxiacetofenona  (7), 3 ’-metilacetofenona (8), 2’-bromoacetofenona (9), 2’-
cloroacetofenona (10), 2’-fluoroacetofenona (11), 2’-metdéxiacetofenona (12), 2,2,2-

trifluoroacetofenona (13);
b) a cetona policiclica: o-tetralona (14);
¢) trés cetona alifaticas: 4-heptanona (15), ciclopentanona (16) e ciclo-hexanona (17);

d) sete aldeidos: benzaldeido (18), 4-met6xibenzaldeido (19), 3-metdxibenzaldeido (20),
cinamaldeido (21), citral, (22), citronelal (23) e 1-naftaldeido (24);

.e) trés nitrocompostos: nitrobenzeno (25), para-nitrofenol (26), acido para-nitrobenzdico

(27);
f) a amida: benzamida (28) e

g) trés ésteres: (+) acetato de 1-feniletanol (29), benzoato de etila (30), benzoato de metila

31).

Para cada substrato estudado foram realizadas duas metodologias distintas de

biotransformacao, como se segue:

METODO 1: Em erlenmeyers de 50 mL foram adicionados 25,0 g do biocatalisador
batata-doce previamente tratado, 50,0 mg de cada substrato em 25 mL de 4gua destilada. A
mistura reacional foi deixada sob agitacdo em mesa agitadora a uma velocidade de 175 r.p.m.

por um periodo de 72 h. As reag¢Oes foram realizadas no minimo em duplicata.
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METODO 2: 25,0 g de batata-doce previamente tratada foram adicionadas em
erlenmeyers de 50 mL com 50,0 mg de cada substrato em 25 mL de dgua destilada. Em cada
erlenmeyer foram adicionados ainda 2,5 g de PVP. O material foi deixado sob agita¢do por 72

h a uma velocidade de 175 r.p.m. As reacdes foram realizadas no minimo em duplicata.

Ap6s o tempo de reagdo o material foi filtrado e submetido a extragdo com acetato
de etila (3x30 mL). A fase organica foi concentrada a pressao reduzida e purificada em coluna
cromatogréafica com silica gel utilizando hexano/acetato de etila (80/20, v/v) como eluente. Os
respectivos valores de bioconversdo e ee sdo apresentados nas Tabelas 25 — 50, Resultados e

Discussao.
5.6 Determinacées dos excessos enantioméricos (ee)

A determinagdo dos excessos enantioméricos dos dlcoois e acetatos quirais obtidos em
cada reacdo biocatalisada foi realizada pela relacdo entre os valores das dreas dos picos de

cada enantiomero apds detec¢do em CLAE como mostra a equacao abaixo.

ee ()=A-B x 100%
A+B

Sendo, A = drea referente ao enantidomero majoritario

B = area referente ao enantidmero minoritario
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6 CONCLUSAO

A partir das reagdes biocatalisadas com os rizomas de Ipomoea batatas (batata-
doce) de polpa branca foi possivel realizar uma melhor investigacdo da capacidade
biocatalitica do vegetal frente a reducdes e hidrélises de diversos substratos organicos visando

a utilizacao do mesmo como fonte enzimatica nesses tipos de reagao.

O complexo enzimdtico da batata-doce (BD) mostrou-se como um catalisador
versatil nas reacdes realizadas com acetofenona (1) visto que foi possivel a obten¢do de um
excesso dos dlcoois de configuracdo (R) ou (S)-1-feniletanol (1a). As variacdes obtidas no
excesso do dlcool s@o confirmadas na literatura ao ser observado uma relacao direta do meio

reacional com a configuracdo do produto 1a.

O uso de BD em 4gua destilada ou em solugdo-tampao fosfato em diferentes pH
tende a produzir preferencialmente o alcool (R)-1a com valores de conversdo variando entre
3,5-98,3 % e ee entre 21,2 — 80,0 %. Em contrapartida, a reacdo na presenca de co-solvente
ou PVP produz maiores quantidades do édlcool (S)-1a em comparagdo ao seu enantidmero com

valores de bioconversdo variando de 1,0 — 82,8 % € ee entre 11,6 — 96,7 %.

Apés realizacdo de reagdes com derivados de 1 observou-se novamente a
capacidade de inversdao na configuracdo do produto obtido ao se adicionar PVP no meio
reacional em comparagdo com a reagdo contendo apenas dgua. A referida inversdao mostrou-se
mais relevante para o substrato 1 ndo substituido e para os substratos substituidos na posi¢ao

para-.

As biorredug¢des com os substratos 2,2,2-trifluoroacetofenona (13) e a-tetralona
(14) apresentaram pouca influéncia na adi¢do de PVP no meio reacional no que diz respeito a

conversdo e configuracdo do produto obtido.

A interferéncia no uso de PVP nas reagdes biocatalisadas por BD também foram
comprovadas ao se utilizar diversos outras classes de substratos como: cetonas alifaticas,
aldeidos, compostos contendo grupos nitro e hidrélise de ésteres sendo que, o uso do referido
polimero, proporcionou aumentos de até 39,2 % nos valores de conversdao obtidos bem como
a obtencdo, em alguns casos, de produtos que ndo eram gerados na reacao utilizando apenas

dgua no meio reacional.



152

De uma forma geral, os estudos utilizando células integras de BD como
catalisador em reacdes organicas mostraram-se bastante promissores em funcdo dos
resultados obtidos. Pretende-se ainda dar continuidade aos estudos com a batata-doce em
trabalhos futuros em outros tipos de reagdes, substratos e possiveis interferentes, poliméricos

ou ndo, para avaliagdo do comportamento do mesmo.
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