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RESUMO

O presente trabalho relata a utilizacdo do caldo de cana e suas enzimas imobilizadas
como biocatalisadores em reacdes de reducdo e acetilacdo. Numa primeira parte, uma série
de reagdes de reducgdo utilizando como catalisador o sistema enzimatico contido no caldo
de cana (CC) foi realizada, tendo como substratos: acetofenona, 3-metoxi-acetofenona,
benzaldeido, anisaldeido, m-anisaldeido, vanilina, cinamaldeido, a-metilcinamaldeido,
furfural, citronelal, 3-hexanona, ciclopentanona, ciclohexanona, pulegona, carvona,
acetoacetato de etila, benzoato de etila, butirato de etila, benzonitrila, benzamida, isoniazida
e nitrobenzeno. A metodologia aplicada consistiu na utiliza¢ao de proporc¢oes definidas dos
substratos e do sistema biocatalisador. Para varios dos compostos citados, os alcodis foram
obtidos com excelentes rendimentos, em alguns casos as reagdes procederam com
quimiosseletividade e, em outros, com enantiosseletividade. A segunda parte do trabalho
consistiu na utiliza¢ao do sistema enzimadtico do caldo de cana em reacdes de esterificagdo.
Nestas reagcoes foram utlizados como biocatalisador as enzimas imobilizadas do caldo de
cana (EICC), aplicando metodologia adaptada da literatura. O dlcool anisico, selecionado
como substrato padrdo para os testes iniciais, em mistura com anidrido acético e em
presenca de EICC originou o produto identificado como acetato de anisila. Em seguida,
apls vdrios experimentos, 0s parametros reacionais: quantidade de EICC, quantidade de
substrato, tempo reacional, solvente, velocidade de agitacdo, temperatura e reutilizacdo do
sistema enzimatico foram determinados. As condi¢des que permitiram a obteng¢do do
produto esterificado com melhor rendimento foram: 150 mg de EICC, 200 mg de substrato,
20 mL de hexano, 150 rotagdes por minuto (rpm), 60 horas de reacdo a 30°C e 24 h a 70°C.
Estas condi¢des foram utilizadas nas reagdes de acetilacdo de outros compostos, obtendo-se
bons rendimentos de conversdao. Assim, as reacdes com os alcodis: anisico, benzilico, 3-
metoxi-benzilico, cindmico, furfurilico, 1-fenil-etan-1-ol e 3-metoxi-1-fenil-etan-1-ol e
alcodis alifaticos: amilico, octilico, decandico, citronelol, alilico, ciclopentanol,
ciclohexanol, 3-hidroxi-butirato de etila, a-terpineol e com um composto fendlico o
carvacrol foram testadas, demonstrando a eficiéncia de EICC nestas reag¢des. Os produtos,

nas misturas reacionais, foram analisados através de CCD, CG-EM e RMN 'H.
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ABSTRACT

The present work reports the use of integral cells and immobilized enzymes of the
sugar cane (Saccharum officinarum) juice as biocatalyst applied in reactions of reduction
and acetylation reactions. In a first part, a set of reduction reactions was carried out using
sugar cane juice (CC) as catalyst and, as substrates: acetophenone, 3-methoxy-
acetophenone, benzaldehyde, anisaldehyde, m-anisaldehyde, vanillin, cinnamaldehyde, a-
methyl-cinnamaldehyde, furfuryl, citronellal, 3-hexanone, cyclopentanone, cyclohexanone,
pulegone, carvone, P-keto ethyl butyrate, ethyl benzoate, ethyl butyrate, benzonitrile,
benzamide, isoniazide, nitrobenzene. For several of the mentioned compounds, were
obtained alcohols with excellent yields, in some cases the reactions proceded with
chemoselectivity and, in other, with enantioselectivity. The second part of this work it was
used immobilized enzymes of cane juice in esterification reactions of alcohols. In this
sense, the alcohols: anisyc, benzylic, 3-methoxy-benzylic, cinnamyc, furfurylic, 1-phenyl-
ethan-1-ol, 3-methoxy-1-phenyl-ethan-1-ol, amylic, octylic, decanoic, citronellol, allylic,
cyclopentanol, cyclohexanol, 3-hydroxy-ethyl-butyrate, a-terpineol and carvacrol were
tested. In the esterifications reactions were using as biocatalisador the immobilized
enzymes of the cane juice (EICC), using adapted methodology of the literature. The alcohol
anisyc, selected as substrate for the tests initials, in mixture with acetic anhydride and in
presence of EICC it afforded an identified product as anisyl acetate. After several
experiments, reactional parameters: amount of EICC, amount of substrate, time reacional,
solvent, agitation speed, temperature and reuse of the enzymatic system were determined.
The conditions that allowed the obtaining of the esterified derivative with better yields
were: 150 mg of EICC, 200 mg substrate, 20 mL hexane, 150 rpm, 60 hours of reaction to
30°C and 24 h to 70°C. So, acetylation reactions with other alcohols were processed, being
obtained good yelds. Consequently, the immobilized enzymes of Saccharum officinarum
constitute a promising biocatalysts in acetylation reactions, although, other tests need to be
made in the sense of optimizing the potential of the biocatalysts. The products, in the

reactional mixtures were analyzed by TLC, GC-MS and 'H NMR.
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1. INTRODUCAO

Quando se fala em reacdes catalisadas por enzimas, naturalmente, vem a tona, uma das
biotransformacgdes mais antigas que se conhece e que permeia a propria historia do
desenvolvimento da humanidade: a conversdo de agtcares em dlcool no processo da fermentacao.
Na evolucgdo histérica desse processo, foi verificado, entdo, que na técnica de fermentagdo, a
reacdo de biotransformagdo tinha como responsdvel direto ndo o microorganismo
(Saccharomyces cerevisiae) em si, mas suas enzimas, originando, assim, a compreensao dos
fundamentos quimicos do processo. No caso especifico da fermentacdo alcodlica, foi observado
que os carboidratos sdo metabolizados pelo sistema enzimatico dos microorganismos com
producdo de dlcool etilico e acido carbonico através de reacdo catalisada por enzimas da
levedura. Neste ponto, € importante ressaltar que um catalisador quimico como um &cido
inorganico, pode, de modo geral, catalisar as reagdes de hidrdlise de carboidratos, proteinas,
glicerideos, como também, de diversas outras substincias organicas. As enzimas, pelo contrério,
s30 mais especificas em sua acdo catalisadora. Por exemplos: um 4cido mineral transforma o
amido em glicose (monossacarideo) pela hidrélise, ao passo que, a enzima diastitase transforma
o mesmo amido em maltose (dissacarideo), também pela hidrélise; pela hidrdlise os acidos
minerais transformam as proteinas em aminodcidos, enquanto, as proteases ndao levam a reagdao

além de peptideos (dois ou mais aminoacidos).

A partir ndo somente das descobertas acima, mas também de vdrias outras, a biocatdlise,
sobretudo nos ultimos anos, experimentou significativo desenvolvimento, tornando-se um
importante ramo da quimica organica na obten¢do de intermedidrios e de produtos acabados de
ordem farmacéutica e comercial, em geral. Em conseqiiéncia, varias classes de reacdes tem sido
introduzidas e otimizadas. Novas técnicas de biologia molecular estdo sendo aplicadas em
biocatélise para obtencdo de organismos mais eficientes e resistentes a temperatura (principal
limitacdo na utilizacdo dos mesmos, na forma nativa, em processos industriais) (DE CONTI,

RODRIGUES e MORAN, 2001).

A obtencdo dos mais diversos compostos organicos por via sintética, sejam como

intermedidrios, sejam como produtos finais, de fiarmacos, cosméticos ou agricolas, tem como
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base uma grande complexidade de reacdes e reagentes. Isto levou a de sintese organica
tradicional a um grande desenvolvimento, considerando vdrios aspectos, podendo-se destacar
dois de importancia fundamental, quais sejam, rendimento e seletividade. Muitos esfor¢os foram
devotados no sentido de obter intermedidrios de sinteses contendo centros quirais tendo em vista
o aumento da atividade biol6gica em determinadas substancias. Um recente estudo mostrou que
de 128 drogas, 69 continham dois ou mais centros quirais (CAREY et al., 2006). Logo,
quiralidade tornou-se a for¢a propulsora para a quimica de sintese organica e, consequentemente,
a investigacdo de qualquer rea¢do com capacidade para introduzir quiralidade revestiu-se de
interesse na obtencdo de principios ativos de drogas ou intermedidrios a elas destinados. Desde
que, a habilidade de fontes naturais para induzir quiralidade € conhecida ha muitos anos, um
grande nimero de enzimas foi envolvido nessa investigacdo, incluindo hidrolases, oxirredutases,
lipases, isomerases, etc. (CORDELL et al., 2007). O uso de vegetais ou derivados de vegetais
como biocatalisadores em reacdes organicas, pode oferecer uma excelente alternativa na
investigacdo de reacdes na obtencdo de produtos de interesse, considerando, sobretudo, dois
fatores primordiais: economia (fontes vegetais abundantes e renovaveis) e ecologia (evita o uso
de catalisadores cldssicos, caros e nocivos ao meio ambiente). Dependendo do vegetal, diversas
vantagens podem ser agregadas. Por exemplo, a utiliza¢do de vegetal intacto geralmente dispensa
a necessidade de co-fatores (geralmente caros) desde que a planta automaticamente suprime esta
exigéncia. Em adi¢do, dependendo do vegetal usado, um determinado enantidmero pode ser
obtido em alto rendimento e com alto excesso enantiomérico, fator critico com relagdo a acao de
um determinado medicamento. Enfim, fatores como menor tempo, menor custo e a acessivel
parte experimental do sistema de reacdo, tornam o uso de plantas uma alternativa muito

satisfatoria.

O amplo potencial biotecnolégico demonstrado pelos biocatalisadores tem atraido a
atencdo de muitos pesquisadores de dreas, como: agrotoxicos (DE CONTI, RODRIGUES e
MORAN, 2001), cosméticos (VEIT et al., 2004) e farmacéuticas (FARNSWORTH et al., 1985;
LUNA et al.,, 2004) considerando aspectos relevantes como eficiéncia, regiosseletividade,

quimiosseletividade e, principalmente, enantiosseletividade destes biocatalisadores.

Vale salientar que, embora a maior parte das biotransformagdes descritas na literatura,

refira-se a sistemas derivados de microorganismos (fungos, bactérias, leveduras), vérios trabalhos
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demonstraram hé alguns anos atrds a capacidade biotransformadora de culturas de células de
plantas sobre diferentes substratos tais como: cumarinas, alcaldides, terpendides, esterdides e
substincias aromaticas em geral (REINHARD e ALFERMANN, 1980). Com o progresso na
utilizacdo de plantas como agentes de biotransformagdes, trés distintos sistemas de
transformagdes quimicas a partir de plantas sdo empregados mais comumente: a) culturas de
células; b) enzimas isoladas; c) partes integrais. Exemplos diversos e interessantes podem ser
citados para cada um dos sistemas acima mencionados. Por exemplo, Suga et al. (1976)
detectaram a biotransformacao de alguns monoterpenos utilizando cultura de células de Nicotiana
tabacum, quando a reagdo principal foi a oxidacdo regiosseletiva de grupos metil em ligagcdes
olefinicas com configuragdo E a grupos hidroximetil (SUGA et al., 1976; HIRATA et al., 1981).
Yadav et al. (2002), examinaram o uso da raiz de Daucus carota para a reducdo assimétrica de
azidocetonas, importantes intermedidrios quirais de produtos farmacéuticos (B-amino e aril
etan6is) (BALDASSARRE et al., 2000). Baraldi e Correa (2004) utilizaram Saccharomyces
cerevisiae na obtencdo de intermedidrios quirais que podem ser empregados na sintese de
feromonios. Ainda como exemplo, relatamos aqui, experimentos preliminares de pesquisadores
do nosso grupo com espécies vegetais, usando plantas integras, para a redu¢do de uma série de
aldeidos e cetonas aromadticos, com destaque para as espécies Manihot (Manihot dulcis e
Manihot esculenta). As duas espécies geraram produtos com rendimentos na faixa de 84 a 100 %

e excessos enantioméricos superiores a 94 % (MACHADO et al., 2006).

Enfim, pode-se verificar o emprego de plantas em fitorremediacdo de poluentes
organicos, biorreduc¢do de cetonas e aldeidos, acetilagdes de dlcoois, reagdes de hidroxilacdo e

oxidacdo, entre as mais citadas (ANDRADE et al., 2000).

O presente trabalho consistiu na utilizacdo do liquido resultante da moagem da cana de
acicar (caldo de cana = CC), amplamente utilizado na obtencdo de bebidas alcodlicas
fermentadas (principalmente a “cachacga’), como fonte enzimética (biocatalisador) para reducao
de uma série de cetonas, aldeidos e outros, assim como também, na bioacetilacdo de dlcoois
(primadrios, secunddrios e tercidrios) e fendis. As biorredu¢des dos compostos carbonilicos foram
realizadas utilizando o CC bruto e as acetilagcdes dos dlcoois com a enzima imobilizada do caldo
de cana (EICC). Os esquemas das reagdes das biorredu¢des de compostos carbonilados com CC e

bioacetilagdes de alcoois e fendis com EICC encontram-se a seguir.
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Esquema 2
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Esquema 6
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Esquema 10
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Este trabalho encontra-se dividido em oito capitulos:
< CAPITULO 1: Introducdo
< CAPITULO 2: Consideracdes sobre a Cana de Acucar
% CAPITULO 3: Consideracdes sobre Biocatalise
< CAPITULO 4: Pesquisa Bibliogréfica
% CAPITULO 5: Resultados e Discussdes
% CAPITULO 6: Procedimento Experimental
% CAPITULO 7: Conclusdes

< CAPITULO 8: Dados Espectroscépicos

A composicdo deste trabalho e a apresentacdo final foram baseadas nas normas
estabelecidas pelo curso de Pés-Graduacdo em Quimica Organica do Departamento de Quimica

Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.
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2. CONSIDERACOES SOBRE A CANA DE ACUCAR

Saccharum officinarum Linn (Fig. 1 e 2, p. 14) € uma planta da familia das Poaceae,
origindria da Asia (India ou Polinésia) conhecida como cana de aciicar e muito cultivada no
territério brasileiro. Segundo Doorembos e Kassam (1979), foi na Nova Guiné que o homem
manteve o primeiro contato com a planta que chegou ao Brasil através de Martim Afonso de

Souza em 1532, que iniciou seu cultivo na Capitania de S3o Vicente.

A cana de agucar constitui a principal fonte de dlcool etilico, obtido no Brasil em larga
escala na producdo de combustivel e acicar. Entretanto, segundo Belik, Ramos e Vian (1998), foi
o acgucar nordestino o carro-chefe da agroindustria canavieira brasileira por quatro séculos,
sempre se destacando pela sua producdo e volume exportado. O Brasil € o principal produtor de
cana de acticar do mundo, com uma produ¢do de aproximadamente 489 milhdes de toneladas em

2007, segundo dados do ministério da agricultura (BRASIL, 2008).

No Ceard, a cultura da cana limita-se as regides de serras e vales imidos, aos baixos da
regido litoranea e aos brejos dos acudes sertanejos. Um de seus produtos, a aguardente, bebida
fermentada com alto teor alcodlico, por ser relativamente barata é bastante consumida, sobretudo,
pela populagdo mais carente. Outro derivado € a rapadura, produto sem dlcool e com alta
concentracdo de sacarose, constituindo tempos atrds, um dos alimentos bdsicos da populagdo

rural.

Nao é conhecido ao certo, se foi de Pernambuco ou do Rio Grande do Norte que vieram
as primeiras sementes de cana crioula, variedade entdo cultivada no Brasil e trazida da Ilha da
Madeira ou Sdo Tomé pelos primeiros colonizadores. Em 1810, a crioula foi substituida pela
cana de Cayenna (conhecida como caiana). Oriunda do Taiti, esta variedade foi levada as ilhas de
Bourbon, passando a Guiana Francesa e de Cayenna ao Pard, em 1790. Em seguida, 1810, foi
levada a Bahia onde se espalhou pelo Brasil. Tanto a caiana como outras variedades, foram quase
totalmente substituidas, a partir de 1930, por variedades javanesas e outras hibridas, mais

produtivas e resistentes ao mosaico (BRAGA, 1976).
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A cana de actcar (Saccharum officinarum Linn.) apresenta uma inflorescéncia em espiga,
crescimento do caule na forma de colmos, folhas com ladminas de silica em suas bordas e bainha

aberta. Obedece a classifica¢io botanica abaixo:

REINO Plantae

DIVISAO Magnoliophyta
CLASSE Liliopsida

ORDEM Cyperales

FAMILIA Poaceae

GENERO Saccharum

ESPECIE Saccharum officinarum

A cana colhida € processada com a retirada do caule, que é esmagado, liberando o suco
que € fervido para formacdo do melagco, de onde o agucar € cristalizado. O suco, bastante
apreciado no Nordeste do Brasil, tem sabor muito agradavel, apresentando um alto teor de acticar
(40 a 50 %) e agua (65 a75 %). Conserva todos os nutrientes da cana de acucar, apresentando um
conteddo protéico extremamente baixo (comparado ao teor de agticar) que o torna um alimento
desbalanceado nutricionalmente. Se aquecido € usado na fabricacdo da rapadura. Se fermentado,
na produgdo de bebidas alcodlicas (rum ou cachaca). As fibras, também chamadas de bagaco,
podem ser utilizadas como fonte de energia (queima), suplemento de racdo animal ou na

obtencdo de substincias de interesse industrial.
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Figura 1: Fotografia da cana de acticar (Saccharum officinarum Linn.)

Fonte: http://images.google.com.br/imgres ?2imgurl=http://baixaki.ig.com.br/imagens, acesso em 05/05/2008

Figura 2: Fotografia mostrando detalhe do caule da cana de agucar (Saccharum officinarum

Linn.)

Fonte: http://images.google.com.br/imgres ?imgurl=http://www.agroanalysis.com.br/images, acesso em 05/05/2008
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3. CONSIDERACOES SOBRE BIOCATALISE

3.1. Biocatalise

As reacdes da quimica organica sintética, através das quais sdo obtidos os mais variados e
importantes produtos, utilizam-se, em muitos casos, da catdlise, fendmeno fisico-quimico
resultante do uso de certas substincias ou elementos denominados catalisadores e que permitem
alterar a velocidade das reacdes. Especialmente, nos processos naturais, quase todas as
transformagdes quimicas no corpo (humano) ocorrem com a ajuda das enzimas como
catalisadores. As enzimas sdo muito atuantes em seu trabalho e, como se sabe, sdo altamente
seletivas. Assim, um tipo de enzima influencia somente um tipo de reacdo para somente uma
particular molécula ou tipo de molécula. Por exemplo, a hidrdlise das ligacdes amidicas no sistema
digestivo catalisada pelas proteases, é a reagdo chave que transforma as proteinas em aminoacidos.
Entretanto, diferentes proteases catalisam a reacdo de modo especifico. Por exemplo, a tripsinase,
catalisa, especificamente, somente a hidrélise de peptideos nos quais um dos aminodcidos € lisina

ou arginina.

A biocatdlise ¢ um campo que utiliza o potencial catalitico de organismos vivos
(microorganismos, vegetais, etc), células de plantas ou enzimas isoladas, para obtenc¢do de
produtos de interesse comercial, particularmente, farmacé€uticos. Neste campo, torna-se obrigatorio
salientar casos extremamente interessantes em relagdo a alguns medicamentos que apresentam
moléculas quirais em sua composi¢do, em que um dos enantidomeros exerce o efeito fisiologico
desejado, enquanto o outro, é inativo ou pouco ativo. Como exemplo, pode-se citar o caso da
talidomida onde o enantidbmero S estd relacionado com os efeitos teratogénicos enquanto o
enantiomero R € responsdvel pelas propriedades sedativas (GARRITZ e CHAMIZO, 1994). Este e
muitos outros exemplos demonstram a efetiva relacdo entre quiralidade e atividade bioldgica.
Embora o uso de microorganismos date de muitos e muitos anos, na ultima década a biocatélise
experimentou significante desenvolvimento e um grande nimero de reacdes foram desenvolvidas e
otimizadas, especialmente para a sintese de moléculas quirais de interesse biolégico e industrial,

tais como drogas, cosméticos e produtos agricolas.
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Tendo em vista a relagdo entre atividade bioldgica e quiralidade, a sintese organica
procurou expandir-se também, no sentido de desenvolver vias que imitassem a comum quiralidade
dos produtos resultantes de processos naturais, tornando-se este fator, a for¢a propulsora na busca
de reacdes com capacidade de introduzir quiralidade em substancias com diversas finalidades,
principalmente, medicamentosa. Consequentemente € crescente o interesse por reacdes que
produzam compostos enantiomericamente puros. Na quimica organica sintética cldssica, os
quimicos modernos procuram desenvolver métodos cada vez mais seletivos (especialmente os
enantiosseletivos), que utilizam reagentes e catalisadores quimicos quirais. Contudo, o emprego
desses ultimos que, além de caros, sdo toxicos e ndo degraddveis, origina problemas ambientais
muitos sérios (HANSON, 1997). Os biocatalisadores, oriundos dos vegetais surgem como uma
alternativa ecologicamente correta (quimica verde) para obtencdo dos mesmos produtos, isto é, de
forma mais “limpa”. Apresentam caracteristicas bastante atrativas, como a capacidade de agir em
muitas reagdes com eficiéncia, biodegrabilidade e condicdes brandas de acdo, além de mostrar
aspectos quimicos importantes tais como regiosseletividade, quimiosseletividade e
enantioseletividade. Em adi¢do, as reacdes utilizando catalisadores bioldgicos, apresentam uma
outra vantagem muito importante, ou seja, a possibilidade de atuar ndo somente em meio aquoso,
mas também em solvente organico, contrariamente ao que se pensava no passado. Normalmente,
utilizam-se para esse fim enzimas imobilizadas em um suporte polimérico adequado, propiciando

as enzimas uma maior resisténcia as variagdes das condi¢des do meio.

3.2. Enzimas

As enzimas, em geral, sdo proteinas naturais com atividades cataliticas surpreendentes,

formadas por longas cadeias de aminodcidos (peptideos) (CAMPBELL, 1995). Estas longas
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cadeias, onde os aminodcidos estdo unidos por ligacdes amidicas (ligagdes peptidicas), formam a
estrutura das enzimas, apresentando grupos polares tais como COO’, OH, NH;*, SH e CONH,. A
seqiiéncia exata dos aminoécidos na cadeia protéica € chamada estrutura priméria. A conformacado
tridimensional dessa seqiiéncia € denominada estrutura secundaria (Fig. 3a ¢ 3b, p. 18) e a

disposicado dessas estruturas tridimensionais forma a estrutura terciaria (Fig. 3c, p. 18) da proteina.

[a] folha B-pregueada [b] folha a-hélice

[€] estrutura terciaria

Figura 3: Representacdes tridimensionais das estruturas secunddria e tercidria de uma proteina: [a]

B-pregueada, [b] a-hélice e [c] estrutura tercidria

Essas gigantescas estruturas tercidrias apresentam pequenas regides (em relacdo ao
tamanho total da enzima), localizadas préximas ou na superficie, chamada sitio ativo. A posi¢ao
em que se encontra o sitio ativo facilita o acesso das moléculas do substrato, para que possam ser
transformados. Aminodcidos localizados estrategicamente nesses sitios formam uma superficie
complementar ao substrato. Dessa forma, a conformacdo e a composi¢do quimica do sitio ativo da
enzima determinam sua especificidade numa reacdo de biocatdlise (LEHNINGER, 2002). As

enzimas diminuem a barreira de energia entre os reagentes e produtos de forma versatil.

As enzimas sao classificadas e codificadas pela ITUBMB (Internation Union of
Biochemistry and Molecular Biology). Sao divididas em seis classes principais € em vdrias outras
subclasses (BOMMARIUS e RIEBE, 2004), de acordo com a reagdo quimica envolvida (Tab. 1,
p. 19).
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Tabela 1: Classificacdo das enzimas segundo a [UBMB
CLASSE TIPO DE REACAO SUBCLASSE

Oxirredutase Reacdes de oxi-reducdo, ou seja, transferéncia de Oxidases, redutases,
elétrons. hidrogenases

Transferases Transferéncia de grupos (aminas, acilas, carboxilas)  Transaminases,

transcarboxilases
Hidrolases Reagdes de hidrélise covalente Lipases, esterases
Liases Reacdes de adicao de grupos a dupla ligacdes ou Descarboxilases,

formacao de duplas ligagdes por remog¢ao de grupos  fosfatases
Isomerases  Reacgdes de interconversdo entre isomeros Opticos ou Racemases,

geométricos epimerases, mutases
Ligases Formacdo e clivagem de ligacdes C-C, C-S, C-O e sintetases

ésteres de fosfato

Muitos biocatalisadores requerem a presenca de cofatores, que podem ser moléculas

As . , 21: +2 +2 +2 +2 +2 . . ~
organicas (coenzimas) ou fons metdlicos (Co™", Cu™”, Fe'", Mo™", Zn""). Muitas coenzimas sao
derivadas de vitaminas, atuando em conjunto com as enzimas. Algumas coenzimas comumente

encontradas estio relacionadas na Tabela 2 (BRUICE, 1998).

Tabela 2: Principais cofatores em biocatalise

COENZIMA TIPO DE REACAO
NAD/NADH Remocao ou adi¢do de hidrogénio
NADP*/NADPH Remocao ou adi¢do de hidrogénio
ATP,GTP, CTP e UTP Fosfoliracao
SAM C,-alquilacao
Acetil-CoA C,-alquilagdo
Flavinas Oxigenacgdo
Piridoxal-fosfato Transaminagao
Biotina Carboxilacao

Complexos metal-porfirina  Peroxidagdo, oxigenagao
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NADH e NADPH (Fig. 4), utilizados nas redugdes de cetonas e aldeidos por oxirredutases,
sdo uns dos cofatores mais conhecidos em biocatélise. Essas substincias garantem a transferéncia

dos elétrons necessarios para o processo de redugdo.

NH,

N| X N\> CONH,
P 0 9 (T
CHy—O—P—0—P—0—CH, N
/L—[\/ _ . 0
— o— o 0

OR OH

NADH R=H
NADPH R=PO;H,

Figura 4: Estrutura quimica do NADH e NADPH

3.3. Catalise enzimatica

As enzimas tém a capacidade de diminuir a energia de ativacdo das reacOes através da
formag¢do de um complexo intermedidrio com as moléculas do substrato. Este intermedidrio,
chamado complexo enzima-substrato (ES), € formado a partir de ligacdes covalentes, interacdes
dipolo-dipolo, liga¢des de hidrogénio, intera¢des hidrofébicas, idnicas, ou ainda, for¢as de Van der

Walls.
3.3.1. Mecanismos de atuacao enzimatica

A maneira com que as enzimas atuam sobre os substratos é descrita por varios modelos,

sendo os principais descritos abaixo.
» Modelo Chave-Fechadura

Elaborado por Ficher em 1894, considera que a interagdo entre o substrato e a enzima
ocorre similarmente ao encaixe de uma chave na fechadura (Fig. 5, p. 21). O substrato incorpora-
se na estrutura enzimdtica através de ligagdes quimicas com o sitio ativo, que apresenta

configuracdo complementar ao seu, formando o complexo enzima-substrato com posterior
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liberagdo dos produtos formados. Este modelo aceito por vdrias décadas, atualmente estd em

desuso por considerar que a enzima apresenta uma estrutura totalmente rigida (FABER, 2000).

‘:;::; . . ‘ o

Figura 5: Esquema ilustrativo do modelo chave-fechedura

» Modelo do Encaixe Induzido

Proposto por Koshland em 1960, estabelece que a estrutura enzimatica ndo € totalmente
rigida, podendo ajustar sua conformacio durante a aproximacio do substrato ao sitio catalitico da
enzima, para formacdo do complexo enzima-substrato (Fig. 6). O substrato encaixa-se ao sitio

ativo através de uma nova conformagao adquirida pela enzima (FABER, 2000).

sl
atrver

+

(b)
comformagio
do estado de

Lramsig o

Figura 6: Esquema ilustrativo do encaixe induzido
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» Modelo dos Trés Pontos

Este modelo foi elaborado para explicar a enantiosseletividade das reacdes enzimaticas,
sendo inicialmente proposto em 1948 por A. G. Ogston. Segundo essa teoria, para que haja um
elevado grau de enantiosseletividade o substrato deve aderir-se firmemente em um espago
tridimensional. Dessa forma, considerando um substrato racémico (R e §) cuja quiralidade
encontra-se em um dtomo de carbono sp3 (Fig. 7), é necessdria a presenca de pelo menos trés
pontos distintos de ligacao entre a enzima e o substrato no sitio ativo. Para compostos que possuam
uma quiralidade axial ou plana envolvendo carbono sp ou sp’, a regra dos trés pontos pode ser

racionalizada.

Na Figura 7 (caso I), a interacio dos grupos A, B e C do enantidbmero A sdo
complementares aos grupos A’, B’ e C’ do sitio ativo da enzima e com o operador quimico D
(grupo reativo). Portanto, a disposicdo espacial destes grupos leva a uma maior velocidade de
reacdo, proporcionando uma reacdo estereosseletiva. Nos casos II, III e IV, observa-se que no
enantidmero B as intera¢des dos grupos A, B e C ndo sdo complementares com os grupos A’, B’ e
C’ do sitio ativo da enzima. Portanto, a catalise enzimatica sera menos favorecida cinética e

estereoquimicamente (FABER, 2000).

rador fco D ! D
i ? _.,A|DP= quimi }I{ | 7
| A | A loe C""]!;.n.
A \\ E/ c
_ Fid ' 3
B Substrato 1 Substrato 2
Caso I a sequéncia da regra de ordem
assumida ¢ A=B=C>=D,
, i . i rador quimi
II'II D ‘—-"I'| operador quimico f ]:l) ‘_____Ilope.-ra&rqufm|m |I.-' ? *...J,lﬂpﬁ r quimico
| | |
| A I‘{kﬂ ! ||I B }f"“-c \ E"'-)ii\‘A i
AII\E/ C. A. \\ﬁ l:r AI \\—“/ EI
B B B
Caso Il Caso LIL Case IV

Figura 7: Representacio esquematica da seletividade enzimatica
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3.4. Vantagens e Desvantagens dos biocatalisadores

O interesse crescente da industria (farmacéutica, fragrancias, entre outras) por compostos
enantiomericamente enriquecidos, vem impulsionando os quimicos organicos a pesquisarem
metodologias  sintéticas altamente seletivas. O desenvolvimento de biocatalisadores
(microorganismos, vegetais, enzimas imobilizadas) que possam conduzir reagdes a elevados
excessos enantioméricos, tendo em vista o enantiOmero de interesse, representa uma importante

alternativa. Os biocatalisadores apresentam algumas vantagens e desvantagens.
3.4.1. Vantagens

> Catalisadores muito eficientes: capazes de acelerar as reacdes de 10° a 10" vezes
em relacdo a correspondente reagdo nao catalisada. Como conseqiiéncia, a concentracdo do
. . L, _ 4 . . L.
biocatalisador é da ordem de 10° a 10* %, muito menor que a de catalisadores quimicos

convencionais (0,1 a 1 %).

» Ecologicamente corretos: sio biodegraddveis e ndo geram residuos altamente

téxicos, como no caso dos metais pesados.

» Atuam sob condigdes brandas: exigem normalmente intervalos de pH de 5 a 8 e

temperatura de 20 a 60 °C, a pressdo atmosférica.

» Tolerdncia aos substratos: interagem com uma grande variedade de substratos nio

naturais.

> Atuam em meios ndo convencionais: varias enzimas, e até mesmo células, tem
demonstrado retencdo do potencial catalitico em meios ndo convencionais, como solventes

organicos.

» Podem catalisar uma ampla faixa de reacdes quimicas: reagdes de reducio,

oxidacdo, transesterificacdo, hidrdlise, entre outras, podem ser catalisadas por enzimas.
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» Apresentam no aspecto reacional, trés tipos de seletividade:

¢ Quimiosseletividade: atuam num udnico tipo de grupo funcional,

preservando outras funcdes existentes e desejaveis na molécula. Além do mais, obtem-se produtos

reacionais mais limpos, facilitando o processo de purificacao.

e Regiosseletividade: devido a sua estrutura tridimensional complexa, as

enzimas podem distinguir entre grupos funcionais que estdo situados em diferentes posi¢des da

mesma molécula do substrato.

¢ Enantiosseletividade: a grande maioria das enzimas é formada por L-

aminodcidos, e dessa forma atuam como catalisadores quirais. Portanto, alguma forma quiral ou
pré-quiral no substrato deve ser reconhecida pela enzima, para que possa ocorrer a formacgao do

complexo enzima substrato. Essa € a caracteristica mais importante das enzimas.
3.4.2. Desvantagens

» Sensiveis a condigcoes enérgicas: necessitam sempre de condi¢cdes brandas de
operacdo quando em sua forma livre, constituindo um problema em situagdes operacionais que

exijam altas temperaturas.

» Atividade mdxima em dgua: a maioria dos substratos organicos sdo pouco soliveis

em 4gua.

» Algumas enzimas necessitam de cofatores: os cofatores sdo caros e de dificil

recuperacao.

» Impossibilidade de inversdo quiral: as enzimas estdo presentes na natureza em uma
unica forma enantiomérica, impossibilitando a inversdo da indu¢do quiral de uma determinada

reacdo enzimatica.

» Podem causar alergias: quando nio manipuladas adequadamente podem causar

reacoes alérgicas, em casos especificos.



Capitulo 3: Consideracdes sobre Biocatdlise - Tese de Doutorado - Assungdo, J. C. C. 25

3.5. Fatores importantes no desenvolvimento de um trabalho de biocatalise

O desenvolvimento de um trabalho com biocatalisadores exige o conhecimento de alguns

fatores importantes:

e Determinar o tipo de reagdo (reducao, oxidagdo, hidrélise, etc)

e Avaliar a atividade enzimatica do(s) biocatalisador(es)

e Estabelecer as condi¢des ideais de reacao (temperatura, pH, solvente, concentracao

do substrato e do biocatalisador)

e Escolher o método mais apropriado de caracterizagdo do(s) produto(s) (CG-DIC,

CG-EM, CLAE, RMN, 1V)

¢ No caso de produtos quirais, determinar o(s) excesso(s) enantiomérico(s)

e Determinar as condi¢des necessdrias para produzir o(s) composto(s) em maior

escala

3.6. Imobilizacao de enzimas

Algumas enzimas sdo catalisadores ativos em ambientes hidrofébicos, com eficiéncia
muito semelhante aquela observada em meio aquoso. Entretanto, estes catalisadores estdo sujeitos
a inativacdo em meio organico, por fatores quimicos, fisicos e biolégicos. Assim, h4 necessidade
de estabilizar esses biocatalisadores, para que ocorra a manutencao da atividade catalitica e do

potencial estereosseletivo.

Para tal, € utilizada a técnica de imobilizacdo em diferentes suportes. O processo consiste
em restringir a mobilidade do biocatalisador, através da imobilizacdo dos mesmos (fixacdo por
afinidade de natureza quimica, fisica ou por aprisionamento em um reticulo) num material

polimérico (Fig. 8, p. 26).
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Estas técnicas de imobilizacdo possibilitam a reutilizacdo das enzimas, facilitam a

separacdo dos produtos e aumentam a estabilidade em solventes organicos.

O principal objetivo da imobilizacdo enzimatica € obter um biocatalizador estdvel e com
manutencdo da atividade catalitica em comparacdo a sua forma livre. Idealmente, a enzima
imobilizada deverd exibir uma atividade catalitica superior, ndo ocorrendo modifica¢des
estruturais, principalmente, em seu sitio ativo (GANDHI, 1997). A imobiliza¢do pode inibir ou
aumentar a atividade e estabilidade da enzima, porém ndo existe uma regra que confirme a

manutencao destes parametros apds o processo de imobilizacio (RAHMAN et al., 2005).

A imobilizacdo pode ocorrer através de diferentes métodos, tais como: adsor¢do em
matérias insoliveis, confinamento em géis poliméricos, encapsulamento em membranas, ligacdes

cruzadas com reagentes bifuncionais ou multifuncionais e ligacdo a um suporte insolivel.

7z

A escolha adequada da matriz polimérica é um fator muito importante para o bom
funcionamento da enzima imobilizada. As caracteristicas desejaveis para um bom suporte sdo: drea
superficial elevada, boa permeabilidade, hidrofilicidade, estabilidade quimica, mecanica e térmica,
alta rigidez, formas e tamanhos adequados, resisténcia ao ataque de microorganismos e poder de

reutilizagdo.

|Metados de imobilizagdo de enzimas

@I = Enzima
Ligagdo sobre suporte | |LigagdoCruzada Confinamento
] | |

il
: E@@\
it (LTS), PVA g, !

E, ¥ QuitesanalQTS), 7

o ATSFVA ' com el

Em
microcapsula

glutaraldsido.

Em matriz
#  Adsorgao fisica: alcool

polivinilice (FWA), galsctomanana, ¥ Crganogers de ¥ OTS com slgnato de

xantana, guitosana, poll-o’am{} de microemulsss Sleo-agua calcio ] gliceraldeido,

atilens (PEQY), poli (dcido acrilico) [zam gelatna, agarose ou k- alginatas  ou  carragenanas

(carbopel), nylon & caTagenanas como sgentes com cloretn de célcio ou
pelficantes), aerogéis  de potdssio

¥ Ligagio covalente: silica, sllica, gel de agar, FEO,

alurnina, celulose, polietienoglical) caselnato de sadio

(PEG), metdxi [polistilanoglicel}-o-
nitrefenil carbonats.

¢ Ligagdo i6nica: resinz de
trocas inicas (DEAE-sefadex, CM-
celuloge, Dowes 55, Duolite S5BN).

Figura 8: Principais métodos de imobiliza¢ao enzimética
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4. PESQUISA BIBLIOGRAFICA

Nos dias atuais, uma grande preocupagdo da industria quimica € adotar uma posturas de
trabalho no sentido diminuir residuos nocivos ao meio ambiente. Os solventes usuais, por
exemplo, que possuem destacado papel nos processos quimicos industriais, apresentam
problemas ambientais relacionados a recuperacao, descarte, toxicidade e inflamabilidade. Muito
recentemente, grupos de pesquisas destacaram o uso de liquidos i6nicos em rea¢des enzimaticas
com resultados comparaveis a aqueles obtidos em meio organico. Entre as vdrias vantagens dos
liquidos i0nicos, pode-se citar sua baixa pressao de vapor, tornando-os, relativamente, benignos
do ponto de vista ambiental (KIM et al., 2001). Em adicao, foi verificada sua capacidade para
aumentar a atividade, seletividade e estabilidade de catalisadores. Assim, embora sejam
utilizados comumente solventes organicos usuais, procura-se expandir o uso de biocatalisadores
em condi¢des de praticar-se uma quimica organica de sintese ndo somente mais eficiente, mas,
ainda mais limpa. O crescente uso de biocatalisadores reflete-se no nimero de trabalhos
publicados que vem aumentando surpreendentemente nos ultimos anos. Este fato pode ser
constatado observando o Grifico 1, obtido por pesquisa no Scinder Finder para os anos de 1997

a 2007 (BIZERRA, 2007), utilizando a palavra chave “Biocatalisys”.

EVOLUGI\O DOS TRABALHOS
2007 | 1202
1219
2005 | 1207
| ] 199
2003 1144
7)) |
] 1143
S i
2001 | 1137
| 1123
1999 | 1100
| 178
1997 62
0 50 100 150 200 250
numero de trabalhos

Grifico 1: Evolucio dos trabalhos publicados sobre biocatalise entre 1997 ¢ 2007
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Em virtude do grande nimero de trabalhos sobre o tema, escolhemos, especificamente, o
assunto “biorreducdo”, para realizacdo de uma pesquisa bibliogréfica nos ultimos dez anos (1998-
2008). Este foi escolhido, por envolver reacdes de biotransformagdes muito utilizadas na
obtencdo de um grande nimero de produtos de interesse industrial, como farmacos (LUNA,
2004), cosméticos (VEIT, 2004), entre outros. As reagdes de biorreducao apresentam um maior
destaque na drea de sintese de farmacos, uma vez que os produtos obtidos devem apresentar
pureza enantiomérica elevada, caracteristica essencial alcangada com o uso dos biocatalisadores.
Em muitos casos, a reducdo de aldeidos e cetonas representa a etapa chave na obtengdo de
inimeros intermedidrios ou produtos finais de interesse econdmico. Assim, muitos dlcoois
obtidos através de biorreducdo de cetonas pré-quirais, sdo utilizados como intermedidrios na

sintese de importantes fairmacos (Fig. 9) (BARBIERI et al., 2001; ARAUJO, 2006).

(:)H
= Cl
—_—
— >
(29)
OH OH
Cl
—_—
ON (30) O,N Nifenalol

Figura 9: Exemplos de dlcoois quirais obtidos por biorreducao utilizados na sintese de farmacos

Os alcoois 29 e 30 sao obtidos com elevados rendimentos (98 e 99%, respectivamente) e
excessos enantioméricos (98 e 99%, respectivamente) através da biorreducdo de suas respectivas
cetonas pro-quirais utilizando microorganismos e sdo utilizados como intermedidrios na sintese
dos farmacos sertralina e nifenalol (Fig. 9).

As enzimas responsdveis pelas reducdes de aldeidos e cetonas, e algumas vezes de

ligacdes duplas carbono-carbono, sdo classificadas em trés grupos: desidrogenases, oxigenases, €
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oxidases. As desidrogenases podem substituir o boridreto de sédio (NaBH4) na redugdo de
aldeidos e cetonas, entretanto, requerem cofatores como NADH ou NADPH, que tem alto custo.
Como esses cofatores devem ser utilizados em grandes quantidades, sua reciclagem torna-se uma
exigéncia. Um sistema cldssico de regeneracdo de cofator consiste na utilizacdo de formiato
desidrogenase (FDH) e formiato como doador de hidrogénio (Fig. 10). Nesse processo, ha
formacdo do in6cuo CO, como co-produto, assegurando a irreversibilidade do sistema

(ARAUJO, 2006).

HCO,

+ /k
NAD R, R

co, NADH )k
R R

Figura 10: Sistema de reciclagem do cofator NADH

Em 1964, Prelog observou que a estereosseletividade na biorredugdo de cetonas dependia
do tamanho dos grupamentos ligados ao carbono carbonilico (YADAV et al., 2002). Segundo
essa regra, a enzima doa hidreto, preferencialmente, pelo lado do grupo menos volumoso (face

re), gerando, majoritariamente, o dlcool de configuracdo S (Fig. 11, p. 31).
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-

R : adenasine diphosphate ribose

Figura 11: Representacao esquemadtica da regra de Prelog

Embora a regra de Prelog estabeleca que a face re da carbonila seja a preferida, algumas
enzimas ndo obedecem a essa regra, atuando pela face si e gerando produtos de configuracdao R
majoritariamente (anti-Prelog).

Uma pesquisa bibliografica realizada no Scifinder utilizando “bioreduction” como palavra
chave, possibilitou a selecio de mais de setenta publicacdes entre os anos de 1998 e 2008.
Abaixo, estdo descritos alguns dos artigos mais relevantes para o nosso trabalho, destacando
dados como rendimentos e excessos enantioméricos (ee), entre outras informagdes importantes.

Em 1998, Takemoto e Achiwa utilizaram células imobilizadas a partir de culturas de
células da espécie vegetal Catharantus roseus para reduzir a 1-piridin-4-iletanona ao seu alcool
1-piridin-4-iletanol (Esq. 11). A reacdo foi analisada observando-se os pardmetros tempo,
rendimentos, excessos enantioméricos e configuracdo dos dlcoois obtidos, estando os resultados

destacados na Tabela 3 (p. 32).

Esquema 11
@) HO
=z C. roseus =
— |
N N
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Tabela 3 : Resultados obtidos para biorreducao de 1-piridinil-4-etanona com C. roseus

t (dias) Rend. (%) ee (%)
2 97 87 (S)
5 99 61 (S)
7 99 49 (S)
8 100 46 (S)
12 100 21 (R)
13 98 20 (R)
14 91 78 (R)
15 91 80 (R)

Surpreendentemente, embora os rendimentos permane¢am praticamente os mesmos, foi
observado uma redugdo significativa no excesso enantiomérico do isomero S apds dois dias de
reacdo. A partir do oitavo dia o excesso do isomero S foi invertido para R. Essa caracteristica
apresentada por C. roseus levou os autores a utilizd-la, também, no processo de desracemizacao

da mistura racémica do 1-piridin-4-iletanol (Tab. 4).

Tabela 4: Desracemizac¢ado de 1-piridinil-4-etanol por C. roseus

t (dias) ee (%)
2 98 (S)
5 87 (S)
7 37 (R)
8 80 (R)

Vari et al. (1998) utilizaram o microorganismo Trigonopis variablis ATCC 10679 na
biorredu¢do de uma cetona o,B-insaturada (carvona), numa das etapas de sintese de uma

substancia com elevada atividade antitumoral isolada de fungos (Esq. 12, p. 33).
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Esquema 12

T. variablis

\J

Rend. 50-62%; eec% >98%

Chartrain et al. (1999) estudaram o potencial biorredutor de uma série de microoganismos
para obten¢do do dlcool quiral (R)-N-(2-hidroxi-2-piridin-3-il-etil)-2-(4-nitrofenil)-acetamida, a
partir da cetona 2-(4-nitro-fenil)-N-(2-oxo-2-piridin-3-il-etil)-acetamida (Esq. 13). Os resultados
obtidos (Tab. §), permitiram selecionar o microorganismo Cdndida sorbophila MY 1833 para ser

utilizado na producdo do édlcool em grande escala.

Esquema 13

o I|{ OH Il-I
N microorganismo N
0 o
NO, NO,

Tabela 5: Resultados das biorreducdes da 2-(4-nitro-fenil)-N-(2-o0xo-2-piridin-3-il-etil)-

acetamida com varios microorganismos

Microorganismo MY Rend. (%) ee (%)
Saccharomyces cerevisiae 1423 68 80 (R)
Saccharomyces cerevisiae 1451 51 70 (R)
Khyveromyces delphensis 1476 48 >96 (R)

Rhodotorula glutinis 1488 93 6 (R)
Hansenula fabianl 1496 48 66 (R)
Hansenula subpelliculosa 1552 32 52 (R)
Hansenula wingei 1565 16 22 (S)

Pichia delftensis 1569 12 24 (R)

Rhodosporium toruloides 1645 13 72 (R)
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Candida sorbophila 1833 85 >96 (R)
Saccharomyces bayanus 1930 68 80 (R)
Saccharomyces daivensis 1937 19 >90 (R)
Khyveromyces marxianus 1515 9 90 (R)

Pichia amethionina 1579 27 72 (R)

Stahl et al. (1999) avaliaram o processo de dirredu¢do da 1,2-indanediona aos
correspondentes dialcoois cis-(1S, 2R) indanediol e trans-(1S, 2S) indanediol (Esq. 14). O
objetivo dos autores era a obtencdo de cis-(1S, 2R) indanediol, um precursor em potencial do
Crixivan® (indinavir), um potente agente anti-HIV.

Esquema 14
H

(@)
”Iuo

microorganismo

>

||||||OH + OH

g’””o
am

Foram testados 32 microorganismos, onde somente 17 catalisaram a dirreducdo de 1,2-
indanediona aos didlcoois. Na Tabela 6 encontram-se os resultados dos 7 microorganismos que

produziram os dialcoois com os melhores excessos enantioméricos.

Tabela 6: Excessos enantioméricos dos produtos da biorredu¢do de 1,2-indanediona com

microorganismos
Microorganismo MY Produto ee (%)
Arxiozyma telluris 1927 cis 89
Hansenula polymorpha 1422 cis 88
Trichosporon cutaneum 1506 cis 88
Candida kefyr 1717 cis 93
Debaryomyces vanryi 1908 cis 61
Candida magnoliae 1785 trans >99

Sporidiobolus johnsonsonli 1673 trans >99
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Baseados nesses excessos enantioméricos, as cepas MY 1927, 1422, 1506 e 1717 foram
reavaliadas em escala preparativa, sendo MY 1506 (Trichosporon cutaneum) aquela que

apresentou melhor resultado (rendimento de 99,1% com ee >99%).

Quirds et al. (1999) utilizaram cepas de fungos (Mortierella isabellina NRRL 1757 e
Beauveria bassiana ATCC 7159) na biorreducdo enantiosseletiva de derivados da 2-
oxociclopentanocarboxamidas (Esq. 15). Excelentes rendimentos de conversdo (85-100%) e
excessos enantioméricos (98-99%) (Tab. 7) foram conseguidos. Além do microorganismo, os
autores variaram também o substituinte do nitrogénio amidico e o tempo de reagdo, sendo os

resultados mais satisfatorios obtidos com o fungo M. isabellina.

Esquema 15
O o OH o OH o
NHR _Microorganismo _ NHR + Q k NHR
R=H, alil, Br trans-R=H, alil, Br cis-R=H, alil, Br

Tabela 7 : Resultados da biorreducao de derivados da 2-oxociclopentanocarboxamidas com

fungos
Substrato Razdo ee (%)
R Microorganismo t (h) Conv. (%) ans/eis — -
H M. isabellina 120 85 70:30 >99 47
H M. isabellina 96 92 72:28 >99 49
H B. bassiana 120 97 2:98 - 51
alil M. isabellina 96 95 14:86 98 >98
Br M. isabellina 24 100 4:96 >99 >99

Chartrain et al. (2000) testaram 310 cepas microbianas na biorreducdo de uma diaril
cetona ao seu correspondente diaril dlcool (Esq. 16, p. 36), importante intermedidrio quiral na

sintese de uma droga muito utilizada no tratamento da asma.
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Esquema 16
o D o )
0) 0)
O O microorganismo O O
OCHj

OCHj,

Foram selecionadas oito cepas, considerando rendimentos e excessos enantioméricos
(Tab. 8). O microorganismo Rhodotorula pilimanae ATCC 32762 (rendimento 10% e ee 96%)
foi aquele que apresentou melhores resultandos, sendo escolhido para producao do diaril dlcool
em escala preparativa. Provavelmente, os autores estavam interessados no isdmero S de mais

elevado excesso enantiomérico.

Tabela 8 : Biorreducdo assimétrica da diaril cetona utilizando microorganismos

microorganismo Conv. (%) ee (%)
Aspergillus nidulans MF 121 8 96 (S)
Aspergillus nidulans MF 145 30 86 ()
Bullera tsugae MY 1669 11 93 (§)
Hansenula holstii MY 1538 3 100 (R)
Mucor sulfa MF37 4 95 (S)
Rhodotorula pilimanae ATCC 32762 10 96 (S)
Saccharomyces cerevisiae MY 1690 3 13 (R)
Fungos nao identificados HB 920750 4 54 (S)

Dehli e Gotor (2000) estudaram a biorreducdo de B-ceto-nitrilas pelo fungo Curvularia
lunata, sendo os produtos desta reacdo importantes blocos em sintese assimétrica e quimica
medicinal. Inicialmente, os autores testaram a 3-oxo-3-fenilpropanonitrila, em solucdo etandlica,
na biorreducio com o referido fungo, obtendo (S)-3-hidroxi-3-fenilpropanonitrila com ee 88% e

um produto indesejado (2R, 1’R)-2-(1-hidroxi-1-fenilmetil)-butanonitrila (Esq. 17, p. 37).
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Esquema 17

H

IIIIIIO

CN C. lunata CN

_ CN
tampao fosfato, pH 6 +
EtOH

Tentando eliminar o produto etilado, os autores substituiram o etanol pela N,N-

dimetilformamida (DMF) como solvente, uma vez que pensavam que o grupo etila era oriundo
do etanol. Mesmo assim, (2R, 1’R)-2-(1-hidroxi-1-fenilmetil)-butanonitrila (~20%) continuou a
ser formado sugerindo que a introdu¢do do grupo etila ndo se deve apenas ao etanol utilizado
como co-solvente, mas também por aquele produzido pelo préprio fungo. Surpreendentemente,
quando metanol foi testado (2R, 1’R)-2-(1-hidroxi-1-fenilmetil)-butanonitrila ndo foi formado e,
(8)-3-hidroxi-3-fenilpropanonitrila obtido com 55% de conversao e 96% de ee.

Encorajados por esses resultados, os autores testaram outros derivados de f-ceto-nitrilas

(Esq. 18), com os resultados exibidos na Tabela 9.

Esquema 18
O OH

C. lunata J\/CN +
R)K/CN > R R

tampao fosfato, pH 6
MeOH

IIIIIIO

[
@
Z

R= fenil, 2-furil, t-butil, ciclohexil, metil

Tabela 9 : Produtos obtidos da biorreducao de B-ceto-nitrilas por Curvularia lunata

R Rend. (%) ee (%)
fenil 55 96 (S)
2-furil 55 92 (S)
t-butil 71 83 ()
ciclohexil 77 88 (S)

metil 65 40 (S)
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Considerando que os melhores resultados estereoquimicos (Tab. 10) foram obtidos com a
B-ceto-nitrila aromadtica (3-oxo-3-fenilpropanonitrila), os autores testaram outros derivados

arométicos com diferentes padrdes de substituicdo (Esq. 19).

Esquema 19
Ry 0] R;  OH
R, CN R; CN
C. lunata
tampdo fosfato, pH6 R;
83 MeOH
Rlz H, Cl

R,= H, Cl, CH;, CF3
Rs= H, Cl, CH;, OCH;

Tabela 10: Produtos obtidos da biorreducao de -ceto-nitrilas arométicas com Curvularia lunata

R, R, R3 Conv. (%) ee (%)
Cl H H 42 98 (9)
H Cl H 57 97 (S)
H H Cl 47 50 (S)
H Cl Cl 43 92 (S)
H CH; H 59 94 (S)
H H CH; 54 82 (S)
H CF; H 41 98 (S)
H H OCHj3; 42 83 (S)

Kreutz et al. (2000) utilizaram fermento de pao (Saccharomyces cerevisiae) na
biorredugdo enantiosseletiva da carbonila cetonica do fenilglioxal e de alguns de seus derivados
alquilados (Esq. 20, p. 39), importantes intermedidrios na sintese de andlogos da norefedrina
(droga que age no sistema nervoso central). A reacdo de reducdo enantiosseletiva da carbonila

cetOnica representa a etapa chave na sintese desta droga.
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Esquema 20

R R
S. cerevisiae

N
N ~
OMe h OMe

R=H, metil, etil, n-propil, n-butil

Tabela 11: Biorreducdo do fenilglioxal e de alguns de seus derivados alquilados por

Saccharomyces cerevisiae

R t(h) Rend. (%) ee (%)

H 6 14 65 (R)
metil 24 75 88-97 (R)

etil 48 73 92 (R)

n-propil 72 52 98 (R)
n-butil 72 48 >99 (R)

Mancilha et al. (2001) promoveram a biorreducdo quimio e enantiosseletiva de a-
metilenocetonas (Esq. 21) utilizando diferentes microorganismos [(Rhizopus arrizus,

Pseudomonas fluorescens e Saccharomyces cerevisiae imobilizado (IMBY)] (Tab. 12, p. 40).

Esquema 21

Ry

microorganismo

L

R R
R=H, OCH;
R,= CH;, CH,CH;, CH,CO,CH3, CH;CO,H
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Tabela 12: Reduc¢do de a-metilenocetonas com microorgasnimos

R R, Microorganismo t (h) Rend. (%) ee (%)
IMBY 12 76 -
H CH; R. arrizus 24 65 -
P. fluorescens 24 90 -
IMBY 12 67 93
H CH,CH; R. arrizus 24 76 43
P. fluorescens 24 79 99
IMBY 12 59 12
H CH,CO,CHj; R. arrizus 24 69 25
P. fluorescens 24 73 99
H CH,COH IMBY 17 - -
IMBY 17 65 85
OCH; CH,CO,CH; R. arrizus 24 56 35
P. fluorescens 24 69 99

O microorgansimo que apresentou os melhores resultados (rendimentos 69-90% e ee

99%) foi Pseudomonas fluorescens.

Barbieri et al. (2001) utilizaram 22 microorganismos (células inteiras) na biorredugdo
enantiosseletiva de acetofenonas (Esq. 22). Estas cetonas foram reduzidas aos seus respectivos
alcoois cloro-benzila, em ambas as configuracdes (Tab. 13, p. 41). Os alcoois 2-cloro-1(5)-(3,4-
dicloro-fenil)-etanol e 2-cloro-1(R)-(4-nitro-fenil)-etanol sdo importantes intermedidrios na
sintese das drogas sertralina e nefenalol.

Esquema 22

Cl Cl
microorganismo

>

R; R,
R, R,=H, Cl, NO, R,
Ry=H, Cl

Em paralelo, os autores também testaram o potencial redutor dos mesmos
microorganismos frente uma cetona bifenilica (Esq. 23, p. 41), que pode ser obtida a partir de 2-

cloro-1(5)-(3,4-dicloro-fenil)-etanol.
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Esquema 23
0] OH
‘ ‘ Microorganismo ‘ ‘
Cr Cl
Cl Cl

Tabela 13: Biorreducdo de acetofenonas cloradas e de uma bifenila por microorganismos com

concentracdo inicial de 1g/L

Substratos
Microorganismo R,=R,=H R,=R,=Cl R,=NO,; R,=H bifenila
®» G Gy @O G Gy G G @) @O G (3G
P. menbranaef. CBS107 0 - - 0 - nd - - 0 - -
D. hansenii. CBS116 0 - - 11 nd nd - - 0 - -
Z. rouxii ATCC2623 0 - - 0 - - - - 0 - -
B. bassiana ATCC7159 58 82 S 41 87 S 70 92 S 0 - -
M. subtilissimus 99 96 78 82 R 99 91 R 0 - -
P. chrysosporium 41 nd nd 0 - - 0 - - 0 - -
A. niger IPV283 90 78 S 50 89 S 29 nd nd 0 - -
C. lunata CBS215.54 25 nd nd 0 - - 0 - - 0 - -
G. candidum CBS233.76 99 85 S 95 93 S 99 97 S 0 - -
S. cerevisiae (ndo identif.) 95 41 99 41 R 12 nd nd 0 - -
R. glutinis CBS20 15 nd nd 11 nd nd 13 nd nd 0 - -
Y. lipolytica CBS6317 87 71 S 8 92 S 99 95 S 3 nd nd
R. mucillagin. CBS2378 60 98 88 99 R 49 92 28 53 nd
P. subpellicul. CBS5767 32 nd nd 26 nd nd 6 nd nd 0 - -
F. caucasic. CBS580.78 70 53 S 61 nd nod 99 97 S 0 - -
A. niveus CBS114.33 40 nd nd 66 nd nd 47 nd nd 1 nd nd
C. lypolytica CBS2074 24 nd nd 13 nd =nd 12 nd nd 0 - -
P. ohmeri CBS5367 19 nd nd 14 nd nd nd nd 0 - -
K. saturnus CBS5761 - - - - - - 0 - -
H. anomala CBS110 0 - - 0 - - - - 0 - -
P. stipitis CBS5773 15 nd nd - - - 14 nd nd 0 - -
P. pastoris CBS704 31 nd nd 10 nd nd 17 nd nd 0 - -

(i) conversio; (ii) excesso enantiomérico; (iii) configuracio absoluta; (nd) ndo determinado
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Todos os microorganismos, exceto R. mucillaginosa (168 horas de reacdo), foram

submetidos a um tempo de reacao de 48 horas e temperatura de 28°C.

Filho, Rodrigues € Moran (2001) analisaram o potencial biorredutor de Saccharomyces
cerevisiae frente a 2-cloro-1-fenil-2-propen-1-ona (Esq. 24), objetivando a obtencdo de
halohidrinas quirais. Estas udltimas podem ser facilmente convertidas a epdxidos quirais,

importantes blocos na sintese de moléculas biologicamente ativas.

Esquema 24
O O 0)
ph)k( S. cerevisiae Ph/lk( + Ph)k:/
? H
Cl 2 horas Cl &

S.cerevisiae S.cerevisiae

>100 horas >100 horas

OH OH OH OH

¥ é /'\/ + :
c Cl Cl Cl

1R,2R 1S,2R 1R,2S 1S,2S

Viérios parametros foram testados, tais como quantidade do microorganismo e do

substrato, meio de cultura e adi¢cao de édlcool alilico como aditivo (Tab. 14).

Tabela 14: Rendimentos de conversdao na reducdo da 2-cloro-1-fenil-2-propen-1-ona com S.

cerevisiae e composicao dos estereisdmeros obtidos

S. cerevisiae  Substrato  Sacarose Alcool 1R,2R 1S5,2R 1R,2S 15,28  Conv.

seca (g)* (mmoL) (€9) alilico (mL) (%) (%) (%) (%) (%)
100 4,62 50 - 44 13 38 5 51
100 4,62 - - 41 16 40 3 78
100 6,00 50 1,00 50 12 35 3 56
100 6,00 - 1,00 53 8 36 3 34
40 1,80 - 0,40 - - - - -
20° 1,20 20 - 29 25 44 2 60

250 mL de dgua; ° S. Cerevisiae pré-tratada por 30 min a 50 °C,  tampo citrato pH 4,0
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Gotor, Rebolledo e Liz (2001) utilizaram o fungo Curcularia lunata CECT 2130 na
biorreducdo enantiosseletiva de B-ceto sulfonas (Esq. 25). Elevados rendimentos e excessos
enantioméricos foram obtidos (Tab. 15).

Esquema 25
O H

R)K/ SOPh oy o SOPh

IIIIIIO

R=2-furil, fenil, n-CsHy;

Tabela 15: Redugdo enantiosseletiva de B-ceto sulfonas

R t(h) Rend. (%) ee (%)
2-furil 7 91 97 (S)
fenil 10 90 87 (S)
n-CsHy, 7 92 92 (S)
2-furil® 8 91 97 (S)
2-furil 24 89 97 (S)

* células recicladas de uma reagio
Yadav et al. (2002) realizaram um extenso estudo sobre a biorreducdo de uma série de
cetonas (acetofenonas, a-azido-aril-cetonas, B-ceto ésteres, cetonas ciclicas e cetonas de cadeia
aberta) utilizando a espécie vegetal Daucus carota (cenoura) como biocatalisador (Esq. 26-29).
Foram obtidos altos rendimentos de conversido e excelentes excessos enantioméricos (Tab. 16-

19, p. 44-45) sendo alguns desses resultados relacionados abaixo.

Esquema 26

D. carota

R=H, Cl, Br, F, NO,, CH3, OCH3, OH
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Tabela 16: Reduc¢do de acetofenonas com D. carota

R t(h) Rend. (%) ee (%)
H 40 73 92 (S)
Cl 42 76 95 (S)
Br 48 61 95 (S)
F 41 80 90 (S)
NO, 40 82 96 (S)
CH; 50 75 92 (S)
OCH; 45 72 94 (S)
OH 47 73 91 (8)
Esquema 27
O O OH
RMO/\ D. carota R

R=H, Cl, Br, N3, PhSO,

Tabela 17: Reducao de B-ceto ésteres com D. carota

R t(h) Rend. (%) ee (%)
H 58 58 95 (S)
Cl 60 50 90 (S)
Br 62 53 95 (S)
N; 65 68 90 (R)
PhSO, 66 70 98 (R)

o7~
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Esquema 28

D. carota
R R
R=H, Cl, CH3, OCHj3, F, Br

Tabela 18: Reducgdo de a-azido-aril-cetonas com D. carota

R t(h) Rend. (%) ee (%)

H 42 70 100 (R)

Cl 40 72 98 (R)
CH; 58 71 98 (R)
OCH; 78 58 99 (R)

F 60 65 95 (R)

Br 66 77 97 (R)

Esquema 29
i D. carota (E)H
o =
n=1,2,3

Tabela 19: Reducdo de cetonas de cadeia aberta com D. carota

n t(h) Rend. (%) ee (%)

1 80 58 87 (S)
2 88 49 82 (S)
3 85 50 90 ($)

Os autores também realizaram reduc¢des em escala preparativa (1g de substrato), onde

obtiveram excelentes resultados (Tab. 20, p. 46) demonstrando o elevado potencial redutor deste

vegetal.
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Tabela 20: Reduc¢do de cetonas com D. carota em escala preparativa

Rendimento Substrato/D. carota

Produto ee (%)
1solado (%) (m/m)

acetofenona 75 1/100 90 (S)

acetoacetato de etila 65 1/100 92 (S)

2-azido-1-feniletanona 40 1/100 94 (R)

2-hexanona 25 1/100 90 (R)

Dehli e Gotor (2002a e 2002b) publicaram dois trabalhos sobre a biorredu¢do de 1-metil-
2-oxocicloalcanocarbonitrilas e 2-oxocicloalcanocarbonitrilas visando a obten¢do de y-amino
alcoois oticamente ativos (Esq. 30, p. 47). No primeiro (2002a), em escala preparativa, os autores
utilizaram o fungo Mortierella isabellina NRRL 1757 na reducdo das misturas racémicas de 1-
metil-2-oxociclopentanocarbonitrila e 1-metil-2-oxociclohexantanocarbonitrila, obtendo os
diastereoisomeros (1R,2R)-2-hidroxi-1-metil-2-oxociclopentanocarbonitrila, (1R,2S5)-2-hidroxi-1-
metil-2-oxociclopentanocarbonitrila e (1R,2R)-2-hidroxi-1-metil-2-oxociclohexanocarbonitrila,
(1R,25)-2-hidroxi-1-metil-2-oxociclohexanocarbonitrila, respectivamente, em rendimentos
moderados (34-58%) e excessos enantioméricos de moderados a elevados (61-99%), em ambos
os casos (Tab. 21, p. 47). No mesmo trabalho, os autores estudaram ainda a biorreducdo das
cetonas enantiomericamente puras (R)-1-metil-2-oxociclohexantanocarbonitrila e (§)-1-metil-2-
oxociclohexantanocarbonitrila  catalisada pelo mesmo fungo. Para (R)-1-metil-2-
oxociclohexantanocarbonitrila foram obtidas a mistura de (1R,25)-2-hidroxi-1-metil-2-
oxociclohexanocarbonitrila com (1R,2S5)-2-hidroxi-1-metil-2-oxociclohexanocarbonitrila (Esq.
30, p. 47) numa propor¢ao 85/15 e, para (S)-1-metil-2-oxociclohexantanocarbonitrila uma total
diastereosseletividade foi observada, com formacdo apenas de (1S,25)-2-hidroxi-1-metil-2-

oxociclohexanocarbonitrila .
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0
| o~

M. isabellina $
R —————>
dn In

Tabela 21: Redugdo de

oxociclohexantanocarbonitrila (n=2) por M. isabellina em escala preparativa (1g de substrato)

Esquema 30

H

“““O

CN

R=CHj3, H
n=1,2

H

||||||o

CN

R + @/ R +
on

OH
CN

gum R

on

() I-metil-2-oxociclopentanocarbonitrila (n=1) e (z)1-metil-2-

R n Rend. (%) ee (%) Conf. absoluta
CHs 1 58 61 1i, 28
CH; 1 34 >99 1S,2R
CH; 2 54 73 15,28
CH; 2 38 >99 1S,2R

No segundo trabalho (2002b), Dehli e Gotor promoveram a biorreducdo, em escala

analitica, de 2-oxociclopentanocarbonitrila e 2-oxociclohexantanocarbonitrila (compostos que

apresentam um hidrogénio a-carbonilico bastante 4cido, levando a uma racemizagdo natural)

(Esq. 30) por uma série de microorganismos (Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces

montanus NRRL 6772, Curlvularia lunata CECT 2130, Mortierella isabellina NRRL 1757 e

Beauveria bassiana ATCC 7159), obtendo os produtos enantidbmeros em suas formas puras

(18,25)-2-hidroxi-ciclopentanocarbonitrila, (1R,25)-2-hidroxi-ciclopentanocarbonitrila, (1S,25)-

2-hidroxi-ciclohexanocarbonitrila e (1R,2S5)-2-hidroxi-ciclohexanocarbonitrila (Tab. 22, p. 48).
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Tabela 22: Biorreducdo de  (f)2-oxociclopentanocarbonitrila  (n=1) e ()2-

oxociclohexantanocarbonitrila (n=2) por microorganismos em escala analitica

R n Microorganismo Razdo a/b ee (%) Conf. absoluta
S. cerevisiae 95/5 90 15,28
S. montanus NRRL 6772 96/4 93 15,28
H 1 C. lunata CECT 2130 53/47 41 1R,2R
M. isabellina NRRL 1757 65/35 48 18,28
B. bassiana ATCC 7159 50/50 21 15,28
S. cerevisiae 87/13 65 15,28
S. montanus NRRL 6772 95/5 87 18,28
H 2 C. lunata CECT 2130 70/30 17 15,28
M. isabellina NRRL 1757 71/29 71 15,28
B. bassiana ATCC 7159 30/70 72 18,28

* excesso enantiomérico do (18,25)-2-hidroxi-ciclopentanocarbonitrila  ou (1S,2S)-2-hidroxi-

ciclohexanocarbonitrila.

Em 2003, Chang e Yang utilizaram fermento de pao (Saccharomyces cerevisiae) na
biorredugdo regio- e enantiosseletiva do grupo carbonila C-2 de ésteres do acido 4-(2-nitrofenil)-
2,4-dioxobutirico (Esq. 31), na presenca do aditivo cloreto de fenacila. Os produtos obtidos
(Tab. 23, p. 49) sdo importantes intermedidrios na sintese de um potente hipertensivo

(Benazepril-HCI).

Esquema 31

CO,R S. cerevisiae _ CO,R

N02 NOZ

R= C2H5, CH3, H—C4H9
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Tabela 23: Biorredugao de ésteres a,y-dioxo-esteres por S. cerevisiae

R Tempo de pré- Cloreto de fenacila  Conv. (%) Rend. (%) ee (%)
incubacio (h) (mmoL)

C,Hs - 6.4 95 75 72 (R)
C,H;s 2 6.4 100 85 80 (R)
C,Hs 4 6,4 100 82 78 (R)
C,Hs 6 6,4 93 74 74 (R)
C,Hs 2 32 95 80 73 (R)
C,Hs 2 1,6 91 77 71 (R)
C,H; 2 - 70 57 70 (R)
CH;, 2 6.4 100 75 53 (R)
n- C4Hy 2 6,4 70 48 70 (R)

Fardelone, Rodrigues e Moran (2003) utilizaram os microorganismos Rhodotorula

glutinis CCT 2182 e Geotrichum candidum CCT 1205 na biorredu¢do de a-haloacetofenonas

(Esq. 32) para geracdo das correspondentes halohidrina (halo=Cl, Br e I) oticamente ativas, em

elevados rendimentos quimicos (89-99%) e excessos enantioméricos (92-99%) (Tab. 24, p. 50).

Essas halohidrinas sdo potenciais blocos quirais na sintese estereosseletiva de importantes

compostos. As biorredu¢des mediadas por R. glutinis e G. candidum forneceram as halohidrinas

com configuracdo R e S, respectivamente.

Esquema 32
OH
Hal
(R)
O G. candidum
Hal
R. glutinis ?H
A Hal
()

R=Cl Br, I
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Tabela 24: Biorreducao de a-haloacetofenonas por R. glutinis CCT 2182 e G. candidum CCT
1205

Microorganismo Hal T (°C) t(h) Rend. (%) ee (%)

R. glutinis Cl 30 98 18 92 (R)
G. candidum Cl 28 89 18 >99 (S)

R. glutinis Br 30 97 18 >99 (R)
G. candidum Br 28 99 18 90(S)

R. glutinis I 30 98 18 94 (R)
G. candidum I 28 96 18 >99 ()

Comasseto et al. (2003) promoveram a reducdo enantiosseletiva de fluoracetofenonas
(Esq. 33) com os fungos Aspergilus terreus (CCT 3320 e CCT 4083) e Rhizopus oryza CCT
4964. Os autores acompanharam os rendimentos € 0s excessos enantioméricos por vdrios dias,

observando variagdes interessantes, conforme resultados da Tabela 25.

Esquema 33

microorganismo

>

orto, meta, para

Tabela 25: Redu¢do microbiana de orto, meta e para fluoracetofenonas com células inteiras de

fungos
A. terreus CCT 3320 A. terreus CCT 4083 R. oryza CCT 4964
Produto Rend. Rend. Rend.
t (dias) ee (%) t (dias) ee (%) t (dias) ee (%)
(%) (%) (%)
orto 17 98 72 (R) 17 94 66 (R) 2 >98 99 (S)
meta 6 91 >99 (R) 8 75 83 (S) 3 92 62 (S)

para 2 42 95 (S) 2 58 78 (S) 8 84 69 (R)
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Os autores testaram, ainda, o poder de desracemizacdo de Aspergilus terreus CCT 3320 e
CCT 4083 frente a mistura racémica (x) meta-fluoracetofenona, sendo obtidos excelentes

resultados (>99% (R) e 97% (S) de ee).

Baskar et al. (2004) utilizaram a espécie vegetal Daucus carota na biorreducdo de f-
cetoesteres aromadticos (Esq. 34), obtendo excelentes rendimentos (100%) e excessos
enantioméricos (92-99%) (Tab. 26). A metade dos produtos quirais apresentaram configuracdes

anti-prelog (R) e o restante ndo tiveram suas configuracdes determinadas.

Esquema 34
O OH
N OR, X OR;

D. carota

—_—

O O
R R
R=H, CI, CH;

R,= CH;, CH,CH;

Tabela 26: Reduc¢ao de B-cetoesteres aromaticos por D. carota

R R, t (dias) Conv. (%) Rend. (%) ee (%)
H CH; 10 100 62 98 (R)

H CH,CHj3 10 100 73 98 (R)
p-Cl CH; 10 100 63 >99 (R)
p-Cl CH,CH; 10 100 67 97 (R)
0-Cl CH; 10 100 52 96 (nd)
o-Cl CH,CHj3 10 100 55 98 (nd)
p-CH;3 CH; 10 100 62 93 (nd)
p-CHs CH,CH; 10 100 68 92 (nd)

Mandal et al. (2004) utilizaram células inteiras de fungo Trichothecium sp como

biocatalisador na reducao enantiosseletiva de acetofenona e alguns compostos andlogos, aos seus
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correspondentes dlcoois (Esq. 35). Os dlcoois obtidos foram de configuracdo R, com excessos

enantioméricos entre 90 e 98% (Tab. 27).

Trichothecium sp

Esquema 35

Ry R,

Ry

>IIIIIIO
s
R

R = Ph, ciclohexil, MeCgHy4, CIC¢H4, HOCcHy4, MeOCgHy

R,= CH3, CF;3, ciclohexil

Tabela 27: Biorreducao de cetonas por Trichothecium sp

R, R, t (h) Rend. (%) ee (%)
Ph CH; 72 85 93 (R)
Ph CF; - ndo reagiu -
Ph ciclohexil - nao reagiu -
ciclohexil CH3; 96 85 97 (R)
p-MeCgsHy CH; 24 45 90 (R)
p-CIC¢Hy CH; 24 72 98 (R)
p-HOCsHy CH; - nao reagiu -
p-MeOCg¢Hy4 CH; - ndo reagiu -

Yang et al. (2005) testaram vérias cepas de Saccharomyces cerevisiae [InvScl, 15C,
26403 (FAS), 2B (AFAS), InvScl (Yprlp), 15C (Yprlp) e 2B (Gre2p)] e Escherichia coli [BL21
(DE3)(Yprlp), BL21 (DE3)(Aralp), IM105 (Gre3p) e IM105 (Geylp)] na biorreducido quimio- e

estereosseletiva de a-ceto-B-lactamas (Esq. 36, p. 53). Nenhum dos microorganismos

demonstrou diastereo e enantiosseletividade, porém, sdo reconhecidamente muito uteis em

redugdes deste tipo de composto. Os dados de estereosseletividade (ee%) foram mostrados pelos

autores na forma de graficos, impossibilitando expressa-los na Tabela 28 (p. 53).
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Esquema 36

biocatalisador

\

AN

.
0 " PMP 07 " PMP

R=Ph, t-Bu, C(CH;),CO,Et, 2-Tienil, 2-Furil

PMP= p-metoxifenil

Tabela 28: Resultados da redugdo de a-ceto-B-lactamas com microorganismos

Rendimentos (%)/tempo (h)

Microorganismo R
Ph By OO enil 2-furi
Et
Fermento de pao comercial >98/72 >98/32 >98/24 >98/24  >98/24
Saccharomyces cerevisiae InvScl >98/72 >98/72 >98/24 >99/48  >99/24
Saccharomyces cerevisiae 15C 72/72 >99/96 73/24 99/72 99/48
Saccharomyces cerevisiae 26403 (FAS) >98/52 96/96 >98/24 >99/48  >99/48
Saccharomyces cerevisiae 2B (AFAS) 98/72 99/72 98/72 98/72 98/72
Saccharomyces cerevisiae InvScl (Yprlp) 72172 97/96 100/72 99/72 >99/48
Saccharomyces cerevisiae 15C (Yprlp) 88/48 96/72 98/39 98/48 >99/48
Saccharomyces cerevisiae 2B (Gre2p) 93/96 >99/96 97/24 90/96 >99/48
Escherichia coli BL21 (DE3)(Yprlp) 55172 0/72 9/72 94/72 90/72
Escherichia coli BL21 (DE3)(Aralp) 81/72 20/48 12/48 93/72 98/72
Escherichia coli IM105 (Gre3p) 0/72 0/72 0/72 92/72 44/96
Escherichia coli IM105 (Geylp) 0/72 0/72 0/72 20/72 57172

Ainda em 2005, os pesquisadores Mihovilovic, Spina e Stanetty estudaram também a
biorredugdo de a-ceto-B-lactamas por fermento de pao (Saccharomyces cerevisiae) (Esq. 37, p.
54). Os autores utilizaram compostos andlogos aos estudados por Yang e colaboradores (2005),

com rendimentos inferiores, porém, com excessos enantioméricos bem determinados (Tab. 29, p.

54).
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Esquema 37
0 R HO R HO, R
\ ’/,/,/‘ S\‘ '/,//
S. cerevisiae
—_— +
o) T N\ N\ O N\
PMP 07 s PMP 07 uns PMP

R= 1-metoxi-1-ciclohexil, 1-metoxi-1-ciclohepil,
4-metoxi-tetrahidropiran-4-il, fenil, t-butil

PMP= p-metoxifenil

Tabela 29: Reduc¢des de a-ceto-B-lactamas por Saccharomyces cerevisiae

cis trans
R Rend. (%) ee (%) Rend. (%) ee (%)
I-metoxi-1-ciclohexil 62 ~5 0 -
1-metoxi-1-ciclohepil 62 8 0 -
4-metoxi-tetrahidropiran-4-il 74 ~5 0 -
fenil 62 55 38 >97
t-butil 48 >95 44 >98

Inoue, Makino e Itoh (2005) utilizaram a enzima alcool desidrogenase (LSADH) isolada
de Leifsonia sp S749 na biorredu¢do quimio e enantiosseletiva de 27 cetonas pré-quirais (Esq.
38-43, p. 54-57). Elevados rendimentos e excessos enantioméricos foram obtidos (Tab. 30-34, p.
54-56). Além disso, a funcao de NADH foi bem reproduzida no sistema reacional de LSADH

quando 2-propanol agiu como doador de hidrogénio.

Esquema 38
O OH
\6%& LSADH
a :
n oA
n=2, 3,4
Tabela 30: Resultados da reducdo enantiosseletiva de cetonas aliciclicas por LSADH
n Conv. (%) Rend. (%) ee (%)
2 79 17 >99 (R)
3 83 31 >99 (R)
4 87 38 >99 (R)
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Esquema 39

LSADH 0)
Rl/o Rz e Rl/ R2
0 0
R1= CH3, CHQCH3
R,=CH3, CH(CH3),, Ph, CH,CH,Ph

Tabela 31: Resultados da redugdo enantiosseletiva de a-cetoesteres por LSADH

R, R, Conv. (%) Rend. (%) ee (%)
CH,CH; CH; 100 19 >99 (R)
CH,CH; CH(CH3), 100 40 >99 (R)

CH; Ph 71 31 47 (R)
CH,CH; Ph 29 20 23 (R)
CH,CH; CH,CH,Ph 95 58 85 (S)

Esquema 40

o

o
o
|||||O
an)

:

R,

LSADH R

R,= CH;, CH,CH;

R,=H, Br, Cl
Tabela 32: Resultados da redugdo enantiosseletiva de B-cetoesteres por LSADH
R, R, Conv. (%) Rend. (%) ee (%)
CH,CH; H 100 47 >99 (R)
CH3; Br 100 35 >99 (S)
CH,CHj3 Cl 100 54 >99 (S)
Esquema 41

R2 R2
R ; LSADH R 14@/\

R,= H, Cl, Br, OCH;
R,= CH3, CF3, CH,Cl, CH,CHj;
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Tabela 33: Resultados da reducdo enantiosseletiva de acetofenonas por LSADH

R, R, Conv. (%) Rend. (%) ee (%)
H CH; 82 40 99 (R)
H CF; 100 81 >99 ()
m-Cl CH3 90 61 >99 (R)
p-Cl CH; 81 58 >99 (R)
m-Br CH; 95 60 >99 (R)
p-Br CH; 82 62 >99 (R)
H CH,C1 100 79 >99 ()
m-Cl CH,)Cl 100 91 >99 (S)
0-Cl e p-Cl CH; 12 8 79 (R)
m-OCH3 CH; 72 64 99 (R)
H CH,CH; 8 6 99 (R)
Esquema 42
_LSADH
n— 0,1,2

= OCH3, H, OCH,0

Rz_ OCH;, H, OCH,0
Rs=H, Cl

Tabela 34: Resultados da redugdo enantiosseletiva de fenil alcanonas por LSADH

n R, R, R3 Conv. (%) Rend. (%) ee (%)
1 OCH; OCH; H 88 48 >99 (R)
2 H H H 92 47 98 (R)
1 OCH,0O H 95 62 >99 (R)
0 OCH,0O Cl 40 29 >99 ()
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Esquema 43
Ik Ak
QN*O LSADH N7 o
—_—
o’ HO™

Conv. 35%; Rend.24%; ee >99% (R)

Brzezinska-Rodak et al. (2006) obtiveram os dlcoois de ambas as configuragcdes (R/S), em
elevada pureza enantiomérica (98%) e com satisfatério rendimento (40-80%) a partir da
biorredu¢do da acetofenona, na reacdo catalisada por células inteiras de fermento de pao
(Saccharomyces cerevisiae). Os autores variaram os tipos de aditivos visando maximizar os

resultados (Tab. 35).

Tabela 35: Biorreducao enantiosseletiva da acetofenona com S. cerevisiae

Aditivo Rend. (%) ee (%)
Brometo de alila 35 98 (R)
Alcool alilico 24 98 (R)
Alcool etilico 66 98 (R)
Alcool isopropilico 73 98 (R)
Metil vinil cetona 73 98 (R)
Cloroacetato de etila 76 98 (R)
Iso-propilmetil cetona 72 98 (R)
nenhum 83 98 (R)

Os melhores resultados foram obtidos quando a reacdo foi realizada em dgua (30 mL), 25
pL do substrato, 30 g de fermento de pao, 23°C de temperatura e tempo de 72 horas. Outros

protocolos foram testados, porém, com resultados inferiores.

Milagre et al. (2006) investigaram o potencial biorredutor de varios microorganismos,

especialmente Saccharomyces cerevisiae, frente a 3-bromo-2-oxo-4-fenilbutanoato de etila (Esq.
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44). Elevados rendimentos quimicos, diastereo e enantioméricos foram obtidos com o referido

microorganismo imobilizado em alginato de célcio (Tab. 36).

Esquema 44

COzEt  microorganismo COyEt

>

Br Br

Tabela 36: Reducdo da 3-bromo-2-oxo-4-fenilbutanoato de etila com microorganismos em

diferente pH
de (%) ee (%)

microorganismo pH Rend. (%)
sinlanti sin anti
Rhodotorula minuta 4,0 59 32/68 93 >99
Rhodotorula minuta 7,0 75 44/56 89 94
Rhodotorula glutinis 4,0 39 34/66 90 >99
Rhodotorula glutinis 7,0 50 45/55 96 >99
Candida utilis 4,0 65 64/36 85 89
Candida utilis 7,0 62 65/35 84 84
Pichia canadensis 4,0 48 75725 90 97
Pichia canadensis 7,0 65 65/35 90 74
L. mesenteroides 4,0 55 68/32 90 80
L. mesenteroides 7,0 48 66/34 91 74
Serratia rubidea 4,0 4 3/97 >99 99
Serratia rubidea 7,0 10 0/100 - 99
Serratia marcences 4,0 7 0/100 - >99
Serratia marcences 7,0 15 0/100 - 99
S. cerevisiae 4,0 87 69/31 83 95
S. cerevisiae 7,0 80 64/36 78 94

de: excesso diastereomérico
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Os melhores resultados foram obtidos com Saccharomyces cerevisiae, sendo as condi¢des
reacionais otimizadas através da variacdo do tamanho das particulas e da matriz de imobilizagcdo

do microorganismo selecionado (Saccharomyces cerevisiae) (Tab. 37 e 38).

Tabela 37: Influencia do tamanho das particulas na biorredu¢do da 3-bromo-2-oxo-4-

fenilbutanoato de etila usando S. cerevisiae imobilizada

ee (%)
Didmetro (mm) Rend. (%) sin/anti

sin anti

Células livres 87 69/31 83 95
1,1 83 67/33 85 95

2.1 85 73/27 92 >99

2.3 88 75725 92 >99

3,0 92 75/25 96 >99

Tabela 38: Biorreducdo da 3-bromo-2-oxo-4-fenilbutanoato de etila mediada por S. cerevisiae

imobilizada em diferentes matrizes porosas

ee (%)
Matriz Rend. (%) sin/anti
sin anti
Alginato-Ca 92 75125 96 >99
K-carrageenan 87 75125 90 >99
Lenticatos 79 75125 90 >99

Fardelone, Rodrigues e Moran (2006) avaliaram o potencial biorredutor de Geotrichum
candidum CCT 2182 e Rhodotorula glutinis CCT 1205 frente a vérios derivados da a-
azidoacetofenona (Esq. 45, p. 60). Os &lcoois obtidos, importantes materiais de partida na
preparagdo de compostos farmacéuticos, foram em elevados rendimentos (98-99%) e excessos

enantioméricos (40-99%) (Tab. 39, p. 60).
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Esquema 45

Nj N3
microorganismo

»
L

R R

R= H, Br, Cl, OCH@, CHg

Tabela 39: Biorredugao de a-azidoacetofenona mediada por Geotrichum candidum CCT 2182 e

Rhodotorula glutinis CCT 1205

R Microorganismo T (°C) Rend. (%) ee (%)
H G. candidum 28 93 40 (S)
Br G. candidum 28 95 >99 (S)
Cl G. candidum 28 99 >99 (S)
OCH; G. candidum 28 94 >99 (S)
CH; G. candidum 28 96 >99 (S)
H R. glutinis 30 88 >99 (R)
Br R. glutinis 30 97 >99 (R)
Cl R. glutinis 30 98 >99 (R)
OCH; R. glutinis 30 96 >99 (R)
CH;3 R. glutinis 30 98 >99 (R)

Andrade et al. (2006) utilizaram uma série de vegetais (Allium schoenoprasum, Arctium
lappa, Arracacia xanthorrhiza, Beta vulgaris, Brassica rapa, Colocasia esculenta, Coriandrum
sativum, Dioscorea alata, Manihot esculenta e Raphanus sativus) na redug¢do enantiosseletiva de
acetofenonas para-substituidas (Esq. 46, p. 61). Os resultados variaram significativamente de
vegetal para vegetal, onde rendimentos muito bons (>90%) e excelentes excessos enantioméricos

(>99%) foram observados para alguns desses vegetais (Tab. 40, p. 61).
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R= H, Br, CH3 NO, SeCH;

Esquema 46

vegetal
_—

R

OH

Tabela 40: Biorreducao de acetofenonas para-substituidas com vegetais
R
t
Biocatalisador (dis) Br CH; NO, SeCH;
ias
C (%) ee (%) C(%) ee (%) C (%) ee (%) C (%) ee (%) C (%) ee (%)
A. 3 5 >98 (S) 3 >98 (S) 1 >98 (S) 3 10 (R) 1 >98 (S)
schoenoprasum 6 5 >08 (S) 5 >08 (S) - - 21 (319 48 (S) 4 >08 (S)
3 8 8 (S) - 1 >98 (S) - -
A. lappa
6 21 58 () - 1 >98 (S) 9 25 4 44.(S)
3 44 91 (S) 14 >98 (S) 32 78 (R) 68 (6% 96 (S) 21 >98 (S)
A. xanthorrhiza
6 91 66 () 17 >98 (S) - - 79 (9% 95 (S) 10 >98 (S)
3 65 61 (R) 10 >99 (S) 22 86 (R) - -
B. vulgaris
6 83 87 (R) 12 >99¢) 27 87 (R) . 4 44 ()
3 4 99 () - 3 >98 (S) - -
B. rapa
6 10 99 () - 3 >98 (S) - -
3 24 50 (S) 6 >98 (S) 13 38 (S) 73 (24%) 18 71(S)
C. esculenta
6 27 6 (S) 11 >98 (S) 18 35(S) (100%) 19 71(S)
3 56 99 (S) - - - 16 >98 (S) 2 >98 (S)
C. sativum
6 - - 13 66 () - - 16 96 (S) -
Dl 3 30 94 (S) 3 >98 (S) 7 29 (S) 21 87 (S) 1 27 (R)
. 1
@ 6 47 94®) 3 985 11 25(5) 24 86(5) 3 10(5)
3 13 29 (R) 50 >90 (R) 2 >98 (S) 51 (199 91 (S) -
M. esculenta
6 14 31 (R) 55 80 (R) 3 >98 (S) 56 (20%) 91 (S) 9 >98 (S)
3 10 15 (S) 4 >98 (S) 1 >98 (S) 2 >98 (S) -
R. sativus
6 4 79 (R) 6 >98 (i) 1 >98 (S) 2 64 (S) 2 66 ()

C (%): conversdo; * p-nitroacetofenona foi também formada

Machado et al. (2006) realizaram a biorredu¢ao de uma série de compostos carbonilicos

(aldeidos e cetonas) (Esq. 37, p. 62) utilizando duas espécies vegetais (Manihot esculenta e

Manihot dulcis). Excelentes rendimentos e excessos enantioméricos foram obtidos para os

alcoois quirais (Tab. 41, p. 63).
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Esquema 47

(0]
R Manihot
- >
Ry
R,

1 R1=R2=H; R3=CH3

2 R1=H; R2=OCH3; R3=CH3
3R;=R,=R;=H

4 R1=OCH3; R2=R3=H

5 R1=H; R2=OCH3; R3=H

6 R1=R2=OCH3; R3=OH

O
N H
R

Manihot
- >
7 R=H
8 R=CH;
(0]
0 Manihot
H —»
\
9
O
Manihot
B
11
I
Q Manihot
—_—
In
12 n=1
13 n=2
Manihot
_—

E?O
14

(0]
R3
Ry
R,

la R1=R2=H; R3=CH3

2a R1=H; R2=OCH3; R3=CH3
3a R1=R2=R3=H

4a R1=OCH3; R,=R3=H

Sa R1=H; R2=OCH3; R3=H
6a R1=R2=OCH3; R3=OH

~N OH
R
143a R=H
144a R=CHj3;

WOH

9a

H

NN
11a

mnQ

OH

Q,

12a n=1
13a n=2

i "OH
14a
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O
Z OH
Manihot
—
15 15a

O O OH O
M Manthot M
O/\ O/\
16 16a

Tabela 41: Resultados da biorreducao de aldeidos e cetonas com Manihot esculenta e Manihot

dulcis
Produto Rend. (%) ee (%)
M. esculenta M. dulcis M. esculenta M. dulcis
la 80 83 >95 (S) >97 (S)
2a 85 87 >94 (S) >96 (S)
3a 91 83
4a 86 94
Sa 88 94
6a - - - -
7a 94 85
8a 80 90
9a 90 90
11a 97 97 >93 (S) >96 (S)
12a 92 93
13a 97 92
14a 11 12 >96 >97
15a 13 15 >96 >98

16a 79 95 >97 (S) >98 (S)
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Soni e Banerjee (2006) utilizaram uma nova cepa de Candida tropicallis (PBR-2 MTCC
5158) na biorreducdo enantiosseletiva da acetofenona e de alguns de seus andlogos.
Primeiramente, vérios parametros (tempo, temperatura, pH, e concentracdo do substrato) foram
testados visando a otimizacdo da reacdo, sempre utilizando acetofenona como substrato. Esses
estudos mostraram que o referido microorganismo € capaz de realizar a biorredu¢do em
intervalos de pH de 3-10 e temperatura de 25-40°C. A biorreducdo da acetofenona em escala
preparativa, utilizando células de Candida tropicallis, produziu o alcool S(-)-1-feniletanol com
45% de rendimento e excesso enantiomérico >99%. Finalmente, os autores testaram o potencial
redutor deste microorganismo frente a outros compostos andlogos a acetofenona, para verificagao

do efeito dos substituintes (Tab. 42).

Tabela 42: Efeito dos substituintes na biorreducao com C. tropicallis PBR-2 MTCC 5158

Substrato Conversao (%) ee (%)

acetofenona 73 >99
2-fluor- acetofenona 83 >97
3-fluor- acetofenona 89 >97
4-fluor- acetofenona 99 >99
4-cloro- acetofenona 72 >97
4-bromo- acetofenona 70 >98
4-iodo- acetofenona 67 >97
4-acetoxi- acetofenona 29 Nd
4-hidroxi- acetofenona 14 Nd
4-amino- acetofenona - Nd
Acetonaftona 49 >99
acetiltiofeno 9 Nd

Nd: nao determinado

Stuermer et al. (2007) utilizaram enoato redutases provenientes de diferentes
microorganismos na biorreducio assimétrica de duplas ligacdes. Vdarios endis foram testados,
inclusive, a ciclohexen-1-onas (Esq. 48, p. 65) usando Saccharomyces carisbergensis como fonte

de enoatos redutases (Tab. 43, p. 65).
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Esquema 48

S. carisbergensis

>

R R

R= metil, etil, n-propil, n-butil

Tabela 43: Biorredugdo assimétrica de ciclohexen-1-onas com S. carisbergensis como fonte de

enoatos redutases

R Conv. (%) ee (%)
Metil 100 94
Etil 76 94
n-propil 25 89
n-butil - -

Itoh et al. (2007) relizaram a biorredugdo enantiosseletiva de cetonas pro-quirais com
células inteiras de Escherichia coli (Sar268 ¢ LSADH), obtendo bons resultados (Tab. 44).

Quando a reacdo foi catalisada por Sar268, os dlcoois obtidos seguiram a regra de Prelog, ja com

LSADH os produtos foram anti-Prelog.

Tabela 44: Reducdo enantiosseletiva de cetonas por Escherichia coli Sar268 e LSADH

Sar268
Substrato Atividade relativa
Produto ee (%)
(%)
OH
Acetofenona 100 99 (S)
OH

Hidroxiacetona 143 H O\)\ 49 (S)
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OH
Cloroacetona 207 Cl\)\ 77 (R)
4-hidroxi-2- OH
80 PPN 87(S)
butanona HO
OH
Diacetil 247 \‘/'\ 56 (25,35)
OH
LSADH
OH
Tricloroacetofenona :
100 @Ac& >99 (S)
OH
Hidroxiacetona 13 HO z 83 (R)
\/\
OH
Cloroacetona 238 : 82 (S)
Cl\/\
4-hidroxi-2- OH
12 : 99 (R)
butanona HO™ >\
OH
Diacetil 110 SN 92 (2R,3R)
OH

Stueckler et al. (2007) estudaram a redug@o enantiosseletiva de 4cidos dicarboxilicos e

dimetil ésteres a,p-insaturados mediada por trés enoatos redutases identificados através das siglas

POR1, OPR3 e YqM (Esq. 49, p. 67). A maioria dos produtos apresentaram excessos

enantioméricos >99% e, em alguns casos, altos rendimentos (>99%) também foram obtidos.

Foram testados, para cada enoato redutase, diferentes cofatores, sendo utilizados na reciclagem
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dos mesmos 0s sistemas NADH/FDH/formato,

NADPH/G6PDH/glicose-6-fosfato (Tab. 45).

NADH/GDH/glicose

Esquema 49
CO,R CO,R CO,R x COR
CO,R RO,C CO-R COzR
31R=H 32 R=H 33R=H 31aR=H
34 R=CH; 35 R=CH;4 36 R=CH;4 34a R=CH;

Tabela 45: Biorredugao assimétrica de acidos dicarboxilicos (31-33) e dimetil ésteres (34-36)

com enoatos redutases OPR1, OPR3 e YqjM

ou

OPRI OPR3 YgM
Substrato  Produto Cofator

C(%) ee(%) C(%) ee(%) C(%) ee(%)
NADH >99  >99(R) NC - >99 599 (R)
NADPH >99  >99(R) NC - >99 599 (R)
31 31a NAD*-FDH-M* >99  >99(R) ND - >99 599 (R)
NAD*-GDH-M*? >99  »99(R) ND - >99 599 (R)
NADP*-G6PDH-M” .99 599 (g) ND - >99 599 (R)

32 31a NADH ou NADPH NC - NC - NC .

NADH NC - NC - NC .
33 31a NADPH NC - NC - 3 599 (R)
NADP*-G6PDH ND - ND - 14 599 (R)
NADH 59 S99®) 96 >99R) 8 99 (R
y “ NADPH 48 s99R) 87  >99(R) 88 S99 (R)

a

NAD'-FDH 91 S99@®) 99 >R 9B 99 (R)
NADP*-G6PDH 28 S99y TS5 >99®) T8 S99 (R)
NADH 28 599 (R) 3 >9R) 91 599 (R)
35 sia NADPH 29 599 NC - 7T 599 (R)
NAD*-FDH 66 >99 (R) ND - 88 >99 (R)
NADP*-G6PDH 14 >99 (R) ND - 64 >99 (R)
NADH 65 79 (R) NC - 57 >99 ()
3 34 NADPH 58 80 (R) NC - 70 >99 ()
NAD'-FDH 99 77(R) ND - 69 599 ()
NADP*-G6PDH 33 80(R) ND - 36 599 ()

2 2 2 2 ~ ~ B ~
M™: Ca™, Mg" ou Zn""; NC; nenhuma conversio; ND: nio determinado; C: conversio
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Salinas et al. (2007) realizaram a biorredu¢do enantiosseletiva de a-oxo-esteres (Esq. 50)
para obtencdo de o-hidroxi-esteres, utilizando células inteiras de Saccharomyces cerevisiae, na
auséncia de solvente. Foram obtidos elevados graus de conversao (93% para um dos substratos e
100% para o restante) e excessos enantioméricos excelentes (82% para um dos substratos e 299%

para o restante) (Tab. 46).

Esquema 50
O OH
R )S(ORZ S. cerevisiae R3"%YOR2
e
: 28-30°C R;
o o)

R;= Me, n-Pr, i-Pr, n-Bu, 2-Ph-Et, Ph, CH,-
Ry=Et, H, CH,-
R;=H, Et

Tabela 46: Biorreducdo de a-oxo-esteres mediada por S. cerevisiae em sistema sem solvente

R, R, R; t(h) Conv. (%) ee (%)
Me Et H 6 100 >99% (R)
n-Pr Et H 7 100 >99% (R)
i-Pr Et H 6 100 >99% (R)
n-Bu Et H 7 100 >99% (R)

2-Ph-Et H EtH © 93 299% (S)

Ph Et H 24 100 >99% (R)

CHy-  CH- H 4 100 82% (R)

Orden et al. (2008) realizaram um estudo comprativo sobre o potencial biorredutor de
culturas de células e tecidos de varias espécies vegetais (Baccharis crispa, Baccharis flabellata,
Buddleja cordobensis, Daucus carota, Gardenia augusta, Grindelia pulchella e Tessaria
absinthioides). Nesse estudo, os autores utilizaram cetonas aromdticas pro-quirais, acetofenona
(Esq. 51, p. 69), croman-4-ona (Esq. 52, p. 70) e 6-acetil-2,2-dimetil-2,3-dihidro-4H-crome-4-
ona (Esq. 53, p. 71), na comparacdo do potencial biorredutor de culturas de células e tecidos de

plantas, da mesma espécie vegetal. Diferencas significativas foram observadas para capacidade
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redutiva dos dois tipos de materiais (cultura de células e tecidos vegetais). As Tabelas 47 (p. 69),

48 (p. 70), 49 (p. 71) e 50 (p. 72) sumarizam os resultados obtidos nesse estudo.

Esquema 51
OH

Tabela 47: Biorredugao da acetofenona com culturas de células e tecidos de plantas

Culturas de células Tecidos vegetais
Plantas t (dias)
Conv. (%) ee(%) Conv.(%) ee(%)
3 21 45 (S) 14 67 (S)
B. crispa

6 25 42 (S) 30 82 (S)

3 40 70 (S) 34
B. flabellata 42 (S)
6 Nd - 19 72.(S)

3 Nd - 95
B. cordobensis 98 (S)
6 Nd - 08 93 (S)

3 45 >98 (S) 95
D. carota >98 (S)
6 54 >98 (S) >98 >98 (S)

3 41 82 (R) 77
G. augusta 22.(5)
6 52 87 (R) 92 16 (S)

3 37 20 (R) 33
G. pulchella T7(S)
6 31 22 (R) 21 70 (S)

3 18 80 (S 8
T. absinthioides ©) 52(S)
6 96 89 (S) 26 31 (S)

Nd: nao determinado
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Esquema 52
OH

Tabela 48: Biorreducao da croman-4-ona com culturas de células e tecidos de plantas

Culturas de células Tecidos vegetais
Plantas t (dias)
Conv. (%) ee(%) Conv.(%) ee (%)
3 34 30 (R) 28 79 (S)
B. crispa

6 9 24 (R) 42 80 (S)

3 29 61 (S) 53
B. flabellata 88 (S)
6 24 45 (S) 13 72 (S)

3 Nd - 98
B. cordobensis 98 (S)
6 Nd - 98 80 (S)

3 98 >98 () 98
D. carota >98 ()
6 97 >98 (S) 98 >98 (S)

3 11 9(S) 95
G. augusta 83 (5)
6 7 47 (S) 94 90 (S)

3 55 79 (S) 41
G. pulchella 83 (S)
6 47 72 (S) 41 36 (S)

3 41 96 (S) 42
T. absinthioides 89 (S)
6 87 95 (S) 51 82 (S)
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Esquema 53
)\@5‘]{
+ +
) ) )m m
a b Cc

Tabela 49: Biorreducdo da 6-acetil-2,2-dimetil-2,3-dihidro-4H-crome-4-ona com culturas de

células
a b C
substrato
Plantas t (dias) Conv. (%)
(%) Conv. (%) ee (%) Conv. (%)
X y
3 59 34 >98 (R) 6 <1
B. crispa
6 26 66 >98 (R) 6 1 1
3 81 9 Nd 10 <1
B. flabellata
6 70 15 90 (S) 15 <1
3 84 14 95 2 <1
B. cordobensis
6 82 16 95 2 <1
3 8 81 >98 (S) 10 <1 <1
D. carota
6 4 74 >98 (S) 14 1 6
3 2 79 69 (S) 4 9 6
G. augusta
6 <1 18 13 (R) 6 46 29
3 59 39 63 (R) 2 <1
G. pulchella
6 65 28 - 6 <1 <1
3 66 42 >98 (S) 2 <1
T. absinthioides
25 68 >98 (S) 5 2

Nd: ndo determinado; x e y: diastereoisdmeros
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Tabela 50: Biorreducdo da 6-acetil-2,2-dimetil-2,3-dihidro-4H-crome-4-ona com tecidos

vegetais
a b c
Plantas t (dias)  Substrato (%) Conv.
ee (%) Conv.(%) Conv. (%)
(%)
3 87 9 - 4 -
B. crispa

6 73 16 37 (S) 11 -
3 79 15 12 (S) 6 -

B. flabellata
6 59 27 15 (S) 14 -
3 100 Nd - - -

B. cordobensis
6 100 Nd - - -
3 6 91 >98 (9S) 2 1
D. carota

6 - 95 >98 () 4 1
3 76 20 48 (S) 4 -

G. augusta
6 62 29 57 (S) 9 -
3 98 1 - 1 -

G. pulchella
6 95 2 - 3 -
3 77 22 41 (S) 1 -

T. absinthioides

6 60 36 43 (S) 4 -

Nd: ndo determinado; a e b: diastereoisOmeros
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Conforme j4 evidenciado, diversos e importantes fatores justificam a utilizacdo dos
biocatalisadores nas reacdes de reducdo e acetilagdo. Os reagentes convencionais (NaBHy e
LiAlIH4 em reducdes e CsHsN na acetilagdo), além de caros e explosivos, apresentam elevada
toxicidade, enquanto, os biocatalisadores, além de mais seletivos, sd0 menos toxicos e

biodegraddveis, caracteristicas bastante interessantes no que diz respeito ao meio ambiente.

Muitos estudos relatam a utilizagdo de microorganismos como fontes enziméticas,
contudo, trabalhos utilizando vegetais sao mais raros (MIRONOWICZ, 1998; EDEGGER et al.,
2006). Recentes publicagdes vém demonstrando o elevado potencial biorredutor de espécies
vegetais, principalmente na reducdo de compostos carbonilicos (YADAV et al., 2002;

MACHADO et al., 2006; ANDRADE et al., 2006).

Objetivando avaliar o potencial biocatalitico do vegetal Saccarum officinarum Linn. (cana
de actcar), foram investigadas a biorredu¢do de uma série de compostos carbonilicos (aldeidos e
cetonas) e a bioacetilacdo de dlcoois (primdrios, secunddrios e tercidrios), utilizando o liquido
(CC) originario da moagem da cana de actiicar em sua forma bruta, assim como, suas enzimas

imobilizadas (EICC).

A andlise e a quantificacdo dos produtos foram realizadas utilizando Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM) e Ressonancia Magnética Nuclear de

Hidrogénio (RMN 'H).

5.1. Métodos para Determinacio de Proteinas

O desenvolvimento de metodologias para determinacdo de proteinas vem experimentando
surpreendente crescimento em virtude de sua fundamental importancia em diversas areas da
ciéncia, podendo-se destacar a nutricdo humana (GANONG, 1995) e animal (McDONALD,
EDWARDS e GREENHALGH, 1987), andlises clinicas (GANONG, 1995), entre outras.
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As proteinas desempenham papeis extremamente relevantes na maioria dos processos
bioldgicos, atuando inclusive como catalisadores. Assim, a determinagdo de proteinas pode servir
como uma estimativa do potencial enzimatico de um material biologico (ZAIA, ZAIA e

LICHTIG, 1998).

As metodologias mais conhecidas utilizam a espectrofotometria no Ultravioleta-Visivel
(UV-Vis) como ferramenta para determina¢do de proteinas totais. Essas metodologias podem ser

divididas em dois grupos:

¢ Reagdo quimica com as proteinas: Métodos de Lowry, Método do acido bicincdnico
(BCA), Método do Ftalaldeido-mercaptoetanol, Método de Biureto e Método da p-

Benzoquinona.

% Fixacdo de corantes as proteinas: Método de Bradford, Método de Fixagdo da prata,

Método do ouro coloidal e Marcacao radioativa.

Todos esses métodos devem apresentar alguns aspectos imprescindiveis para que possam
ser utilizados com eficiéncia e confiabilidade, tais como: alta sensibilidade, especificidade, baixo

custo, rapidez e facil manuseio.

Os métodos mais comumente utilizados em rotinas de laboratérios foram aplicados na
determinagdo do conteido de proteinas do caldo de cana de agucar (CC), ou seja, o Método de
Lowry, modificado por Hartree (HARTREE, 1972) e o Método de Bradford (BRADFORD,
1976). O primeiro método se baseia em uma reacdo quimica com as enzimas e o segundo na

fixacdo de corantes na superficie das enzimas.

5.1.1. Determinacao de Proteinas no CC pelo Método de Lowry

E o método mais utilizado e baseia-se na reducio do reagente de Folin-Ciocalteau
(molibdato, tungstato e 4cido fosférico) quando posto em contato com a proteina, na presencga de
cobre (II), produzindo um composto com absor¢do maxima em 650 nm (ZAIA, ZAIA e

LICHTIG, 1998).
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Segundo Chou e Goldstein (1960), que estudaram extensivamente o mecanismo de
reducdo do reagente de Folin-Ciocalteau por enzimas, peptideos ou aminoécidos, esta reacdao
deveria ocorrer através das cadeias laterais de alguns aminodcidos (tirosina, triptofano, cisteina,
asparagina e histidina), que contribuem com quatro elétrons, ou através da retirada de dois
elétrons de cada unidade dos peptideos e proteinas, sendo facilitada pelo quelato cobre (II)-

peptideo/proteina.

A principal vantagem do método de Lowry € sua alta sensibilidade, embora diversos
interferentes possam diminuir essa caracteristica. Compostos fendlicos, lipideos, detergentes,
acido drico, guanina e xantina, sulfato de amonio, melanina, actcares, entre outros, interferem na

determinacgdo de proteinas por este método (LUCARINI e KILIKIAN, 1999).

Este método foi utilizado na determinacdo do conteido de proteinas do CC, sendo
encontrado um teor de 1,4% de proteinas totais, superior aos registrados na literatura (1%) para
outras espécies vegetais (NASSAR, 1986) e 0,7% (MACHADO, 2004). O resultado obtido
sugeriu que o CC poderia apresentar uma boa atividade biocatalitica, visto que, em geral, o teor

de enzimas pode ser refletido pelo de proteinas.

5.1.2. Determinacao de Proteinas no CC pelo Método de Bradford

E um método para determinacdo de proteinas totais que utiliza o corante Coomassie
Brillant Blue BG-250 que interage com macroproteinas que contém aminoacidos de cadeia
laterais bdsicas ou aromaticas. A interagdo entre a proteina de alto peso molecular e o corante
BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para forma anidnica, absorvendo

fortemente em 595 nm (COMPTON e JONES, 1985).

O método de Bradford é mais rdpido, sensivel e estd sujeito a um nimero bem menor de
interferentes que o de Lowry. Entretanto, apresenta algumas desvantagens, como a variacdo da
absorvitividade especifica para diferentes proteinas, devido a baixa solubilidade (MARSHALL e
WILLIAMS, 1992) ou baixo peso molecular das mesmas (GOREN e LI, 1986) e fornecendo
resultados nem sempre reprodutiveis devido ao grau de pureza do corante BG-250 que varia

conforme a procedéncia.
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Os principais interferentes neste método sdo: uréia (GOTHAM, FRYER e PATERSON,
1988), detergentes (ROSENTHAL e KOUSSALE, 1983), lipideos (PANDY e MURTHY, 1994),
cloreto de sdédio e potassio (GOGSTAD e KRUTNES, 1982), ciclodestrinas (XU, TROUPE e
SHARMA, 1994), entre outros.

O método de Bradford (BRADFORD, 1976) também foi utilizado para determinacdo do
teor de proteinas totais do CC, visando comparagcdo com o resultado obtido para o método de
Lowry. O valor obtido (0,5%) mostrou-se muito inferior aquele encontrado pelo método de
Lowry (1,4%), sugerindo que o CC apresenta uma quantidade muito reduzida de proteinas de alto
peso molecular (neste método a interacdo com o corante depende sensivelmente do tamanho da

proteina).

5.2. Biorreducoes Utilizando Caldo de Cana (CC)

Previamente, foram registrados espectros de RMN 'H (Fig. 12, p. 78) e CG-EM (Fig. 13,
p- 78) do caldo de cana (CC) na auséncia de substratos de modo a obter-se referencias para
comparacdo nas reagdes, assim como, para verificar a presenca de possiveis contaminantes
provenientes do material vegetal. A amostra da referencia foi preparada pelo mesmo

procedimento utilizado nas rea¢des de biorreducao dos compostos carbonilicos com CC (Cap. 6,

subitem 6.7.3., p. 213).

Os trés primeiros picos do cromatograma da Figura 13 (p. 78) foram identificados
através de seus espectros de massa, como sendo o lactato de etila (pico 1, tr: 4,36), 2-pentanona
(pico 2, tr: 4,73) e 2-feniletanol (pico 3, tr: 9,23), onde tr representa o tempo de retengdo em
minuto. Esses picos foram selecionados considerando que, os compostos trabalhados sdo de
baixos pesos moleculares (em torno de 150), aparecendo no cromatograma, normalmente, em

baixos tempos de retencgao.
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Figura 12: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do caldo de cana (CC) bruto
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Figura 13: Cromatograma CG-EM do caldo de cana (CC) bruto
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Figura 15: Espectro de massa do pico 2, tr: 4,73 min (2-pentanona)
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Figura 16: Espectro de massa do pico 3, tr: 9,23 min (2-feniletanol)

Tendo em vista testar a presenca de enzimas redutases em vegetais comuns, uma série de
cetonas, aldeidos e outros compostos arométicos e alifaticos (1-22) (Esquemas 1, 2 e 3, p. 82,
114 e 129, respectivamente) como substratos, foram tratados com o CC fresco a temperatura
ambiente por 72 h (YADAYV et al., 2002; SOUZA, 2003; MACHADO, 2004; MACHADO et al.,
2006). As misturas reacionais brutas foram submetidas a cromatografia em coluna de silica gel,

acompanhadas através de cromatografia delgada de silica gel (CCD) e visualizadas utilizando
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vanilina como revelador. Os produtos foram quantificados por CG-EM e RMN 'H, com os
resultados apresentados na Tabela 51 (p. 80). Os dados registrados em ambas as técnicas foram
em acordo, com pequenas diferencas em precisdo. A percentagem de cada produto foi calculada a
partir da comparacdo da integracdo dos picos de hidrogenios selecionados nos substratos e
respectivos produtos, no caso da técnica de RMN "H. Assim, foram comparados a integracdo dos
sinais dos grupos metila nas cetonas acetofenona (1) e 3-metéxi-acetofenona (2) com a integracao
dos sinais dos hidrogenios carbindlicos nos dlcoois 1la e 2a, respectivamente; dos hidrogenios
aldeidicos do benzaldeido (3), anisaldeido (4), m-anisaldeido (5), vanilina (6), cinamaldeido (7) e
furfural (9) com os hidrogenios metilénicos dos dlcoois benzilico (3a), anisico (4a), m-anisico
(5a), vanilico (6a), éter etil vanilico (6b), cinamico (7a) e furfurilico (9a), respectivamente; e, do
hidrogenio aldeidico do a-metil-cinamaldeido (8) com os hidrogenios metilicos dos alcoois a-
metil-cindmico (8a) e a-metil-dihidro-cindmico (8b) e do acido a-metil-cindmico (8¢). Como
exemplo, em termos de discussdo de dados espectrais de RMN 'H registrados para os dlcoois
obtidos através de reducao biocatalitica, no caso da biotransformacdo de 1 em 1a, foi observado
um quarteto (J = 6,42 Hz) em oy 4,96 no espectro (Fig. 19, p. 84) do produto de biorreducdo
(sinal do hidrogénio carbindlico de 1a), em acordo com o quarteto (J = 6,45 Hz) em oy 4,83, visto
no correspondente espectro (Fig. 18, p. 84) do mesmo dlcool tomado como padrdao. Os sinais

relativos aos demais compostos foram registrados na Tabela 52 (p. 132).

Tabela 51: Percentagem relativa dos produtos da biorreducdo de 1-13, 15, 16 e hidrélise de 18
obtidos por RMN 'H e CG-EM

Bioconversao (%)
Produto ee%
RMN 'H/CG-EM

1a 34,0/39,3 56,7 (R)
2a 16,1/19,4 41,0 (S)
3a 100,0/99,2
4a 100,0/100,0
Sa 100,0/100,0

6a 91,0/90,0
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6a; 6b* 43,4; 56,6/34,4; 65,6
7a; 7b 66,6; 33,4/66,5; 33,5

8a; 8b; 8¢  38,2;5,7; 56,1/38,2; 5,7; 56,08

9a 100,0/100,0

10a 100,0/100,0

11a 100,0/100,0

12a NC/34,0

13a NC/81,2

15a 9,3/2,5 25,7(S)
16a 100,0/100,0 100,0 (S)
18a NC/45,3

NC: ndo conclusivo; *na presenca de DMSO

Como esperado, os aldeidos foram mais reativos que as cetonas, € o grupo metoxila nas
posicdes para e meta no caso dos compostos 4 e 5 (100% de conversdo), respectivamente,
praticamente ndo demonstrou nenhuma influéncia na conversdao quando comparado com 3
(99,2%), que apresenta um anel aromadtico ndo substituido. No processo de reducio, quase todos
os aldeidos testados, exceto 6, 7, e 8, produziram dlcoois em excelentes rendimentos de
conversdo, superiores aos descritos para Daucus carota (YADAV et al., 2002) e compardveis aos
obtidos com Manihot esculenta e Manihot dulcis (MACHADO et al., 2006) e
Zygosaccharomyces rouxii (ANDERSON et al., 1995). A vanilina (6) nao foi afetada pelas duas
espécies de Manihot (MACHADO et al., 2006), porém, na reducdo biocatalitica com .
officinarum, ocorreu formacdo de 6a (4lcool vanilico) com 90% de conversdao. Na presenca de
dimetilsulfé6xido (DMSO), adicionado para aumentar a solubilidade do substrato, esta reacdo
forneceu dois produtos, o dlcool 6a (dlcool vanilico) (34,4%) e o éter 6b (éter metil vanilico)
(65,6%). Este fato demonstrou que o DMSO, provavelmente, poderia estar induzindo um
processo de transmetilagdo. Por outro lado, quimiosseletividade niao foi observada com
cinamaldeido (7), onde a reacdo de reducdo gerou dois produtos: o dlcool cinamico (7a, 66,5%)
como resultado da reducao seletiva do grupo carbonila e, o dlcool dihidro-cindmico (7b, 33,5%),

resultante da reducdo dos grupos carbonila e olefina. Quimiosseletividade também ndo foi
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observada na biorredu¢do do a-metil-cinamaldeido (8), onde, um dos produtos, o dlcool a-metil-
cindmico (8a, 38,2%), apresentou reducdo somente do grupo carbonila e, um outro, o dlcool
dihidro-a-metil-cindamico (8b, 5,7%) exibiu reducdo da carbonila e da ligacdo olefinica.
Inesperadamente, um terceiro composto, acido a-metil-cindmico (8¢, 56,1%), resultado da
oxidagao do grupo aldeido a 4cido carboxilico, apresentou-se como o produto principal (possivel
auto-oxidagdo do substrato aldeidico). Finalmente, na série dos aldeidos arométicos, é importante
enfatizar a elevada reatividade e o alto rendimento de conversao observado nas reagdes desses
compostos. Esta observagdo foi também verificada na reducdo do furfural (9) ao produzir o dlcool

furfurilico (9a), com 100% de conversao.

Esquema 1
R, R
(1) R=H (1a) R=H; R;=0H; R,=H
(2) R=OMe (2a) R=OMe; R|=H; R,=OH
H OH o~
B — +
R R
R R
‘3)R=R,;=H Ba)R=R;=H
(4)R=H; R, = OMe (4a) R = H; Rj= OMe
(5R=0Me;R;=H (5a) R=0Me; R; =H
(6)R = OMe; R, = OH (6a) R = OMe; R; = OH (6b) R =0OMe; R; = OH

(7)R=H (7a)R=H (7b)R=H B
(8) R=Me (8a) R = Me (8b) R = Me (8c)R=Me
(0]

0 0
MH o @/\OH

(€] (9a)
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A seguir estdo relacionados os espectros de RMN 'H dos compostos de partida (1-9)
(aldeidos/cetonas) e dos respectivos alcodis obtidos por redu¢do com NaBHy, assim como, os
espectros de RMN 'H, cromatogramas CG-EM [tempo de reten¢do (tr) dado em minuto] e os

espectros de massa dos produtos resultantes da biorreducao dos compostos 1-9.

3H-8

ppm

Figura 17: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do padrao acetofenona (1)
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Figura 20: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na biorredugao da acetofenona (1) com CC
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Figura 22: Espectro de massa do 1-fenil-etan-1-ol (1a), tr: 22,01 min
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Figura 24: Espectro de RMN '"H (500 MHz, CDCl3) do padrao 3-metoxi-1-fenil-etan-1-ol (2a)
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Figura 25: Espectro de RMN ' (300 MHz, CDCl3) da mistura obtida na biorredu¢do da 3-

metoxi-acetofenona (2) com CC
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Figura 26: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na biorredu¢ao da 3-metoxi-acetofenona (2)

com CC
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Figura 27: Espectro de massa da 3-metoxi-acetofenona (2), tr: 9,97 min
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Figura 28: Espectro de massa do 3-metoxi-1-feniletan-1-ol (2a), tr: 9,76 min
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Figura 29: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do benzaldeido (3) padrao
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Figura 30: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do élcool benzilico (3a) padrao
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Figura 31: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) da mistura obtida na biorreducdo do
benzaldeido (3) com CC
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Figura 32: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na biorredu¢ao do benzaldeido (3) com CC
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Figura 34: Espectro de massa do dlcool benzilico (3a), tr: 11,14 min
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Figura 35: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do padrao anisaldeido (4)
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Figura 36: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do padrao alcool anisico (4a)
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Figura 37: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) da mistura obtida na biorreducdo do
anisaldeido (4) com CC
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Figura 38: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na biorredu¢do do anisaldeido (4) com CC
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Figura 41: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do padrao m-anisaldeido (5)
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Figura 42: Espectro de RMN H (300 MHz, CDCl3) do padrao alcool 3-metoxi-benzilico (5a)
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Figura 44: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na biorredu¢dao do m-anisaldeido (§) com
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Figura 45: Espectro de massa do m-anisaldeido (5)
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Figura 46: Espectro de massa do dlcool 3-metoxi-benzilico (Sa), tr: 12,03 min
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Figura 47: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do padrao vanilina (6)
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Figura 48: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) do padrao alcool vanilico (6a)
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Figura 49: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) da mistura obtida na biorreducio da vanilina
(6) (sem dissolu¢do em DMSO) com CC
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Figura 50: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) da mistura obtida na biorreducdo da vanilina
(6) (com dissolucao em DMSO) com CC
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Figura 51: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na vanilina (6) (sem dissolucio em DMSO)
com CC
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Figura 52: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na vanilina (6) (com dissolucdo em DMSO)

com CC
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Figura 53: Espectro de massa da vanilina (6), tr: 25,53 min (Fig. 51)
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Figura 54: Espectro de massa do élcool vanilico (6a), tr: 27,93 min (Fig. 51) e tr: 14,29 min
(Fig. 52)
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Figura 55: Espectro de massa do éter etil vanilico (6b), tr: 13,68 min (Fig. 52)
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Figura 56: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do padrao cinamaldeido (7)
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Figura 57: Espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCls) do padrao dlcool cinamico (7a)
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Figura 58: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) da mistura obtida na biorreducdo do

cinamaldeido (7) com CC
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Figura 59: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na biorreducdo do cinamaldeido (7) com

CC
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Figura 62: Espectro de massa do dlcool dihidrocindmico (6b), tr: 11,22 min
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Figura 63: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do padrao a-metil-cinamaldeido (8)
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Figura 64: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls) da mistura obtida na biorredu¢do do a-

metil-cinamaldeido (8) com CC
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Figura 65: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na biorredu¢do do a-metil-cinamaldeido (8)
com CC
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Figura 66: Espectro de massa do dlcool a-metil-cindmico (8a), tr: 7,42 min
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Figura 67: Espectro de massa do dlcool dihidro-a-metil-cindmico (8b), tr: 6,42 min
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Figura 68: Espectro de massa do acido a-metil-cindmico (8c), tr: 9,09 min
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Figura 69: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do padrao furfural (9)
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Figura 71: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) da mistura obtida na biorreducdo do furfural
(9) com CC
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Figura 72: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na biorreducdo do furfural (9) com CC
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Figura 73: Espectro de massa do furfural (9)
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Figura 74: Espectro de massa do dlcool furfurilico (9a), tr: 6,06 min
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Os dlcoois secunddrios enantiomericamente puros, constituem um grupo de compostos de
grande interesse industrial, por exemplo, nas industrias farmacéutica e de perfumaria, e que
podem ser obtidos pela reducdo enantiosseletiva de cetonas pré-quirais e, onde vdrias estratégias
biocataliticas estdo sendo desenvolvidas (CORDELL et al., 2007; DE CONTI, RODRIGUES e
MORAN, 2001). As reacdes com os compostos selecionados que t€m um grupamento cetona
encontram-se no Esquema 1 (p. 82). Para as cetonas 1 e 2, a bioconversao forneceu os dlcoois
secundérios correspondentes com rendimentos de conversdo relativamente baixos (36,6% de 1a e
17,7% 2a). Contudo, a conversdao ocorreu com enantiosseletividade moderadas, 56,7% ee (Fig.
76, p. 109) e 41,0% ee (Fig. 78, p. 110) foram obtidas para os enantiomeros R (1la) e S (2a),
respectivamente. Os excessos enantioméricos (ee) foram calculados utilizando uma coluna quiral,
e as configuracoes R e S para la e 2a, respectivamente, foram determinadas através da
comparacdo dos valores da rotacdo 6tica (op) obtidos por polarimetro com valores da literatura
(CAREY e SUNDBERG, 1990). Os ee% foram calculados empregando férmula padrio

relacionada na literatura:

Ap. maior ~ Ap. menor Ap_ menor = area do piCO maior
ee% = x 100

Ap. maior + Ap. menor Ap. menor = area do pico menor

A configuragdo § atribuida ao dlcool 2a mostrou-se em acordo com o modelo de Prelog
para biorredugdo de cetonas pré-quirais (YADAYV et al., 2002). Por outro lado, a configuracdo R
atribuida a 1a estd em discordincia com esta regra. Além disso, foi observado que a acetofenona
1, mais deficiente em elétrons, foi reduzida em maior extensdo do que a acetofenona 2, mais rica

em elétrons (apresenta em grupo metoxila na posi¢ao meta).
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Figura 75: Cromatograma da mistura racémica R-1a (tr: 4,47 min) e S-1a (tr: 4,67 min) obtida

por redu¢do com NaBHy

TRACE GC-FID
1600 acetofen-ee(JC).dat 1600
Retention Time

1400 1400
3
8
¥
1200 1200
1000 1000
2 @
° 3
R E
£ w0 2
H H
600 600
2
¥
w0 S w
200 200
0 3
B s 3 7 8 9 10 1 12 13 18 15

Figura 76: Cromatograma da mistura dos dlcoois quirais R-1a (tr: 4,55 min) e S-1a (tr: 4,78 min)

obtida por biorredu¢dao com CC
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Figura 77: Cromatograma da mistura racémica R-2a e S-2a obtida por redu¢do com NaBH,
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Figura 78: Cromatograma da mistura dos dlcoois quirais R-2a (tr: 23,23 min) e S-2a (tr: 23,74

min) obtida por biorreducao com CC

As reacdes enzimdticas foram estendidas as cetonas alifaticas 3-hexanona (11),
ciclopentanona (12), ciclohexanona (13), pulegona (14), carvona (15) e o P-cetoéster,
acetoacetato de etila (16) e, ao aldeido alifético citronelal (10) (Esq. 2, p. 114). Como observado
anteriormente para os aldeidos aromaéticos, o aldeido alifatico citronelal (10) também apresentou
elevado rendimento (100%) de conversdao (Tab. 51, p. 80) e, em adi¢do, também foi observada

uma quimiosseletividade, onde a ligagdo olefinica ndo foi alterada. Uma excelente conversao
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(100%) foi obtido com a cetona aciclica 3-hexanona (11), enquanto para as cetonas ciclicas
ciclopentanona (12) (cinco membros) e ciclohexanona (13) (seis membros) foram observados
rendimentos de conversdao moderado (34,0%) e bom (81,2%), respectivamente. Os isomeros (R e
S) resultantes da reducdo de 11 ndo puderam ser separados e, devido a sobreposicao de sinais nos
espectros de RMN 'H, as misturas reacionais de 11, 12 e 13 s6 puderam ser quantificadas por
CG-EM. Os resultados encontram-se listados na Tabela 51 (p. 80). Dentre as cetonas o,f-
insaturadas trabalhadas, a pulegona (14) ndo demonstrou nenhuma reatividade frente ao CC, e
para carvona (15), um rendimento de conversd@o muito baixo foi observado (2,5%). O baixo ee
(25,7%) para o produto 15a (carvol) (Fig. 80, p. 112) foi calculado usando uma coluna quiral, e a
configuragdo S para 15a foi estabelecida por comparagdo de sua rotagdo especifica com o valor

da literatura (VRIES et al., 1994; BLANCHARDA e DE WEGHEA, 2000).

] TRACE GC-FID
carvol-racemico1.dat

Retention Time

6,103

8
5,842

Millivolts
95}

" J

Minutes.

Figura 79: Cromatograma da mistura racémica R-15a (tr: 6,27 min) e S-15a (tr: 5,84 min) obtida

por redugcao com NaBHy
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Figura 80: Cromatograma da mistura dos dlcoois quirais R-15a (tr: 6,24 min) e S-15a (tr: 5,98

min) obtida por biorreducao com CC

O sistema de enzimas redutase do CC também foi avaliado frente ao acetoacetato de etila
(16), um PB-cetoester. Neste caso, foi observada uma completa quimio e enantiosseletividade, com
reducdo exclusiva do grupo cetdonico produzindo o isomero 3S5(+)-hidroxi-butanoato de etila
(16a) com 100% de conversdo e 100% de ee (S) (Fig. 82, p. 113). Para 16 e 16a, as absor¢des
selecionadas para integracdo no espectro de RMN 'H foram as do grupo CH, alfa aos grupos
carbonila e do hidrogénio de metinico do dlcool secundério obtido. A configuracdo S de 16a foi
estabelecida por comparagdo de sua rotagdo especifica com o valor da literatura (VRIES et al.,
1994; BLANCHARDA e DE WEGHEA, 2006). Nesta série, como exemplo para discussdo de
dados de RMN 'H, pode-se destacar no espectro (Fig. 85, p. 116) de 10a obtido via bioreducio, a
auséncia de sinal correspondente ao hidrogénio aldeidico [0y 9,74 no espectro (Fig. 83, p. 115)
do citronelal], assim como, a presenca do sinal em oy 3,58 devido aos hidrogénios carbindlicos,
em acordo com o sinal em Oy 3,66 no espectro (Fig. 84, p. 115) do citronelol, tomado como
padrdao. Os sinais selecionados nos espectros de RMN 'H para os demais compostos (com

excecao de 11-13), foram registrados na Tabela 52 (p. 132).
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Figura 81: Cromatograma da mistura racémica R-16a (tr: 5,47 min) e S-16a (tr: 5,39 min) obtida

por redu¢do com NaBHy
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Figura 82: Cromatograma do alcool S-16a (tr: 5,30 min) obtida por biorredu¢do com CC
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Abaixo sdo mostrados os espectros de RMN 'H dos compostos de partida (10-13, 15 e 16)
(aldeido/cetonas) e dos respectivos alcodis obtidos por redugdo com NaBHy, assim como, os
espectros de RMN 'H, cromatogramas CG-EM [tempo de reten¢do (tr) dado em minuto] e os

espectros de massa dos produtos resultantes da biorreducao dos compostos 10-13, 15 e 16.
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Figura 83: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do padrao citronelal (10)
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Figura 84: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) do padrao citronelol (10a)
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Figura 86: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na biorreducao do citronelal (10) com CC
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Figura 87: Espectro de massa do citronelal (10), tr: 9,98 min
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Figura 88: Espectro de massa do citronelol (10a), tr: 11,09 min
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Figura 89: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) do padrao 3-hexanona (11)
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Figura 90: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) da mistura obtida na biorreducio da 3-

hexanona (11) com CC
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Figura 91: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na biorreducio da 3-hexanona (11) com CC
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Figura 94: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do padrio ciclopentanona (12)
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Figura 95: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl5) do padrio ciclopentanol (12a)
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Figura 96: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) da mistura obtida na biorreducdo da
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Figura 97: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na biorreducio da ciclopentanona (12) com
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Figura 98: Espectro de massa da ciclopentanona (12), tr: 4,94 min
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Figura 99: Espectro de massa do ciclopentanol (12a), tr: 5,08 min
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Figura 101: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do padrao ciclohexanol (13a)



Capitulo 5: Resultados e Discussdes - Tese de Doutorado - Assuncdo, J. C. C. 123

K B WY

|

1.000
0.274
0.679
0.393
0.335

128
2.118
0.587
3.622
6.064

2

ppm 7 6

o

Figura 102: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) da mistura obtida na biorreducio da

ciclohexanona (13) com CC
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Figura 103: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na biorredu¢do da ciclohexanona (13) com

CC
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Figura 104: Espectro de massa da ciclohexanona (13)
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Figura 105: Espectro de massa do ciclohexanol (13a), tr: 5,60 min
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Figura 106: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do padrdo carvona (15)
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Figura 107: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) da mistura obtida na biorreducio da

carvona (15) com CC
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Figura 108: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na biorredu¢do da carvona (15) com CC
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Figura 109: Espectro de massa da carvona (15), tr: 11,59 min
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Figura 110: Espectro de massa do carvol (15a), tr: 10,78 min
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Figura 111: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do padrdo acetoacetato de etila (16)
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Figura 112: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do padrio 3-hidroxi-butanoato de etila
(16a)
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Figura 114: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na biorredu¢do do acetoacetato de etila

(16) com CC

100 o)

88

102 130
70
RSNV 30 | WY SurS—— 1 } s

e N N AN DL A
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120

e
130

Figura 115: Espectro de massa do acetoacetato de etila (16)
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Figura 116: Espectro de massa do 3-hidroxi-butanoato de etila (16a), tr: 6,35 min
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Finalmente, as reacdes enzimadticas foram estendidas a outros compostos com diferentes
funcoes (Esquema 3): ésteres (benzoato de etila, 17 e butirato de etila, 18), nitrila (benzonitrila,
19), amidas (benzamida, 20 e isoniazida, 22), e um nitro derivado (nitrobenzeno, 21). O éster
aromético nao foi afetado, enquanto, o éster alifatico produziu o 4cido carboxilico correspondente
(acido butirico em 45% de conversao) em lugar do dlcool esperado. Nenhuma reatividade foi
observada para os compostos benzonitrila (19), benzamida (20) e nitrobenzeno (21). No espectro
de RMN 'H (Fig. 118, p. 130) do produto de reagdo do éster 18 com CC, ndo foi mais observado
o quarteto em Oy 4,04 relativo aos hidrogénios oximetilénicos presente no espectro (Fig. 117, p.

130) de 18.

Esquema 3
(0]
o
—_—> NR
17)
(0] 0]
/\/lko/\ — > /\/lkOH
(18) (18a)
R
(19)R =CN
(20) R = CONH,
(21) R =NO»
Il-I (0]
v
NH,
= —> NR
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As figuras abaixo mostram os cromatogramas GC-EM [tempo de retengdo (tr) em
minutos], os espectros de RMN 'H e de massas do substrato e produto da biorredugdo do butirato

de etila (18) com CC.
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Figura 117: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do padrao butirato de etila (18)
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Figura 118: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) da mistura obtida na biorreducdo do
butirato de etila (18) com CC
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Figura 119: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na biorredu¢c@o do butirato de etila (18)

com CC

100

43

E' i?i

116

133

149 158

78

189

e 245

. 4]

329

363

¥

10 30 5 70 9

Figura 120: Espectro de massa do butirato de etila (18), tr: 4,42 min
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Figura 121: Espectro de massa do 4cido butirico (18a), tr: 4,54 min
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Tabela 52: Sinais de RMN 'H utilizados na integracdo dos hidrogénios selecionados para os

compostos 1-13, 15 e 16, comparados com a integracdo dos sinais dos produtos, dlcoois 1a-13a,

15a e 16a, obtidos por biorredu¢do com CC

Substratos H-observado o Produtos H-observado O
1 3H-8 2,48 (s) 1la H-7 4,96 (q)
2 3H-8 2,55 (s) 2a H-7 4,91 (q)
3 CHO 9,89 (s) 3a 2H-7 4,70 (s)
4 CHO 9,82 (s) 4a 2H-7 4,66 (s)
5 CHO 9,78 (s) S5a 2H-7 4,70 (s)
6a 2H-7 4,61 (s)
6 CHO 9,81 (s)
6b 2H-7 4,45 (s)
Ta 2H-1° 4,33 (dd)
7 CHO 9,63 (d)
7b 2H-1° 3,68 (1)
8a 3H-4’ 1,93 (s)
8 CHO 9,60 (s) 8b 3H-4’ 2,18 (s)
8c 3H-4’ 0,94 (d)
9 CHO 9,43 (s) 9a 2H-5 4,65 (s)
10 CHO 9,74 (t) 10a 2H-1 3,58 (t)
11 3H-1 2,20 (m) 11a
12 2H-2 1,81 (m) 12a
13 2H-2 2,05 (m) 13a
H-3 5,35 (m)
15 H-3 6,60 (qd)  15a
H-1 4,34 (m)
16 2H-2 3,37 (s) 16a H-3 4,19 (m)
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5.2.1. Estudo Cinético das reacoes de biorreducao de compostos carbonilicos com
CC

A partir de cinco compostos, trés representantes do grupo dos aldeidos e dois do grupo
das cetonas, que exibiram melhores rendimentos na reducdo com CC, foi realizado estudo
cinético de biorredugdo. Utilizando 200 mg dos aldeidos benzaldeido (3), anisaldeido (4), furfural
(9) e das cetonas ciclohexanona (13) e o B-cetoéster (16) em 200 mL de CC, monitorou-se 0s
rendimentos de conversao entre 12 e 72 horas de reacdo, em intervalos de 12 horas. Os resultados

deste estudo encontram-se listados nos Grafico 2 (p. 133), 3 (p. 134), 4 (p. 134), 5 (p. 135) ¢ 6
(p. 135).

Benzaldeido (3)

100,0% 100,0%
100% ~ 93,0% T
909 - 88,0%
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% 1 11,0%
10% -
o
12 24 36 48 60 72
Tempo (hs)

80,0%

Conversao (%)

Grafico 2: Resultados do estudo cinético da biorreducdo do benzaldeido (3) com CC realizado

entre 12 e 72 horas



Capitulo 5: Resultados e Discussdes - Tese de Doutorado - Assuncdo, J. C. C.

134

Conversao (%)
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Anisaldeido (4)
85,0%
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31,0%
21,0%
6,0%
I ‘ ‘
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Grafico 3: Resultados do estudo cinético da biorredug¢do do anisaldeido (4) com CC realizado

entre 12 e 72 horas

Conversao (%)

100%
98%
96%
94%
92%
90%
88%
86%
84%

82% i

Furfural (9)
100,0% 100,0%

100,0% 100,0%

96,0%
89,0%
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Grafico 4: Resultados do estudo cinético da biorreducao do furfural (9) com CC realizado entre

12 e 72 horas
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Ciclohexanona (13)
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Grafico 5: Resultados do estudo cinético da biorredu¢dao da ciclohexanona (13) com CC

realizado entre 12 e 72 horas

B-cetoéster (16)
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Grafico 6: Resultados do estudo cinético da biorredugao do B-cetoéster (16) com CC realizado

entre 12 e 72 horas

Este estudo revela a altissima reatividade dos compostos 9 (furfural) (Graf. 4, p. 134) e

16 (acetoacetato de etila) (Graf. 6, p. 135) frente ao sistema biorredutor de CC, visto que os
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mesmos apresentaram rendimentos de conversao acima de 90% com apenas 24 horas de reacdo e
total conversdo em apenas 36 horas. Os outros aldeidos, benzaldeido (3) (Graf. 2, p. 133) e
anisaldeido (4) (Graf. 3, p. 134), demonstraram, também, elevada reatividade com 100% de
conversdo apds 72 horas, sendo que o primeiro ja apresentava esta conversao com 64 horas. J4 a
cetona ciclica saturada 13 (ciclohexanona), exibiu uma boa conversdo apds 72 horas de reacao

(81,0%), porém, bem inferior aos observados com os outros compostos testados.

5.3. Bioacetilacoes Utilizando as Enzimas Imobilizadas do Caldo de Cana (EICC)
5.3.1. Imobilizacoes Enzimaticas

As enzimas, catalisadores extremamente eficientes, sdo espécies sensiveis a inativacao por
fatores como temperatura, solvente, pH, entre outros. Assim, um mecanismo de protecao das
enzimas € essencial para que seu potencial catalitico se mantenha. Vdrias técnicas de
imobilizacao foram e estdo sendo desenvolvidas com a finalidade de fornecer maior estabilidade,

facilitar a recuperacao e reutilizacdo desses catalisadores (VILLENEUVE et al., 2000).

A aplicacdo de enzimas ou complexos enzimdticos imobilizados cresceu bastante nos
ultimos anos. As industrias de medicamentos, detergentes, couros e panificacdo, entre outras
(PANDEY et al., 1999; SALUNKHE e NAIR, 2000), ja utilizam enzimas imobilizadas em seus

Pprocessos.

Para a imobilizagdo das enzimas de CC foi utilizado o processo de Kalogeris
(KALOGERIS, et al., 2006) (Cap. 6, sub item 6.6, p. 209). Primeiramente, uma leitura no
espectrofotometro de UV foi efetuada a partir do CC e que foi utilizada para determinar o teor
(1,4%) total de proteinas através de uma curva de calibragdo obtida utilizando solu¢des padroes
de albumina bovina. O CC, ao qual foi adicionado alginato de sédio para imobilizacdo das
enzimas, foi gotejado sobre uma solucdo de cloreto de cdlcio (5% m/v). O material precipitado
foi separado por filtrac@o e a partir do filtrado foi efetuada uma leitura no espectrometro. O valor
dessa leitura foi divido pelo valor da primeira e multiplicado por 100, obtendo-se assim, a
percentagem de proteinas ndo imobilizadas. Esta percentagem foi subtraida de 100 fornecendo a

percentagem (99,2%) de enzimas imobilizadas do caldo de cana (EICC).
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Inicialmente, o potencial biorredutor de EICC foi investigado, utilizando o benzaldeido
(3) como substrato. Diferentemente do CC bruto, ndo foi revelado nenhum indicio de reatividade
em presenga de EICC. Provavelmente, a auséncia de cofatores (perdido no processo de
imobilizacdo) pode explicar este fato, uma vez que as redutases necessitam dessas espécies para
atuarem. Posteriormente, EICC foi testado como biocatalisador na reacdo de acetilagdo do alcool
anisico (Esq. 55, p. 144), exibindo um bom resultado (67,8% de conversdo). As lipases (enzimas
que catalisam esse tipo de reacdo), segundo a literatura (DALLA-VECCIA, NASCIMENTO e
SOLDI, 2004), ndao necessitam de cofatores na catélise de reacdes. O dlcool anisico foi o
substrato selecionado para ser utilizado na otimiza¢do das condi¢des reacionais de acetilacdo

deste alcool com EICC como biocatalisador.

5.3.2. Lipases

Sao enzimas hidroliticas muito utilizadas em sintese organica, capazes de catalisar reacdes
de esterificacdo, transesterificacdo, amindlise e tiotransesterificacdo em solventes organicos
anidros, sistemas bifdsicos e em solu¢do micelar com alta especificidade. Apresentam diversas
vantagens, tais como: nao necessitam de cofatores, atuam em uma faixa de pH relativamente
grande, sdo muito estiveis em meio organico, apresentam especificidade, regiosseletividade,
quimiosseletividade e enantiosseletividade, baixo custo e grande disponibilidade (DALLA-

VECCHIA, NASCIMENTO e SOLDI, 2004).

5.3.3. Acetilacao Convencional do Alcool Anisico

O acetato de anisila (Esq. 54, p. 138), obtido a partir do dlcool anisico através de
acetilagdo (anidrido acético/piridina), segundo metodologia usual [Capitulo 6, sub-item 6.7.2 (p.
213)], foi tomado como padrao para as reagdes de acetilagido efetuadas. O produto de reacao,
obtido com 95% de rendimento foi purificado em coluna de silica gel e analisado por CG-EM e

RMN 'H e "°C (Tab. 53, p. 143).
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Esquema 54
OH OAc
0) O 0]
)k )k piridina )k
+ —_— +
0) OH
OCH3 OCH;

Para efeito de comparacio foram introduzidos os espectros de RMN 'H e "*C do 4lcool

anisico.

O espectro de RMN 'H (Fig. 123, p. 139) do 4lcool anisico padrdo (Fig. 122, p. 138),
conforme esperado, apresentou: dois dubletos em oy 7,21 (d, J=8,5 Hz) e 6,84 (d, J=8,5 Hz), com
multiplicidade para dois hidrogénios cada, do hidrogénios aromadticos do anel para-substituido;

dois singletos em 0y 4,50 e 3,76, dos hidrogénios dos grupos OCH, e OCH3, respectivamente.

Os espectros de RMN '°C (BB, Fig. 124, p. 139 ¢ DEPT 135°, Fig. 125, p. 140)
mostraram os sinais em d¢ 158,94 (carbono oxigenado) e 133,27 e os sinais em d¢ 128,50 e
113,79, relacionados aos carbonos nao hidrogenados e metinicos do sistema aromatico para-
substituido, respectivamente, e, os sinais em o¢c 64,34 e 55,14 devidos aos carbonos sp3 dos

grupos OCH; e OCH3, respectivamente.

OH

;

1

2 6
3 5

4

OCHj,4
8

Figura 122: Estrutura quimica do 4lcool anisico
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Figura 123: Espectro de RMN ' (300 MHz, CDCl3) do alcool anisico
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Figura 124: Espectro de RMN 3¢ (75 MHz, CDCls) do 4lcool anisico
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Figura 125: Espectro de RMN "“C-DEPT 135° (75 MHz, CDCls) do dlcool anisico

O espectro de RMN 'H (Fig. 127, p. 141) do produto de acetilacao (Fig. 126, p. 141)
revelou dois dubletos em oy 7,33 (2H, J=8,5 Hz) e 6,92 (2H, J=8,5 Hz) e dois singletos em oy
5,08 (2H) e 3,83 (3H). O deslocamento quimico do sinal singleto em oy 5,08 (5,08; Ady=0,58),
dos hidrogénios carbindlicos, mostrou-se em acordo com o efeito paramagnético devido ao grupo

acetoxila. Um terceiro singleto devido aos hidrogénios metilicos do grupo acetoxila foi registrado

em oy 2,11.

Através dos espectros de RMN °C (BB, Fig. 128, p. 142 ¢ DEPT 135° Fig. 129, p. 142)
foram confirmados todos os sinais dos carbonos. Assim, os sinais em dc 159,70 (carbono
oxigenado) e 128,16 e em oc 130,11 e 113,97, foram correlacionados aos carbonos nao
hidrogenados e metinicos do sistema aromaético para-substituido, respectivamente. J4, os sinais
em Oc 66,08 (sinal negativo no DEPT 135°) e 55,21 foram atribuidos aos carbonos sp3 dos grupos
OCH; e OCH3;, respectivamente. Em adicao, surgiram sinais em d¢ 170,86 e 20,98, devidos aos

carbonos carbonilico e metilico, respectivamente, do grupo acetoxila.
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Figura 126: Estrutura quimica do acetato de anisila
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Figura 127: Espectro de RMN ' (500 MHz, CDCl3) do acetato de anisila
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Figura 128: Espectro de RMN Bc (125 MHz, CDCl3) do acetato de anisila
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Figura 129: Espectro de RMN *C-DEPT 135° (125 MHz, CDCls) do acetato de anisila
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A Tabela 53 apresenta todos os dados de RMN 'H e °C do 4lcool anisico e do acetato de

anisila (obtido por acetilagdo convencional).

Tabela 53: Dados de RMN 'H e "°C para o 4lcool anisico e acetato de anisila

Alcool anisico

Acetato de anisila

d¢ Ou dc OH

CH; CH;

8 55,14 3,76 (s) 2’ 20,98 2,11 (s)

- - - 8 55,21 3,83 (s)
CH, CH,

7 64,34 4,50 (s) 7 66,08 5,08 (s)
CH CH
3e5 113,79 6,84 (d, J=8.,5) 3e5 113,97 6,92 (d,J=8,5)
2e6 128,50 7,21 (d, J=8.,5) 2e6 130,11 7,33 (d, J=8,5)

C C

1 133,27 - 1 128,16 -

4 158,94 - 4 159,70 -

- - - I 170,86 -

5.3.4. Acetilacio Enzimitica do Alcool Anisico

O potencial biocatalitico da enzima imobilizada (EICC) foi avaliado na reacdo de

acetilacao do dlcool anisico (Esq. S5, p. 144). Numa primeira condi¢do, foram utilizados 200 mg

(1,45 mmol) do alcool, 148 mg (1,45 mmol) de anidrido acético (doador de grupo acila) em 20

mL de hexano PA, sob agitacio mecéanica com velocidade de 150 rotagdes por minuto (rpm) a

temperatura de 30°C e tempo de reac@o de 72 horas. O rendimento (67,8%) reacional foi bastante

satisfatorio.
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Com base neste resultado inicial, foi realizado um estudo sistematico da influencia de
varios parametros nos rendimentos reacionais, tais como: quantidade enzimatica, tempo de
reacdo, tipo de solvente, quantidade de substrato, velocidade de agitacdo, reutilizagdo de enzima e
temperatura de reagdo. Os produtos reacionais deste estudo preliminar foram analisados por CG-

EM, e os resultados encontram-se descritos a seguir.
5.3.4.1. Influéncia da Quantidade Enzimatica

Inicialmente foi realizada a otimizacdo da quantidade de biocatalisador (EICC). Neste
estudo, foram utilizados sempre 200 mg (1,45 mmol) de dlcool anisico, 148 mg (1,45 mmol) de
anidrido acético, 20 mL de hexano, sob agitacdo mecanica de 150 rpm, a temperatura de 30°C,
durante 72 horas de reacdo. A quantidade enzimatica foi variada de 50 a 400 mg fornecendo
rendimentos de conversdao na faixa 43,2 a 68,2%. Os resultados encontram-se expostos no

Grafico 7 (p. 145).

De acordo com os resultados obtidos, foi observado que o rendimento reacional se eleva
gradativamente quando a quantidade enzimética varia de 50 a 150 mg (variacdo de 25,0% na
conversdo). Entretanto, em quantidades acima de 150 mg de EICC o rendimento varia muito
pouco, demonstrando que a melhor relagdo EICC/substrato, mantendo os demais parametros, foi
de 150mg/200mg. Assim, 150 mg foram tomadas como quantidade padrao de EICC para os

proximos testes.
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Griafico 7: Rendimentos

quantidade de EICC

5.3.4.2. Influéncia do Tempo Reacional

reacionais das acetilacdes do dlcool anisico obtidos pela variacdo da

Conhecida a quantidade ideal de EICC (150 mg), foram iniciados os testes para

otimizacdo do tempo de reagdo. Os rendimentos reacionais foram calculados entre 12 e 48 horas,

em intervalos de 12 horas. As condi¢des foram: 200 mg de dlcool anisico, 148 mg de anidrido

acético, 20 mL de hexano, velocidade de agitacio de 150 rpm e temperatura de 30°C. Os

resultados deste estudo encontram-se listados no Grafico 8, (p. 146).

Os resultados demonstraram que a conversao eleva-se gradativamente no inicio da reacao

(entre 12 e 48 horas) e se estabiliza apés 60 horas. Este fato indicou que, possivelmente, o

equilibrio dindmico € atingido com 60 horas reacdo (Graf. 8, p. 146) e, portanto, sendo este o

tempo ideal.
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Grafico 8: Rendimentos reacionais das acetilagdes do élcool anisico com EICC obtidos pela

varia¢do do tempo reacional

5.3.4.3. Influéncia do Solvente

O tipo de solvente é, provavelmente, o fator mais decisivo em reagdes catalisadas por
enzimas, podendo causar a desnaturacdo ou desativacdo da enzima. Rea¢des em meio organico
sdo atrativas por melhorar a solubilidade do substrato e diminuir a possibilidade de reagdes

laterais com a agua.

A literatura relata que a quantidade de 4gua é o componente mais relevante quando o
biocatalisador € utilizado em meio organico (DALLA-VECCHIA, NASCIMENTO e SOLDI,
2004). As enzimas necessitam de uma pequena quantidade de 4gua para manter sua conformacao
tridimensional ativa, retendo a polaridade do sitio ativo e estabilizando a molécula da proteina
(DALLA-VECCHIA, NASCIMENTO e SOLDI, 2004), sendo, contudo, a quantidade de 4gua no
meio organico dependente do tipo de solvente utilizado. Entretanto, o excesso de dgua pode

favorecer a reacao de hidrdlise, reagcao inversa da esterificagcao (acetilacdo, por exemplo).

O parametro mais utilizado para descrever quantitativamente o efeito do solvente em

reacOes de biocatdlise € o log P (logaritmo do coeficiente de particdo do solvente no sistema
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octanol/dgua). Segundo dados da literatura (LIMA e ANGNES, 1999) o log P ¢ utilizado para
medir quantitativamente a polaridade de solventes. Assim, solventes que apresentam log P < 2

sdo considerados hidrofilicos (polares), log P entre 2 e 4 moderadamente hidrofilicos e log P > 4

hidrofébicos (apolares).

Os solventes hidrofilicos (polares) sdo inadequados para o uso em biocatélise porque
perturbam fortemente a interacdo dgua-biocatalisador (absorvem a camada de hidratacdo da
enzima, desativando-a) (LIMA e ANGNES, 1999). Por isso, os solventes hidrofébicos sdo mais

eficientemente utilizados em biocatdlise (PARIDA e DORDICK, 19991).

Uma série de solventes, com polaridades variadas, foram testados na acetilacdao
enzimatica do dlcool anisico utilizando a EICC como biocatalisador. Nesses experimentos foram
utilizados 200 mg de substrato, 148 mg de anidrido acético, agitacio mecanica de 150 rpm,
temperatura de 30°C, tempo reacional de 60 horas e 20 mL do solvente. O Grafico 9 ilustra os

resultados obtidos.
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;\? 50% -
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metanol etanol acetonitrila acetato de cloroférmio  hexano
etila
Solventes

Grafico 9: Rendimentos reacionais das acetilagdes do élcool anisico com EICC obtidos pela

variacdo do solvente

Os resultados observados neste estudo corroboram com aqueles reportados na literatura
(DALLA-VECCHIA, NASCIMENTO e SOLDI, 2004; LIMA e ANGNES, 1999), onde os

solventes hidrofébicos, cloroférmio e hexano, foram os que apresentaram os melhores
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rendimentos de conversao, 10,1% e 60,2%, respectivamente. Com os solventes mais hidrofilicos,
metanol e etanol, ndo foram observadas nenhuma reatividade. J4 naqueles de polaridade
moderada, acetonitrila e acetato de etila, houve uma pequena reatividade, 2,8%. De acordo com
os valores de log P registrados na literatura (LIMA e ANGNES, 1999) para esses solventes
[metanol (-0,76), etanol (-0,24), acetonitrila (-,033), acetato de metila (0,16, semelhante ao
acetato de etila), cloroférmio (2,00) e hexano (3,50)], os resultado obtidos para acetilacao

enzimatica com EICC podem ser explicados com base neste pardmetro.

5.3.4.4. Influéncia da Quantidade de Substrato

A quantidade do substrato (dlcool anisico) utilizado foi variada com o objetivo de
verificar a melhor relacdo substrato/enzima. Quantidades de 50 a 300 mg do élcool foram
submetidas a acetilagdo, fornecendo rendimentos de conversao entre 18,8 e 52,7%. As condi¢des
reacionais foram: agitacdo mecanica (150 rpm), temperatura (30°C), tempo reacional (60 horas),
solvente (20 mL) e quantidade equimolar de anidrido acético. Os resultados encontram-se
descritos no Grafico 10 (p. 149). Examinando-os pdde-se concluir que 200 mg (52,7% de
conversdo) € realmente a quantidade ideal quando sao utilizados 150 mg de EICC, ou seja, 200

mg/150 mg é a melhor relagdo enzima/substrato.
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Grafico 10: Rendimentos reacionais das acetila¢cdes do dlcool anisico com EICC obtidos pela

variacdo da quantidade do substrato (dlcool anisico)

5.3.4.5. Influéncia da Velocidade de Agitacao

A velocidade de agitacdo do sistema também teve influéncia no rendimento reacional na

acetilacdo do dlcool anisico, sendo constatado um aumento na conversdo a medida que variou-se

a velocidade de agitacdo de 50 a 150 rpm (Graf. 11, p. 150). As condi¢des reacionais, foram:

alcool anisico (200 mg), anidrido acético (148 mg), hexano (20 mL), temperatura (30°C) e tempo

de reacdo (60 horas). Analisando os resultados expostos no Grafico 11, pode-se constatar um

aumento linear na conversao com a elevagdo da velocidade de agitacdo, que pode ser justificado

por uma melhor transferéncia de massa no sistema enzima/substrato.
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Grafico 11: Rendimentos reacionais das acetilacdes do dlcool anisico com EICC obtidos pela

variacdo da velocidade de agitacao

5.3.4.6. Influéncia da Temperatura

As moléculas de dgua que se encontram em torno da molécula enzimadtica, exercem um
importante papel na estabilidade térmica da proteina. Entretanto, a dgua livre € a principal
responsavel pelas reacdes que provocam termoinativagdo irreversivel de enzimas (AHEM e

KLIBANOV, 1985; ZALE e KLIBANOV, 1986).

Ao serem submetidas por um longo periodo de tempo a temperaturas elevadas, as enzimas
sofrem um desenrolamento, expondo seus grupos reativos e dreas hidrofébicas mais internas.
Todo esse processo acarreta modificacdes quimicas irreversiveis, conduzindo a um estado de
desordenamento molecular da enzima (LIMA e ANGNES, 1999), podendo ocorrer deaminacao
dos residuos de aspargina e glutamina, hidrélise de ligagdes peptidicas nos residuos de acido
aspartico, permuta dissulfeto-tiol, destruicdo de ligacdes dissulfeto, oxidacdo de cisteina,
isomerizacdo de proteinas e outros processos, que conduzem a inativa¢do da enzima (VOLKIN e
KLIBANOV, 1989). Esses processos exigem a participacdo de moléculas de dgua e, portanto,
nao devem ocorrer em ambientes livres de 4gua como em solventes organicos anidros. Diversos
trabalhos demonstraram a termoestabilidade de suspensdes enzimadticas em solventes organicos,

muito superior, que em solucdes aquosas. Zaks e Klibanov (1984) demonstraram que a lipase
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pancredtica de suinos em solugdes aquosas a 100°C foi completamente inativada em menos de
dois minutos, ao passo que nesta mesma temperatura, mantém elevada atividade por varias horas,

se o percentual de d4gua nao superar 0,4%.

Visando otimizar o rendimento da reacdo de bioacetilagdo do dlcool anisico, bem como
avaliar a termoestabilidade de EICC, foram realizados experimentos em outras temperaturas (50 e
70°C). As condigcOes reacionais utilizadas nestes testes foram: 150 mg de EICC, 200 mg do
alcool anisico, 148 mg de anidrido acético e 20 mL de hexano. Para cada temperatura os
rendimentos foram monitorados em entre 1 e 24 horas de reacdo. Os resultados obtidos nas

temperaturas de 50°C e 70°C encontram nos Graficos 12 (p. 151) e 13 (p. 152), respectivamente.
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Grafico 12: Rendimentos reacionais das acetilacdes do alcool anisico com EICC obtidos a 50°C
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Griafico 13: Rendimentos reacionais das acetilacdes do alcool anisico com EICC obtidos a 70°C

Observou-se um aumento considerdvel na conversao com a elevacdo da temperatura. A
50°C (Graf. 12, p. 151), foi detectado uma conversdo de 13,9% com apenas 1 hora de reacdo. O
valor (64,3%) obtido em somente 18 horas de reacao a S0°C foi préximo daquele (67,8%) obtido
em 72 horas de reacdo a 30°C. Com 24 horas de reacdo a 50°C verificou-se um aumento de
apenas 0,6% no rendimento (64,9%), indicando que o equilibrio quimico e, consequentemente, o
rendimento maximo para essa temperatura, foram alcancados. O rendimento reacional maximo
(93,3%) a 70°C (Graf. 13, p. 152) também foi observado apds 24 horas de reacdo, mostrando-se
muito superior a aquele obtido a 50°C (64,9%), um aumento percentual de 28,4%. Através dos
referidos resultados foi concluido que rendimentos excelentes (93,3%) podem ser obtidos, em
menor tempo, quando a reagdo de bioacetilagdo do dlcool anisico com EICC se processa a 70°C,

indicando, também, uma boa termoestabilidade do complexo enzimatico imobilizado.

5.3.4.7. Reutilizacao das Enzimas Imobilizadas (EICC)

Uma das principais vantagens da utilizagdo de enzimas imobilizadas em reagdes de

biocatdlise é a possibilidade de reutilizacio (SOARES et al., 1999), atrelando ao processo
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reacional uma maior economia. Objetivando avaliar o potencial de reuso de EICC, a reacdo de
acetilacdo do élcool anisico foi repetida cinco vezes consecutivas com o0 mesmo material
enzimatico, a 30°C. Neste estudo foram utilizadas as condi¢des otimizadas (150 mg de EICC,
200 mg de substrato, 148 mg de anidrido acético, 20 mL de hexano, 150 rpm de agita¢do e tempo
de reacdo de 72 horas). O intervalo entre uma reacdo e outra foi de aproximadamente 2 horas. Os

resultados encontram-se no Grafico 14.
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Grafico 14: Rendimentos reacionais das acetilacdes do dlcool anisico com EICC obtidos apds

cinco reacdes com o mesmo material enziméatico a 30°C

Foi concluido a partir desses resultados que o rendimento de conversao das reacdes variou
muito pouco (2,0%) entre a 1* e 5* reagdes, comprovando que a EICC podem ser reutilizada

vdrias vezes sem modificacdo acentuada no rendimento.

Também foi testada a reutilizagdo de EICC a 70°C (temperatura que apresentou maior
conversdo), e os resultados encontram-se no Grafico 15 (p. 154). Foi observado que nesta
temperatura o nimero de ciclos de reuso € inferior ao apresentado a 30°C, visto que, ap6s a 3*

reacdo o rendimento ja demonstra um decréscimo consideravel (7,5%) em relagdo a 1* reagao.
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Grafico 15: Rendimentos reacionais das acetilacdes do dlcool anisico com EICC obtidos apés

cinco reacdes com o mesmo material enziméatico a 70°C

A seguir sdo mostrados os espectros de RMN 'H, °C e DEPT 135° do produto de

acetilacdo do élcool anisico com EICC a 70°C.

A acetilagdo do élcool anisico catalisada por EICC foi comprovada através dos espectros
de RMN 'H e "°C. Assim, os sinais [8117,34 (d) € 6,92 (d); 5,08 (5); 3,83 (s) e 2,11 ()] registrados
no espectro de RMN 'H (Fig. 127, p. 141) do acetato de anisila obtido por via usual, foram
observados no correspondente espectro (Fig. 130, p. 155) [0y 7,31 (d) e 6,91 (d); 5,05 (s); 3,81
(s) e 2,09 (s)] do acetato obtido em presenca de EICC. A mesma observacdo foi feita nos
espectros de RMN BC com relagdo aos sinais [d¢c 170,86 (C=0); 159,70 (C); 128,86 (C); 130,11
(CH); 113,97 (CH); 66,08 (OCH,); 55,21 (OCH3) e 20,98 (CH3)] do produto via reagdo usual e,
aos sinais [d¢ 171,20,86 (C=0); 159,84 (C); 130,29 (C); 129,59 (CH); 114,14 (CH); 66,32
(OCHy); 55,46 (OCH3) e 21,28 (CH3)] do produto via reagdo biocatalitica.
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Figura 130: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) da mistura obtida na bioacetila¢do do

alcool anisico com EICC a 70°C
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Figura 131: Espectro de RMN Bc (125 MHz, CDCl;3) da mistura obtida na bioacetilagdo do

alcool anisico com EICC a 70°C
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Figura 132: Espectro de RMN DEPT 135° (125 MHz, CDCl3) da mistura obtida na bioacetilagao

do alcool anisico com EICC a 70°C
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Figura 133: Cromatpgrama da mistura obtida na bioacetilagdo do dlcool anisico com EICC a

70°C
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Figura 134: Espectro de massa do élcool anisico, tr=6,40 min (Fig. 133)
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Figura 135: Espectro de massa do acetato de anisila, tr=8,10 (Fig. 133)

5.3.5. Acetilacio Enzimitica de outros Alcoois

Motivados pelos resultados obtidos com a bioacetilagao do édlcool anisico, estas reacoes
foram estendidas a outros tipos de dlcoois (primdrios, secunddrios e tercidrios) e fendis,
utilizando EICC como biocatalisador. Grande parte dos compostos selecionados foram dlcoois
obtidos a partir da biorredug@o de substratos carbonilados com o caldo de cana de agucar bruto
(CC) (Cap. 5, sub-item 5.2, p. 77). Neste estudo utilizou-se, sempre, as condicdes otimizadas
para EICC na bioacetilagdao do dlcool anisico (Cap. 5, sub-item 5.3.4, p. 143), sendo: 200 mg do
substrato (4lcool ou fenol), 1 equivalente de anidrido acético, 150 mg de EICC, 30°C de
temperatura, 72 horas e agitacao de 150 rpm. Em alguns casos avaliou-se, ainda, a influencia da
temperatura nos rendimentos de conversao, efetuando as reacdoes também a temperatura de 70°C
por 24 horas (condi¢do otimizada com o dlcool anisico para a temperatura e o tempo). Os
produtos reacionais foram analisados e tiveram seus rendimentos de conversdo calculados por

RMN 'H e CG-EM. As conversdes obtidas por RMN 'H foram determinados através da
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comparacao da integracdo dos sinais referentes ao(s) hidrogénio(s) carbinélico(s) do dlcool com

o(s) correspondente(s) hidrogénio(s) do acetato (Tab. 59, p. 203).
5.3.5.1. Acetilacio Enzimatica de Alcoois Primarios

A bioacetilacdo foi efetuada com a utilizacdo de dois grupos de alcodis: aromaticos e

alifaticos.
+* Aromaticos

Os élcoois aromaticos primdrios submetidos a acetilacdo enzimética com EICC foram:

benzilico (3a), 3-metoxibenzilico (5a), cinamico (7a) e furfurilico (9a) (Esq. 4).

Esquema 4
A
EICC OAc
—_ >
(Ac)20
R
(3a) R=H (3a') R=H
(5a) R=OCHj3; (5a') R=OCHj,4
6 3 ! S
; N "Sppg  EICC @N\OAC
2 —_ >
’ 2 (7a) (Ac)0 (7a")
3
0 R EICC 0
OH ——> OAc
(9a) (9a")

Os resultados foram descritos na Tabela 54 (p. 159). Os dlcoois benzilico (3a) e 3-
metoxibenzilico (Sa), andlogos quimicos do alcool anisico (padrdo utilizado na determinacdo dos
parametros 6timos de EICC) exibiram conversdes (42,3% e 46,2%, respectivamente) a 30°C,
inferiores aos do dlcool anisico (>60%) nesta mesma temperatura. Constatacdo semelhante

ocorreu quando a reagdo foi realizada a 70°C, onde o rendimento de conversdo (93,3%) obtido
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para o alcool anisico foi superior a aqueles obtidos para os dlcoois benzilico e 3-metoxibenzilico

(77,7% e 68,1%, respectivamente).

Tabela 54: Rendimentos de conversao da bioacetilacao dos dlcoois aromaticos primarios

RMN 'H (%) CG-EM (%)
alcool 30°C 70°C 30°C 70°C
3a 35,0 80,2 42,3 77,7
5a 26,8 68,3 46,2 68,9
7a 36,6 74,2 41,4 71,6
9a 39,0 - 49,7 -

A reacdo de acetilagc@o do dlcool cindmico (7a) apresentou conversodes de 41,4% e 71,6%,
a 30°C e 70°C, respectivamente, semelhantes aos alcoois 3a e Sa. A bioacetilacdo do alcool
furfurilico (9a) foi realizada somente a 30°C, contudo, houve também uma semelhanca em

termos de resultados (49,7%) em relagdo aos outros dlcoois aromaéticos.

4.6618
3.1133

Figura 136: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do padrao alcool benzilico (3a)
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Figura 137: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) da mistura obtida na bioacetilagdo do

alcool benzilico (3a) com EICC a 30°C
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Figura 138: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) da mistura obtida na bioacetilagdo do

alcool benzilico (3a) com EICC a 70°C
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Figura 139: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilacdo do dlcool benzilico (3a)

com EICC a 30°C
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Figura 140: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilagdo do dlcool benzilico (3a)

com EICC a 70°C
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Figura 141: Espectro de massa do dlcool benzilico (3a), tr: 8,06 min (Fig. 141)
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Figura 142: Espectro de massa do acetato de benzila (3a’), tr: 10,12 min (Fig. 141)

Na maior parte dos casos, os rendimentos de conversdo obtidos por RMN '"H foram
determinados através da comparacdo da integracdo dos sinais referentes ao(s) hidrogénio(s)
carbindlico(s) do dlcool com o(s) correspondente(s) hidrogénio(s) do acetato. Os resultados da
Tabela 59 (p. 203) demonstraram, claramente, a evolucdo das reacdes em diferentes
temperaturas, através da comparagdo dos espectros de RMN 'H. Por exemplo, no caso do dlcool
benzilico (3a), na reacdo a 30 °C, o espectro (Fig. 137, p. 160) registrou a presenca da mistura
bindria de 3a e 3a’, porém, a integracdo da drea do sinal em dy 4,69 dos hidrogénios do dlcool
tem quase o dobro da integracdo do sinal em 8y 5,12 dos correspondentes hidrogénios do acetato.
Por outro lado, na reagdo a 70°C (Fig. 138, p. 160), o sinal em 8y 4,71 dos hidrogénios
carbindlicos tem, aproximadamente, apenas Y4 da integracdo do sinal em Jy 5,14, dos
correspondentes hidrogénios do acetato, em acordo com o maior rendimento do acetato na reacao
a 70 °C e conforme expresso na Tabela 54 (p. 159). Em adi¢do, o sinal simples em 8y 2,10 dos
hidrogénios do grupo metila no espectro do acetato obtido na reacdo a 70 °C, tem drea maior que
o mesmo sinal no acetato obtido a 30 °C. A acetilacio foi corroborada também pela comparacao

dos espectros de massa do dlcool e do acetato, onde foram observados picos correspondentes aos
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ions moleculares em m/z 108 e 150, respectivamente. No espectro de massa do produto, os

principais picos em m/z 108 (100%), 91 (80%) e 43 (63%), ratificaram a estrutura do acetato de

benzila (3a’).
+e
OH +
CH;-C=0

m/z 108 m/z 91 m/z 43

Praticamente, as mesmas observacdes e conclusdes em relacdo aos espectros de RMN 'H e de
massa, puderam ser feitas para os produtos das reacdes efetuadas com os substratos 3a, Sa, 7a,
9a, 23, 24, 25, 10a, 1a, 2a ¢ 13a. As reacdes com os dlcoois furfurilico (9a), amilico (23),
feniletan-1-ol (1a), 3-metoxi-feniletan-1-ol (2a) foram efetuadas somente na temperatura de 30

oc.

m NN A

. L R W
ppm 7 6 5 4 3 2 1 0

Figura 143: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do padrao alcool 3-metoxibenzilico (5a)
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Figura 144: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) da mistura obtida na bioacetilacido do

alcool 3-metoxibenzilico (5a) com EICC a 30°C
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Figura 145: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) da mistura obtida na bioacetilacdo do
alcool 3-metoxibenzilico (5a) com EICC a 70°C
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Figura 146: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilacdo do é&lcool 3-

metoxibenzilico (5a) com EICC a 30°C
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Figura 147: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilacdo do é&lcool 3-

metoxibenzilico (5a) com EICC a 70°C



Capitulo 5: Resultados e Discussées - Tese de Doutorado - Assungdo, J. C. C.

166

100 -
109
”
94
39 st 65
W ll
;l,li}] .‘.,!‘”.E.‘“l;!..l,.l..l.l...'.:!...;:m,‘.‘.}{'.‘,!4.‘.‘.L......].i :m-,m-!‘!‘I.‘.ml‘.‘.[.‘ }f?,ﬂq—u
30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140

Figura 148: Espectro de massa do dlcool 3-metoxibenzilico (5a), tr: 11,95 min (Fig. 146)
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Figura 150: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do padrao alcool cinamico (7a)

T



Capitulo 5: Resultados e Discussées - Tese de Doutorado - Assungdo, J. C. C.

167

Figura 151: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) da mistura obtida na bioacetilagdo do

alcool cindmico (7a) com EICC a 30°C
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Figura 152: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) da mistura obtida na bioacetilacdo do

alcool cindmico (7a) com EICC a 70°C
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Figura 153: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilagao do dlcool cinamico (7a)

com EICC a 30°C
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Figura 154: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilagao do dlcool cinamico (7a)

com EICC a 70°C
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Figura 155: Espectro de massa do dlcool cinamico (7a), tr: 12,31 min (Fig. 153)
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Figura 156: Espectro de massa do acetato de cinamila (7a’), tr: 14,23 min (Fig. 153)
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Figura 157: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) do padrao alcool furfurilico (9a)
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Figura 158: Espectro de RMN '"H (500 MHz, CDCl3) da mistura obtida na bioacetilagdo do

alcool furfurilico (9a) com EICC a 30°C

GCMS Chromatogram
height

5581

8500000 3
8000000
7500000
7000000
6500000
6000000
55000003
5000000
4500000
4000000
3500000 3
3000000
2500000 3
2000000
1500000 5
1000000

somgél\—r%_h N I\{LLﬁIIF\III

LTH

|| R A R

TIC

*1.00

Figura 159: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilacdo do dlcool furfurilico (9a)

com EICC a 30°C
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Figura 160: Espectro de massa do dlcool furfurilico (9a), tr: 5,59 min (Fig. 159)
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Figura 161: Espectro de massa do acetato de furfurila (9a’), tr: 9,77 min (Fig. 159)

%+ Alifaticos

Os élcoois alifaticos submetidos a bioacetilagdo foram: amilico (23), octilico (24),
decandico (25), citronelol (10a) e alilico (26) (Esq. S, p. 172). Na Tabela 55 (p. 172) encontram-

se registrados os resultados coletados neste estudo.
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Esquema 5

1 EICC
ZST0H s T 0Ac

(23) n=2 (Ac)0 (23a) n=2
(24) n=5 (24a) n=5
(25) n=7 (25a) n=7
EICC
1
§j\OH (AchO | OAc
(10a) (10a")
_~_-OH EICC o~ OAc
(26) (Ac)0 (26a)

Tabela 55: Rendimentos de conversao da bioacetilacao dos dlcoois alifaticos primarios

RMN 'H (%) CG-EM (%)
dlcool 30°C 70°C 30°C 70°C
23 53,6 - 80,9 91,7
24 31,6 75,5 44,7 85,9
25 32,2 85,0 43,9 82,7
10a 443 79,6 33,0 73,0
26 - - 7,7 -

As acetilacdes dos dlcoois primdrios de cadeia aberta saturada normal 23 (Cs), 24 (Cg) e
25 (Cjp) exibiram bons rendimentos de conversao (80,9%, 44,7% e 43,9%, respectivamente)
reacionais a 30°C. Quando a reacdo foi realizada a 70°C os rendimentos de conversao (91,7%,
85,9% e 82,7%) dos produtos de 23, 24 e 25, respectivamente, elevaram-se consideravelmente,
demonstrando a grande influencia térmica na atividade enzimatica de EICC. Foi observado ainda,
a grande susceptibilidade a bioacetilagdo do dlcool 23 (Cs), comparado aos dlcoois de cadeia
homdloga 24 (Cg) e 25 (Cjp). O monoterpeno de cadeia aberta 10a, citronelol, apresentou uma
razoavel conversdo a 30°C (33,0%) e boa a 70°C (73,0%), com um aumento de 40% de

rendimento sob um aumento de 40°C na temperatura. Ja para o dlcool alilico (26), uma baixa
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reatividade foi observada, com uma conversao de apenas 7,7%, calculado somente por CG-EM.
A alta volatilidade, da mistura élcool alilico/acetato de alila, impediu sua separacdo do solvente

(hexano) por destilagdo. Porém, uma aliquota retirada diretamente da mistura reacional permitiu a

obtencdo do CG-EM.

Figura 162: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do padrao alcool amilico (27)
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Figura 163: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) da mistura obtida na bioacetilacdo do
alcool amilico (23) com EICC a 30°C
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Figura 164: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilagdo do édlcool amilico (23)

com EICC a 30°C
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Figura 165: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilacdo do édlcool amilico (23)

com EICC a 70°C
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Figura 166: Espectro de massa do dlcool amilico (23), tr: 4,36 min (Fig. 164)
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Figura 167: Espectro de massa do acetato de amilila (23a), tr: 7,80 min (Fig. 164)
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Figura 169: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) da mistura obtida na bioacetilacdo do
alcool octilico (24) com EICC a 30°C
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Figura 170: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) da mistura obtida na bioacetilacdo do
alcool octilico (24) com EICC a 70°C
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Figura 171: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilagdo do alcool octilico (24)

com EICC a 30°C
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Figura 172: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilacdo do élcool octilico (24)

com EICC a 70°C
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Figura 173: Espectro de massa do dlcool octilico (24), tr 8,52 min (Fig. 171)
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Figura 174: Espectro de massa do acetato de octila (24a), tr: 10,73 min (Fig. 171)
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Figura 175: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) do padrao alcool decandico (25)
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Figura 176: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) da mistura obtida na bioacetilagdo do

alcool decandico (25) com EICC a 30°C
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Figura 177: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) da mistura obtida na bioacetilacdo do

alcool decandico (25) com EICC a 70°C
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Figura 178: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilagdo do dlcool decandico (25)

com EICC a 30°C
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Figura 179: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilagdo do dlcool decandico (25)

com EICC a 70°C
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Figura 180: Espectro de massa do dlcool decandico (25), tr: 11,72 min (Fig. 178)
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Figura 181: Espectro de massa do acetato de decanoila (25a), tr: 13,66 min (Fig. 178)
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Figura 183: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) da mistura obtida na bioacetilacdo do

citronelol (10a) com EICC a 30°C
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Figura 184: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) da mistura obtida na bioacetilacdo do
citronelol (10a) com EICC a 70°C
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Figura 185: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilacdo do citronelol (10a) com

EICC a 30°C
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Figura 186: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilacdo do citronelol (10a) com

EICC a 70°C
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Figura 187: Espectro de massa do élcool citronelol (10a), tr: 11,00 min (Fig. 187)
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Figura 188: Espectro de massa do acetato de citronelila (10a’), tr: 12,84 min (Fig. 187)
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Figura 189: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilacdo do dlcool alilico (26) com

EICC a 30°C
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Figura 190: Espectro de massa do dlcool alilico (26), tr: 2,24 min (Fig. 189)
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Figura 191: Espectro de massa do acetato de alila (26a), tr: 3,42 min (Fig. 189)
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5.3.5.2. Acetilacio Enzimatica de Alcoois Secundérios

De modo semelhante aos dlcoois primdrios, a bioacetilacdo dos dlcoois secundarios foi

realizada utilizando dois tipos: aromaticos e alifaticos (ciclicos e aciclicos).
% Aromaticos

Os alcoois aromaticos secundarios selecionados foram: feniletan-1-ol (1a) e 3-metdxi-
feniletan-1-ol (2a) (Esq. 6, p. 186). Estes dlcoois foram obtidos a partir da biorreducdo da

acetofenona e 3-metoxi-acetofenona, respectivamente, utilizando o CC como biocatalisador.

Esquema 6
OAc
EICC
—_—
(Ac)O
R

(1a) R=H (1a") R=H
(2a) R=0OCHj; (2a') R=OCHj

Os alcoois aromaticos secundarios exibiram rendimentos de conversdao bem inferiores,
12,6% (1a) e 18,3% (2a) (Tab. 56, p. 187), aos apresentados pelos dlcoois aromaticos primarios
(>40%), a 30°C de temperatura. O dlcool 2a apresentou uma conversao (~6%) levemente
superior ao dlcool 1a, revelando uma pequena influencia do grupo metoxila. Vale observar que, a

3-metoxiacetofenona € reduzida em menor extensdo (~20%) que a acetofenona.

Em termos de dados espectrométricos, por exemplo, a acetilacio do dlcool 1a por via
biocatalitica foi demonstrada pelo espectro de RMN 'H (Fig. 193, p. 188) através do quarteto (J
= 6,57 Hz) em &y 5,90 devido ao hidrogénio H-1, vicinal ao grupo metila e ligado ao carbono que
sustenta o grupo acetoxila. Observagdes semelhantes foram detectadas com relagdo aos outros

alcodis secundarios.
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Tabela 56: Rendimentos de conversao da bioacetilacdo dos dlcoois aromaticos secundarios

RMN 'H (%) CG-EM (%)
dlcool 30°C 30°C
1a 16,1 12,6
2a 14,9 18,3

5t
7
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Figura 192: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) do padrao 1-fenil-etan-1-ol (1a)
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Figura 193: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) da mistura obtida na bioacetilacdo do 1-

fenil-etan-1-ol (1a) com EICC a 30°C

GCMS Chromatogram
height

10000000 E

5000000
g

CTIC
o A il T*00
T T T T | RRARERARAN| T T T T T L N A I A | T T 1
6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 194: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilacdo do 1-fenil-etan-1-ol (1a)

com EICC a 30°C
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Figura 195: Espectro de massa do 1-fenil-etan-1-ol (1a), tr: 8,36 min (Fig. 194)
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Figura 196: Espectro de massa do acetato de 1-fenil-etan-1-ila (1a’), tr: 10,45 min (Fig. 194)
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Figura 197: Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl3) do padrao 3-metoxi-1-fenil-etan-1-ol (2a)
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Figura 198: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl;) da mistura obtida na bioacetilagdo do 3-
metoxi-1-fenil-etan-1-ol (2a) com EICC a 30°C
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Figura 199: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilagdo do 3-metoxi-1-fenil-etan-

1-o0l (2a) com EICC a 30°C
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Figura 200: Espectro de massa do 3-metoxi-1-fenil-etan-1-ol (2a), tr: 11,77 min (Fig. 199)
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Figura 201: Espectro de massa do acetato de 3-metoxi-1-fenil-etan-1-ila (2a’), tr: 15,47 min

(Fig. 199)
¢ Alifaticos Ciclicos

As bioacetilagdes enzimdticas de 4lcoois ciclicos saturados, ciclopentanol (12a) e
ciclohexanol (13a) (Esq. 7, p. 192), apresentaram rendimentos de conversao (40,5% e 23,3%,
respectivamente) (Tab. 57, p. 192), superiores aos dos dlcoois aromaticos secundérios 1a e 2a, na
mesma temperatura (30°C). Novamente, as conversdes mostraram-se inferiores aos dos dlcoois
primérios testados, exceto para o dlcool alilico (26). A acetilagdo enzimatica do ciclohexanol
(13a) foi realizada, adicionalmente, a 70°C, e foi observada uma variagdo de 50,8% no

rendimento, isto €, passou de 23,3% (30°C) para 74,1% (70°C) (Tab. 57, p. 192).
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Esquema 7
QI/OH EICC Q/OAC
—_—>
)n (Ac),0 )n
(12a) n=1 (12a") n=1
(13a) n=2 (13a') n=2

Tabela 57: Rendimentos de conversao da bioacetilacao dos dlcoois alifaticos ciclicos secundarios

RMN 'H (%) CG-EM (%)
alcool 30°C 70°C 30°C 70°C
12a - - 40,5 -
13a 10,7 56,8 23,3 74,1
GCMS Chromaiogram
height
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Figura 202: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilagcdo do ciclopentanol (12a)

com EICC a 30°C
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Figura 203: Espectro de massa do ciclopentanol (12a), tr: 4,90 min (Fig. 203)
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Figura 205: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) do padrao ciclohexanol (13a)
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Figura 206: Espectro de RMN '"H (300 MHz, CDCl3) da mistura obtida na bioacetilagdo do

ciclohexanol (13a) com EICC a 30°C
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Figura 207: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) da mistura obtida na bioacetilacdo do

ciclohexanol (13a) com EICC a 70°C
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Figura 208: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilacdo do ciclohexanol (13a)

com EICC a 30°C
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Figura 209: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilacdo do ciclohexanol (13a)

com EICC a 70°C
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Figura 210: Espectro de massa do ciclohexanol (13a), tr: 5,49 min (Fig. 208)
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Figura 211: Espectro de massa do acetato de ciclohexila (13a’), tr: 8,01 min (Fig. 208)

«+ Alifaticos Aciclicos

O élcool secundério 3-hidroxi-butirato de etila (16a), obtido por redu¢do do acetoacetato
de etila, um B-cetoéster, com NaBH,4, também foi submetido a bioacetilacio com EICC (Esq. 8).
Entretanto, diferentemente dos outros alcoois testados, 16a ndo demonstrou nenhum indicio de

reatividade. Andlise do meio reacional apds reacdo ndao demonstrou formacdo de produtos.

Esquema 8
OH O
_— a
07 (Ac),0

(16a)
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5.3.5.3. Acetilacio Enzimatica de Alcoois Tercidrios

Segundo a literatura (ALLINGER, 1978) os dlcoois tercidrios sdo bem menos susceptiveis
a acetilacdo do que os dlcoois primdrios e secunddrios. Tendo em vista esta observacdo, foi
testada a reacdo de acetilacdo enzimdtica dlcool tercidrio a-terpineol (27) (Esq. 9) com EICC.
Como esperado, os rendimentos de conversdo 0,4% e 0,7% nas reagdes a 30°C e 70°C,
respectivamente, calculados somente por CG-EM, foram extremamente reduzidos, demonstrando

o elevado desfavorecimente de acetilagcdo de dlcoois tercidrios.

Esquema 9
EICC
%
(Ac),0
OH OAc
27 (27a)
GCMS Chromatogram
height
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Figura 212: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilacdo do a-terpineol (27) com

EICC a 30°C
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Figura 213: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilacdo do a-terpineol (27) com

EICC a 70°C
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Figura 214: Espectro de massa do a-terpineol (27), tr: 5,42 min (Fig. 212)
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Figura 215: Espectro de massa do acetato de a-terpinila (27a), tr: 7,24 min (Fig. 212)
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5.3.5.4. Acetilacao Enzimatica de Fendis

De acordo com a literatura, a acetilacdo de fendis é menos favorecida que a de dlcoois
primdrios e secundérios. Tendo em vista este dado, o composto fendlico carvacrol (28) foi
submetido a bioacetilagdo com EICC (Esq. 10, p. 199). Rea¢des foram conduzidas a 30°C e
70°C, e foram obtidos baixos rendimentos de conversao (2,1% e 13,2%, respectivamente) (Tab.

58, p. 199), porém, muito superiores aos obtidos com o dlcool terciério (37).

Esquema 10

OH OAc
EICC

(Ac)0

(28) (28a)

Tabela 58: Rendimentos reacionais da bioacetilagdo do carvacrol
RMN 'H (%) CG-EM (%)
alcool 30°C 70°C 30°C 70°C
28 - 8,2 2,1 13,2
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Figura 217: Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCl3) da mistura obtida na bioacetilagdo do
carvacrol (28) com EICC a 70°C
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Figura 218: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilagdo do carvacrol (28) com

EICC a 30°C
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Figura 219: Cromatograma CG-EM da mistura obtida na bioacetilagdo do carvacrol (28) com

EICC a 70°C
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Figura 220: Espectro de massa do carvacrol (28), tr: 6,60 min (Fig. 218)
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Figura 221: Espectro de massa do acetato de carvacrila (28a), tr: 7,45 min (Fig. 218)

Na Tabela 59 (p. 203) sdo mostrados os deslocamentos quimicos de hidrogénios

selecionados para comparacao dos substratos com seus respectivos produtos.

Para efeito de controle, os alcodis 1-octanol, benzilico e anisico foram submetidos a

reacdo com anidrido acético a temperatura de 30°C e foi observado em todos os casos produtos de

acetilacdo com rendimentos menor que 4%. Por sua vez, o 1-fenil-etan-1-ol em presenca de

anidrido acético e de esferas de alginato de sddio, a temperatura de 45°C, originou o acetato com

apenas 4% de rendimento.
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Tabela 59: Sinais de RMN 'H e integracio dos hidrogénios selecionados dos dlcoois primdrios e

secundérios comparados com a integracao dos sinais dos produtos obtidos por bioacetilacdo com

EICC

Substrato  Temp (°C)  H-observado On Integracdo  Produto On Integracio

30 2H-7 4,69 (s) 3,00 5,12 (s) 1,53
3a 3a’

70 2H-7 4,71 (s) 0,48 5,14 (s) 1,96

30 2H-7 4,65 (s) 1,32 5,00 (s) 0,48
Sa 5a’

70 2H-7 4,65 (s) 1,06 5,08 (s) 225

30 2H-T” 4,32 (d) 3,00 4,74 (dd) 1,72
Ta 7a’

70 2H-1” 4,36 (d) 0,54 4,80 (d) 1,55
9a 30 2H-5 4,59 (s) 1,29 92’ 5,02 (d) 1,28
23 30 2H-1 3,63 (1) 0,87 232 4,05(1) 1,00

30 2H-1 3,61 (t) 2,16 4,06 () 1,00
24 24a

70 2H-1 3,65 (t) 032 4,08 (1) 1,00

30 2H-1 3,53 () 2,10 3,98 (t) 1,00
25 25a

70 2H-1 3,66 (t) 0,18 4,08 (1) 1,00

30 2H-1 3,58 (m) 2,03 4,03 (m) 1,00
10a 10a’

70 2H-1 3,63 (m) 1,00 4,09 (m) 3,91
1a 30 2H-7 4,87 (q) 2,00 12’ 5,90 (q) 0,38
2a 30 2H-7 4,85 (q) 2,00 2a’ 5,85 (q) 0,35

30 H-1 3,58 (m) 1,00 4,72 (m) 0,12
13a 13a’

70 H-1 3,58 (m) 0,76 4,70 (m) 1,00
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6. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

6.1. Material Utilizado

Todos os reagentes utilizados nos ensaios de biotransformagdo foram de procedéncia
MERCK ou SYNTH, e o biocatalisador, caldo de cana-de-actcar (Saccharum officinarum), foi

comprado em um local especifico (Maranguape-Ceara).

O reagente de Folin-Ciocalteau foi da marca QEEL (Quimica Especializada Erich
LTDA). Os reagentes tartarato duplo de sédio e potassio (KNaC4H406.4H,0), carbonato de sédio
(NapCO3), hidréxido de sédio (NaOH), sulfato ciprico pentahidratado (CuSO4.5H,0), cloreto de
célcio (CaCly), alginato de sédio e anidrido acético utilizados, sdo todos de qualidade P.A. de

procedéncia VETEC.

As reacdes enzimdticas foram realizadas em uma mesa agitadora modelo CT-165 da

fabricante CIENTEC. Os solventes utilizados nas reagdes sao de qualidade P.A. da Synth.

Para as reagdes de bioacetilagdo foram utilizadas enzimas imobilizadas do caldo de cana.
Para tal, usou-se 300,0 mL do caldo de cana obtendo-se um rendimento de enzima imobilizada de
4,0 g. Para as reacdes de biorreducao foram utilizados 200 mL do caldo de cana bruto e 200 mg

dos substratos.

6.2. Métodos Cromatograficos
6.2.1. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As cromatografias de adsor¢do em camada delgada (CCD) foram realizadas utilizando-se
placas de vidro recoberta com silica gel 60 (® = 0,004-0,005 mm) com 0,5 mm de espessura da
marca VETEC na dimensao de 10 x 5 cm. Também foram utilizadas cromatoplacas de gel de
silica 60 (@ = 2-25 um) sobre poliéster T-6145 da SIGMA CHEMICAL CO, com camada de 250

pum de espessura e dimensdes de 20 x 20 cm.
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A revelacdo das substancias nas cromatoplacas foi realizada através de pulverizacdo com
solucdo de vanilina (CgHgO3) e dcido perclérico 0,75 M (HCIO4) em etanol (C,HcO), seguida de

aquecimento em estufa a 100°C por aproximadamente 3 minutos.

6.2.2. Cromatografia em Coluna por Adsorc¢ao

Nas colunas cromatogréficas por adsor¢do foi utilizado como adsorvente gel de silica 60
(® =0,025-0,020 mm), cédigo 45.337, de procedéncia VETEC. O comprimento e o didmetro das

colunas variaram de acordo com as massas das amostras e de silica utilizadas.

6.3. Métodos Espectrométricos

Os espectros foram registrados em aparelhos pertencentes a Central Analitica do

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

6.3.1. Espectroscopia na Regiao do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

As leituras das absorcdes na regido do ultravioleta-visivel foram realizadas utilizando
espectrofotometro modelo Carey 50 Conc da Varian. Todas as leituras foram realizadas em

comprimentos de onda adequados aos métodos, sendo sempre obtidas medidas em triplicatas.

6.3.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)
e de Carbono-13 (RMN "C)

Os espectros de RMN 'H e "°C foram realizados no Centro Nordestino de Aplicacdo e
Uso da Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) desta Universidade, utilizando-se
Espectrometros Bruker modelo Avance DPX-300 e modelo Avance modelo DRX-500, que
operam na freqiiéncia de hidrogénio a 300 MHz e 500 MHz e na freqiiéncia do carbono a 75

MHz e 125 MHz respectivamente.
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O solvente utilizado para dissolu¢do da amostra na obtencao dos espectros foi cloroférmio

deuterado (CDCls).

6.3.3. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

A quantificacdo dos rendimentos reacionais bem como os espectros de massa foram
obtidos em um equipamento SHIMADZU CG/EM QP5050A equipado com coluna capilar
dimetilpolisiloxano OV-5 (30,0 m x 0,25 mm x 0,25 pm) utilizando hélio a 1,0 mL/min como gas
carreador no modo split, operando com gradientes de temperatura que variavam dependendo da
natureza quimica dos compostos analisados. Para os compostos de baixa Massa Molecular
utilizou-se um gradiente de 10°C/min (40-180°C) e de 40°C/min (180°-300°C) e para os de
Massa Molecular mais elevada um gradiente de 10°C/min (100-180°C) e de 40°C/min (180-
300°C), com a temperatura de injetor de 250°C e detector de 280°C.

6.3.4. Cromatografia Gasosa acoplada a Detector de Ionizacado de Chama (CG-
DIC)

A determinagao dos excessos enantioméricos (ee) foi obtida com um cromatégrafo gasoso
da THERMO ELECTRON modelo Trace GC Ultra equipado com uma coluna capilar quiral da
Varian Chirasil-Dex CB (B-ciclodextrina, 25,0 m x 0,25 mm x 0,25 pm), utilizando hélio como
gds carreador com fluxo de 1,0 mL/min no modo split. Foram utilizados dois programas de
temperatura: 2°C/min (100-180°C) e 2°C/min (130-160°C). A temperatura do injetor e detector
foi 220°C.

6.4. Métodos para obtencao de dados fisicos
6.4.1. Rotacoes opticas

As rotagdes Opticas foram determinadas em polarimetro digital da PERKIN ELMER

modelo 341 pertencente a Central Analitica do Departamento de Quimica Organica e Inorganica
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da Universidade Federal do Ceard. As medidas foram feitas em um comprimento de onda de 589

nm a uma temperatura de 25 °C.

6.5. Determinacao do Teor de Proteinas no Caldo de Cana

Foram utilizados dois processos de determinag¢do de proteina: a metodologia de Lowry

modificada por Hartree e metodologia de Bradford.

6.5.1. Método de Lowry

Para a realizacdo da determinacdo de proteinas no caldo de cana, segundo Hartree

(HARTREE, 1972) foi necessério o preparo dos seguintes reagentes:

- Solucdo A: 50,0 g de Na,COs3 dissolvido em 250,0 mL de NaOH 1,0 M, seguida da
adicao de 1,0 g de tartarato duplo de sédio e potdssio e dissolucio em 500,0 mL de dgua

destilada.

- Solugdo B: 1,0 g de tartarato duplo de s6dio e potédssio e 0,5 g de CuSO4.5H,0
dissolvido em 45,0 mL de 4gua, seguido da adi¢cdo de 5,0 mL de NaOH 1,0 M.

- Solucdo C: 0,5 mL do reagente de Folin-Cicateau (molibdato, tungstato e dacido
fosférico) 2,0 M diluido em 7,5 mL de dgua. Esta solu¢do deve ser preparada diariamente e sua

concentracdo deve estar entre 0,15 ¢ 0,18 M.

O procedimento ocorreu da seguinte maneira: 0,1 mL do caldo de cana foi diluido para 50
mL utilizando dgua destilada. A 1,0 mL desta solu¢do amostra foi adicionada 0,9 mL do reagente
A, seguido do aquecimento a 50°C por 10 minutos. Apds resfriamento a temperatura ambiente,
foi adicionado 0,1 mL do reagente B e deixado a temperatura ambiente por 10 minutos. Entdo,
adiciona-se 3,0 mL do reagente C seguida de agitacdo, que logo apds € posto outra vez em

“banho Maria” a 50°C por mais 10 minutos, refria-se a temperatura ambiente e realiza-se a leitura
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em 650 nm. Uma curva de calibracdo com soro albumina bovina (BSA) como padriao foi

utilizada nas medidas.

O procedimento foi realizado em triplicata, tendo como controle em branco, um tubo de
ensaio contendo apenas dgua destilada. Como resultado detectou-se a presenca de 1,4% de

proteinas presentes no caldo de cana.

6.5.2. Método de Bradford

O procedimento consistiu em adicionar 2,5 mL do reagente de Bradford (Coomassie
Brilliant Blue G-250) a 0,1 mL do caldo de cana, sendo a leitura da absorcdo realizada apds 2
minutos em espectrofotdmetro num comprimento de onda em 595 nm, usando BSA como padrdo
de calibracdo. Foi realizado um branco utilizando 0,1 mL de dgua destilada e 2,5 mL do reagente
de Bradford. Este procedimento foi realizado em triplicata e permitiu detectar a presencga de 0,5%

de no caldo de cana.

6.6. Imobilizacao das Enzimas do Caldo de Cana de Acicar (Saccharum officinarum)

Para o processo de imobilizacdo das enzimas do caldo de cana, foi adotado o
procedimento adaptado da metodologia de Kalogeris (KALOGERIS et al., 2006). Foram
utilizados a 300,0 mL do caldo 3,0 g de alginato de sédio, que por sua vez foi submetido a
processo de agitacdo constante a temperatura ambiente por 2 horas até a completa miscibilidade

dos materiais.

A solucdo resultante foi entdo adicionada em 400,0 mL de solucdo de CaCl, 5 %,
utilizando uma seringa. Apds o fim do gotejamento da mistura caldo de cana/alginato, esta foi

deixada em repouso a temperatura ambiente por 20 horas.

Ao fim deste periodo, a solucdo contendo as esferas foi submetida a filtracdo, e
obtiveram-se entdo as enzimas imobilizadas, conforme mostra a Figura 222 (p. 210). Apds

filtracdes, seguiu-se o processo de lavagem das esferas com &dgua destilada. Terminadas as
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lavagens as esferas foram deixadas a secura a temperatura ambiente por dois dias, e apresentaram
o aspecto conforme mostra a Figura 223 (p. 210). Ao fim do processo as enzimas imobilizadas

foram pesadas e apresentaram um total de 4,0 g.

Figura 222: Fotografia das enzimas imobilizadas do caldo de cana (EICC) apds filtracdo e

lavagem

Figura 223: Fotografia das enzimas imobilizadas do caldo de cana (EICC) apds secagem a

temperatura ambiente

EICC também foi fotografada por Microscopia de Varredura Eletronica (MEV) utilizando

metalizacdo em ouro, para determina¢do do diametro de suas particulas. A morfologia da amostra
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foi analisada por aumentos de 65X (Fig. 224, p. 211), 125X (Fig. 225, p. 211), 250X (Fig. 226,
p- 212) e 500X (Fig. 227, p. 212) e o didmetro das particulas estimado em 0,73 mm. As MEVs

foram obtidas no Laboratério de Caracterizacdo de Materiais (LACAM) do Departamento de

Engenharia de Materiais da Universidade Federal do Ceard (UFC).

Acc¥ SpotMagn Det WD 1 1mm
150kV 60 63x SE 91

Figura 224: Fotografias MEV com 65X de aumento de trés particulas de (EICC)

AccY SpotMagn Det WD F—— 500 m
150kv 60 125x  SE 9.1

Figura 225: Fotografias MEV com 125X de aumento de uma particula de (EICC)
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AccV SpotMagn Det WD F——— 200 m
15.0 kv 6.0 250x SE 9.1

-

AccV  SpotMagn  Det WD ] 100 um
. NIE0KVE0 500x SE 9.

N

Figura 227: Fotografias MEV com 500X de aumento de uma particula de (EICC)

6.7. Métodos Reacionais
6.7.1. Reducio dos compostos carbonilicos com NaBH, (boridreto de sédio)

Utilizando metodologia adaptada de Machado et al. (2004) foram realizadas reagdes de
reducdo quimica com NaBH4 para a obten¢do dos padrdes dos dlcoois. Em um baldo de fundo
redondo de 50,0 mL colocou-se 1,0 g do composto carbonilico, sendo em seguida adicionado

uma solugdo contendo 1,0 g de NaBH, dissolvido em 20,0 mL de metanol, previamente
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preparada em banho de gelo. A mistura foi submetida a agitacdo mecanica por 2 horas, sendo a
mistura reacional analisada por CCD apds este tempo, para confirmagdo do final da reacgdo.
Adicdo de 75 mL de dgua destilada, extragdo com acetato de etila (3 x 100 mL), evaporacdo do

solvente sob vacuo e secagem com Na;SO, anidro resultava no élcool desejado.

Quando necessario, realizava-se purificacdo dos produtos obtidos utilizando coluna
cromatografica de silica gel. Os produtos das reducdes do furfural, ciclopentanona, e B-cetoester
ndo necessitaram de purificacdo. J4 as reducdes da acetofenona, 4-metoxiacetofenona, vanilina e
carvona resultaram em produtos que foram purificados em coluna cromatogréfica de silica gel

utilizando hexano/acetato de etila (50/50) como eluente.

Os élcoois obtidos foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa (CG-EM) e ressonancia magnética nuclear (RMN 'H e "°C), para verificacdo da pureza

dos produtos.

6.7.2. Acetilacio Convencional do Alcool Anisico

Na acetilacdo convencional do dlcool anisico foram utilizados 200mg do dlcool
dissolvidos na mistura anidrido acético/ piridina (4,0:2,0 mL), sendo a mistura reacional mantida
sob agitacdo magnética por 24 horas. Em seguida adicionou-se solucdo de sulfato de cobre
(CuS0y4) 5% e efetuou-se extracdes com acetato de etila (2 x 12 mL). A fase organica foi lavada
com 4gua, e tratada com sulfato de sédio anidro (Na,SO4), € em seguida concentrada a pressao
reduzida obtendo-se 247 mg de material, com rendimento quimico de 95,0%. Posteriormente,
este foi purificado em coluna cromatogréfica eluida com CHClI3, e posteriormente analisado por

métodos espectroscopicos RMN 'He “C.
6.7.3. Biorreducoes dos compostos carbonilicos utilizando caldo de cana

Utilizou-se metodologia adaptada de Yadav (2002). Em um erlenmeyer de 500,0 mL
foram colocados 200,0 mL de caldo de cana de agicar recém preparo (na sua forma bruta)
juntamente com 200,0 mg do substrato carbonilico. Esta mistura foi entdo submetida a agitacao

mecanica em uma mesa agitadora modelo CT-165 da CIENTEC (160 rpm) por um periodo de 72
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horas. As misturas reacionais foram extraidas com acetato de etila (3 x 100 mL), as fases
organicas secas com Na,SOy4 anidro e concentradas sob pressdo reduzida. As misturas obtidas
foram cromatografadas em coluna empacotada com silica gel, para retirada parcial das impurezas

do caldo de cana, utilizando cloroférmio como eluente.

Tabela 60: Massas recuperadas nas reagcdes de biorreducao

Substrato Massa recuperada (mg)
acetofenona 128
4-metoxiacetofenona 135
benzaldeido 152
anisaldeido 162
m-anisaldeido 170
vanilina 120
cinamaldeido 159
a-metilcinamaldeido 147
furfural 128
citronelal 134
3-hexanona 120
ciclopentanona 135
ciclohexanona 152
pulegona 162
carvona 170
[-cetoester 147
dcido benzodico 120
butirato de etila 159
benzonitrila 170
benzamida 120
nitrobenzeno 159

1soniazida 147
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6.7.4. Bioacetilacoes dos alcoois utilizando enzima imobilizada em alginato do caldo

de cana

Primeiramente foram estabelecidas as condi¢des 6timas de atuagdo da enzima do caldo de
cana (utilizando o dlcool anisico como substrato), sendo testados parametros como: quantidade de
enzima imobilizada, tempo reacional, quantidade de substrato (dlcool), solvente e temperatura
reacional. Foi verificado que as melhores condi¢des de acdo da referida enzima sio: 150 mg de
enzima imobilizada, 60 horas de reacdo, 200 mg de substrato, hexano como solvente e 70°C de

temperatura.

Anidrido acético foi utilizado como doador de grupo acetila, na propor¢io de 1
equivalente em relacdo ao dlcool. O volume de solvente (hexano) foi sempre de 20 mL, e os
experimentos a temperatura ambiente foram realizados em erlenmeyer de 125 mL submetidos a
agitacdo magnética em mesa agitadora (150 rpm). Os experimentos com variacdes de temperatura
foram realizados em baldes de fundo redondo de 50 mL, sob agitagdo magnética e refluxo com

controle de temperatura através de termometro.

Tabela 61: Massas recuperadas nas reacdes de bioacetilagdes e quantidade de anidrido acético

utilizado

Substrato (200 mg) Anidrido acético (mg)  Massa recuperada (mg)

lcool anisico 148 232
alcool benzilico 189 231
alcool 3-metoxibenzilico 148 231
alcool cinamico 152 235
ciclohexanol 204 180
ciclopentanol 237 156
citronelol 131 202
carvacrol 136 228
a-terpineol 132 212

dlcool amilico 232 180

alcool octilico 157 195
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alcool decandico
alcool alilico
feniletan-1-ol
3-metoxi- feniletan-1-ol

alcool furfurilico

129
352
167
134
208

201
102
230
223
190
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7. CONCLUSOES

Neste estudo foi observado que os métodos de Lowry e Bradford (modificado por
Hartree), utilizados na determinagdo do teor de proteinas totais do CC, apresentaram resultados
discrepantes, ou seja, 1,4% e 0,5%, respectivamente. Estes resultados permitiram concluir que,
possivelmente, proteinas de baixo peso molecular predominam no CC, para o qual o método de
Lowry € mais especifico, segundo a literatura. Um bom teor protéico (1,4%) foi encontrado neste
material, quando comparado com outros valores da literatura [NASSAR, 1986 (1%);
MACHADO, 2004 (0,7%)], determinados através no método de Lowry. Em comparacao, foi

comprovado a versatilidade e eficiéncia do método de Lowry na determinacao do teor protéico.

O CC, conforme os resultados obtidos apresentou um potencial biocatalitico muito
eficiente para a redu¢do de compostos carbonilicos arométicos e alifaticos (cetonas e aldeidos).
Contudo, seu sistema redutase como previsto, nao revelou praticamente influéncia na reducao de
outros grupos, como ésteres, nitrilas e amidas. Como previsto, os aldeidos, como previsto, foram
os compostos mais reativos (91,0% a 100% de rendimentos), enquanto, as cetonas apresentaram
rendimentos que oscilaram entre baixos (2,5%) a elevados (100%). Em adicdo, vale destacar a

acdo quimio, regio e enantiosseletiva do biocatalisador, em relagao a alguns dos compostos.

Os excessos enantioméricos apresentados pelos produtos obtidos nas redugdes
enzimaticas das cetonas pro-quirais foram de baixos (25,7%) a excelentes (100,0%). Isto, como
acontece de modo geral, foi interpretado como resultante da afinidade enantiomérica entre as

enzimas do CC e a estrutura quimica da cetona.

A metodologia de Kalogeris, utilizada no processo de imobiliza¢do das enzimas do caldo
de cana (EICC), mostrou-se bastante eficiente, revelando um excelente percentual de

imobilizacdo enzimética (99,2%).

As EICC nao demonstraram nenhum potencial biorredutor, possivelmente devido a perca
de seus cofatores no processo de imobilizacdo. Porém, EICC mostrou-se um excelente

biocatalisador em reacoes de acetilacdo de alcoois.
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A otimizacdo dos parametros de acdo de EICC nas reacgdes de acetilacdo, utilizando o
dlcool anisico como substrato, permitiu estabelecer como melhores condi¢des: 200 mg de
substrato, 150 mg de EICC, solvente hexano, 70°C de temperatura, 24 horas de reacdo e
velocidade de agitagdo de 150 rpm. Este mesmo estudo possibilitou determinar o potencial de
reutilizacdo de EICC, sendo observado uma possibilidade de reuso acima de cinco vezes quando
a reacdo é processada a 30°C. Na temperatura de 70°C a possibilidade de reuso decresceu para

trés vezes.

As reacdes de bioacetilagdo foram estendidas a outros tipos de &lcoois (primarios,
secunddrios e um tercidrio), ¢ um fenol. Como esperado, os dlcoois primarios foram os mais
reativos (7,7% a 93,3%), enquanto, o alcool tercidrio (0,4% a 30°C e 0,7% a 70°C) e o fenol
(2,1% a 30°C e 13,2% a 70°C) apresentaram reatividade muito reduzida.

Os produtos obtidos nas reagdes de controle, cujos rendimentos foram na faixa de 0 a 4%,
foram considerados despreziveis e indicativos de que, EICC foram realmente responsaveis pela
catélise nas reacdes de obtencdo dos produtos com rendimentos importantes do ponto de vista

prético.
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8. DADOS ESPECTROSCOPICOS

Alcoois

1-fenil-etan-1-ol (1a). RMN 'H (500 MHz, CDCls): & 7,39 (sl); 5,83 (q, J = 6,45 Hz); 3,53 (s);
1,49 (d, J = 6,60 Hz). EMEI (70 eV): m/z 122 (M ™"; 32); 107 (90); 79 (100); 77 (62); 43 (30).

3-metoxi-1-fenil-etan-1-ol (2a). RMN 'H (500 MHz, CDCl3): 8 7,23 (t, J = 4,95); 6,92 (m); 6,80
(m); 4,77 (q, J = 6,48 Hz); 3,76 (s); 2,08 (s); 1,43 (d, J = 6,55 Hz). EMEI (70 eV): m/z 152 (M **;
50); 137 (45); 109 (100); 94 (34); 77 (32); 43 (30).

Alcool benzilico (3a). RMN 'H (300 MHz, CDCl3): & 7,35 (sl); 4,86 (s1). EMEI (70 eV): m/z 108
(M ™; 74); 107 (55); 79 (100); 77 (70); 51 (25).

Alcool anisico (4a). RMN 'H (300 MHz, CDCl5): § 7,22 (d, J = 8,52 Hz); 6,87 (d, J = 8,52 Hz);
4,50 (s); 3,76 (s). EMEI (70 eV): m/z 138 (M ™"; 65); 137 (60); 121 (50); 109 (90); 94 (70); 77
(100); 65 (40); 51 (65); 39 (68).

Alcool 3-metoxibenzilico (5a). RMN 'H (300 MHz, CDCl3): 6 7,27 (t, J = 8,16 Hz); 6,92 (m);
6,83 (m); 4,64 (s); 3,81 (s). EMEI (70 eV): m/z 138 (M ™; 75); 121 (12); 109 (75); 94 (55); 77
(100); 65 (48); 51 (60); 39 (60).

Alcool vanilico (6a). RMN 'H (500 MHz, CDCl3): & 6,80 (m); 4,52 (s); 3,84 (s). EMEI (70 eV):
m/z 154 (M™; 80); 153 (15); 137 (40); 122 (30); 93 (70); 65 (100); 39 (62).

Eter etil vanilico (6b). RMN 'H (500 MHz, CDCls): & 6,87 (m); 4,62 (s); 3,91 (s); 3,37 (s).
EMEI (70 eV): m/z 168 (M ™; 42); 167 (15); 151 (10); 137 (100); 122 (25); 94 (22); 65 (22).

Alcool cinAmico (7a). RMN 'H (300 MHz, CDCl3): 6 7,35 (m); 6,76 (d, J = 15,9 Hz); 6,36 (m);
4,37 (d, J = 6,3 Hz); 2,10 (s). EMEI (70 eV): m/z m/z 134 (M *"; 32); 115 (32); 105 (40); 92
(100); 78 (62); 51 (60).
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Alcool dihidrocinamico (7b). RMN 'H (300 MHz, CDCls): & 7,27 (m); 3,70 (t, J = 6,48 Hz);
2,97 (t, J = 7,59 Hz); 1,91 (q). EMEI (70 €V): m/z 136 (M ™"; 12); 117 (75); 93 (100); 77 (25); 65
(30); 51 (30).

Alcool furfurilico (9a). RMN 'H (500 MHz, CDCls): & 7,38 (s); 6,32 (s); 6,26 (s); 4,53 (s).
EMEI (70 eV): m/z 98 (M ™"; 100); 97 (60); 81 (62); 69 (50); 53 (65); 42 (70).

Citronelol (10a). RMN 'H (500 MHz, CDCl3): § 5,08 (t, J = 7,00 Hz); 3,65 (m); 1,62 (s); 1,59
(s); 0,90 (d, J = 6,39 Hz). EMEI (70 e€V): m/z 156 (M ™"; 5); 138 (10); 123 (15); 95 (35); 81 (43);
69 (85); 55 (50); 41 (100).

Ciclopentanol (12a). RMN 'H (300 MHz, CDCl3): § 4,05 (q, J = 7,17 Hz); 1,73 (m); 1,43 (m).
EMEI (70 eV): m/z 86 (M ™"; 10); 57 (100); 44 (35); 41 (20).

Ciclohexanol (13a). RMN 'H (300 MHz, CDCls): 6 3,57 (m); 1,86 (m); 1,72 (m); 1,50 (m); 1,13
(m). EMEI (70 eV): m/z 100 (M ™; 0,5)98 (20); 82 (65); 57 (100); 42 (70).

3-hidroxi-butanoato de etila (16a). RMN 'H (300 MHz, CDCl3): ¢ 4,14 (m); 2,41 (m); 1,20
(m). EMEI (70 eV): m/z 132 (M ™"; 0); 131 (2); 117 (40); 87 (45); 88 (45); 71 (42); 60 (45); 45
(90); 43 (100).

Acetatos

Acetato de Anisila. RMN "H (500 MHz, CDCl3): § 7,33 (d, 2H, J = 8,5 Hz); 6,91 (d, 2H, J = 8,5
Hz); 5,09 (s, 2H), 3,83 (s, 3H); 2,10 (s, 3H). RMN "°C (75 MHz, CDCl3): & 170,85 (C); 159,70
(C); 130,11 (CH); 129,39 (C); 113,98 (CH); 66,20 (CH»); 55,21 (CHz3); 20,29 (CHs). EMEI (70
eV): m/z 180 (M ™); 138 (34); 121 (100); 43 (72).

Acetato de 1-fenil-etan-1-ila (1a’). RMN 'H (300 MHz, CDCl3): 6 7,32 (sl); 5,90 (q, J = 6,48
Hz); 2,07 (s); 1,56 (d, J = 6,60 Hz). EMEI (70 eV): m/z 164 (M *"; 15); 122 (86); 104 (100); 77
(55); 43 (90).

Acetato de 3-metoxi-1-fenil-etan-1-ila (2a’). RMN 'H (300 MHz, CDCl3): 6 7,23 (t, J = 4,95);
6,92 (m); 6,80 (m); 5,85 (q, J = 6,48 Hz); 3,81 (s); 2,08 (s); 1,54 (d, J = 6,57 Hz). EMEI (70 eV):
m/z 194 (M ™"; 24); 152 (100); 105 (25); 91 (25); 77 (20); 43 (80).
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Acetato de benzila (3a’). RMN 'H (500 MHz, CDCly): & 7,42 (sl); 5,14 (s); 2,11 (s). EMEI (70
eV): m/z 150 (M ™, 40); 108 (100); 91 (80); 43 (62).

Acetato de 3-metoxi-benzila (5a’). RMN 'H (500 MHz, CDCl3): 6 7,28 (m); 6,90 (m); 5,08 (s);
3,80 (s); 2,11 (s). EMEI (70 eV): m/z 180 (M ¥, 40); 138 (100); 121 (33); 109 (35); 91 (37); 43
(43).

Acetato de cinamila (7a’). RMN 'H (300 MHz, CDCls): 6 7,35 (m); 6,76 (d, J = 15,9 Hz); 6,36
(m); 4,80 (d, J = 6,3 Hz); 2,10 (s). EMEI (70 eV): m/z 176 (M ™; 22); 134 (39); 115 (75); 105
(38); 92 (30); 43 (100).

Acetato de furfurila (92’). RMN 'H (500 MHz, CDCl): & 7,39 (s); 6,40 (s); 3,29 (s); 5,05 (s);
2,07 (s). EMEI (70 eV): m/z 140 (M™; 53); 98 (87); 81 (100); 43 (66).

Acetato de citronelila (10a’). RMN 'H (300 MHz, CDCls): 6 5,07 (t, J = 7,05 Hz); 4,09 (m);
2,02 (s); 1,62 (s); 1,55 (s); 0,90 (d, J = 6,39 Hz). EMEI (70 eV): m/z 198 (M ™"; 0); 138 (35); 123
(48); 109 (25); 95 (74); 81 (78); 69 (78); 43 (100).

Acetato de ciclohexila (13a’). RMN 'H (300 MHz, CDCl3): 6 4,70 (m); 2,19 (s); 1,85 (m); 1,70
(m); 1,50 (m); 1,28 (m). EMEI (70 eV): m/z 142 (M *"; 0); 82 (70); 67 (60); 43 (100).

Acetato de amila (23a). RMN "H (300 MHz, CDCls): & 3,57 (t, J = 6,69 Hz); 2,04 (s); 1,54 (m);
1,28 (s1); 0,87 (m). EMEI (70 eV): m/z 130 (M ™; 0); 101 (0,5); 70 (25); 61 (15); 43 (100).

Acetato de octila (24a). RMN 'H (300 MHz, CDCl): § 4,07 (t, J = 6,78 Hz); 2,05 (s); 1,59 (m);
1,29 (sl); 0,89 (m). EMEI (70 eV): m/z 172 (M ™; 0); 130 (0,2); 112 (5); 70 (15); 43 (100).

Acetato de decanoila (25a). RMN 'H (300 MHz, CDCl3): 3,98 (t, J = 6,78 Hz); 1,97 (s); 1,50
(m); 1,28 (s1); 0,81 (m). EMEI (70 eV): m/z 200 (M ™"; 0); 97 (8); 70 (20); 56 (30); 43 (100).



REFERENCIAS




Referéncias - Tese de Doutorado - Assungdo, J. C. C. 225

REFERENCIAS

ALLINGER, N. L.; CAVA, M. P.; JONGH, D. G.; LEBEL, N. A.; STEVENS, C. L. Quimica
Organica. 2. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Dois, 1978, p. 479.

ANDERSON, B. A.; HANSEN, M. M.; HARKNESS, A. R.; HENRY, C. L.; VICENZL J. T.;
ZMIJEWSKI, M. J. Application of a practical biocatalytic reduction to an enantioselective
synthesis of the 5H-2,3-benzodiazepine LY300164. Journal of the American Chemical
Society, v. 117, p. 2358-12359, 1995.

ANDRADE, L. H.; UTSUNOMIYA, R. S.; OMORI, A. T.; PORTO, A. L. M.; COMASSETO, J.
V. Edible catalysts for clean chemical reactions: Bioreduction of aromatic ketones and

biooxidation of secondary alcohols using plants. Journal of Molecular Catalysis B:

Enzymatic, v. 38, p. 84-90, 2006.

AHEM, T. J.; KLIBANO, A. M. The mechanism of irreversible enzyme inactivation at 100°C.
Science, v. 228, p. 1280-1284, 1985.

ARAUIJO, D. M. F.; Obtencio de Alcoois Quirais Empregando Células Integras de Vegetais
e Microorganismos como Biocatalisadores na Reduciao de Cetonas Pro6-Quirais.

Dissertacdo de Mestrado, Edi¢des UFC, Fortaleza, Brasil, 2006.

BALDASSARRE, F.; BERTONI, G. CHIAPPE, C; MARIONI, F. Preparative synthesis of
chiral alcohols by enantioselective reduction with Daucus carota root as biocatalyst. Journal

of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 11, p. 55-58, 2000.

BARALDI, P. T.; CORREA, A. G. O emprego de fermento de pao, Saccharomyces cerevisiae,

na sintese de feromonios. Quimica Nova, v. 27, n. 3, p. 421-331, 2004.

BARBIERI, C.; BOSSI, L.; D’ARRIGO, P.; FANTONI, G. P.; SERVI, S. Bioreduction of
aromatic ketones: preparation of chiral benzyl alcohols in both enantiomeric forms. Journal

of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 11, p. 415-421, 2001.



Referéncias - Tese de Doutorado - Assungdo, J. C. C. 226

BASKAR, B.; GANESH, S.; LOKESWARI, T. S.; CHADHA, A. Highly stereoselective
reduction of 4-aril-2-o0xo but-3-enoic carboxylic esters by plant cell culture of Daucus carota.

Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 27, p. 13-17, 2004.

BELIK, W.; RAMOS, P.; VIAN, C. E. F. Mudancas Institucionais e seus impactos nas
estratégias dos capitais do complexo agroindustrial canavieiro no Centro-Sul do Brasil.

In: Congresso Brasileiro de Economia e Sociologia Rural, 36, Pocos de Caldas, 1998.

BIZERRA, A. M. C. Reacdes de Biocatilise utilizando Células Integras e Enzimas
Imobilizadas de Cocos nucifera sp. Dissertacio de Mestrado, Edi¢des UFC, Fortaleza,
Brasil, 2007.

BLANCHARDA, N.; DE WEGHEA, P. V. Daucus carota L. mediated bioreduction of prochiral
ketones. Organic and Biomolecular Chemistry, v. 4, p. 2348-2353, 2006.

BOMMARIUS, A. S.; RIEBE, B. R. L. Biocatalysis - Fundamentals and applications, Ed.
Wiley, 2004.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical Biochemistry, v. 72, p.
248-254, 1976.

BRAGA, R. Plantas do Nordeste, especialmente do Ceara, Colecio Mossoroense, Natal, RN,
Brasil, 3° Edi¢do, p. 117-118, 1976.

BRAZIL; Ministério da Agricultura. Disponivel no <www.agricultura.gov.br>, acessado em

23.06.08.

BRUICE, P. Y. Organic Chemistry, 2nd ed., Prentice Hall, New Jersey, 1998.

BRZEZINSKA-RODAK, M.; ZYMANCZYK-DUDA, E.; KLIMEK-OCHAB, M.; KAFARSKI,
P.; LEJCZAK, B. A simple and green procedure for the microbial effective synthesis of 1-
phenilethyl alcohol in both enantiomeric forms. Biotechnology Letters, v. 28, p. 511-513,
2006.



Referéncias - Tese de Doutorado - Assungdo, J. C. C. 227

CAMPBELL, M. K. Biochemistry, Saunders College Publishing, p. 169, 1995.

CAREY, F. A.; SUNDBERG, R. J. Advanced Organic Chemistry, third ed. Plenum Press, New
York, p. 68-69, 1990.

CAREY, J. S; LAFFAN, D.; THOMSON, C.; WILLIAMS, M. T. Analysis of the reactions used
for the preparation of drug candidate molecules. Organic and Biomolecular Chemistry, v.

4, p. 2337-2347, 2006.

CHANG, C.-Y.; YANG, T.-K. Asymmetric synthesis of ACE inhibitor-benazepril HCI via a
bioreductive reaction. Tetrahedron: Asymmetry, v. 14, p. 2239-2245, 2003.

CHARTRAIN, M.; LYNCH, J.; CHOIL, W.; CHURCHILL, H.; PATEL, S.; YAMAZAKI, S.;
VOLANTE, R.; GREASHAM, R. Asymmetric bioreduction of a bisaryl ketone to its
corresponding (S)-bisaryl alcohol, by the yeast Rhodotorula pilimanae ATCC 32762. Journal
of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 8, p. 285-288, 2000.

CHARTRAIN, M.; ROBERG, C.; CHUNG, J.; McNAMARA, J.; ZHAO, D.; OLEWINSKI, R.;
HUNT, G.; SALMON, P.; ROUSH, D.; VAMAZAKI, S.; WANG, T.; GRABOWSKI, E.;
BUCKLAND, B.; GREASHAM, R. Asymmetric bioreduction of (2-(4-nitro-phenyl)-N-(2-
ox0-2-pyridin-3-yl-ethyl)-acetamide) to its corresponding (R) alcohol [(R)-N-(2-hydroxy-2-
pyridin-3-yl-ethyl)-2-(4-nitro-phenyl)-acetamide] by using Candida sorbophila MY 1833,
enzyme and microbial technology. Enzyme and Microbial Tecnology, v. 25, p. 489-496,
1999.

CHOU, S.-C.; GOLDSTEIN, A. Chromogenic groupings in the Lowry protein determination.
Biochemical Journal. v. 75, p. 109-115, 1960.

COMASSETO, J. V.; OMORI, A. T.; ANDRADE, L. H.; PORTO, A. L. M. Bioreduction of
fluoracetophenones by the fungi Aspergilus terreus and Rhizopus oryzae. Tetrahedron:

Asymmetry, v. 14, p. 711-715, 2003.

COMPTON, S. J.; JONES, C. G. Mechanism of dye response and interference in the Bradford
protein assay. Analytical Biochemistry, v. 151, n. 2, p. 369-374, 1985.



Referéncias - Tese de Doutorado - Assungdo, J. C. C. 228

CORDELL, G. A.; LEMOS, T. L. G.; MONTE, F. J. Q.; MATTOS, M. C. Vegetales as
Chemical Reagents. Journal of Natural Products, v. 70, p. 478-492, 2007.

DALLA-VECCHIA, R.; NASCIMENTO, M.G.; SOLDI, V. Aplicacdes Sintéticas de Lipases
Imobilizadas em Polimeros. Quimica Nova, v. 27, n. 4, p. 623-630, 2004.

DE CONTI, R.; RODRIGUES, J. A. R.;; MORAN, P. J. S. Biocatélise: Avangos Recentes.
Quimica Nova, v. 24, n. 5, p. 672-675, 2001.

DEHLI J. R.; GOTOR, V. Eanatio- and chemoselective bioreduction of B-keto nitriles by the
fungus Curcularia lunata. Tetrahedron: Asymmetry, v. 11, p. 3693-3700, 2000.

DEHLI, R. J.; GOTOR, V. Dinamic kinetic resolution of 2-oxocycloalkanecarbonitriles:

chemoenzymatic syntheses of optically active cyclic B- and y-amino alcohols. Journal of

Organic Chemical, v. 67, p. 6816-6819, 2002b.

DEHLI, R. J.; GOTOR, V. Preparation of enantiopure ketones and alcohols containing a
quaternary stereocenter trough parallel kinetic resolucion of B-keto nitriles. Journal of

Organic Chemical, v. 67, p. 1716-1718, 2002a.

DOOREMBOS, J.; KASSAM, A. H. Efectos del agua sobre el rendimiento de los cultivos,
Roma: FAO, p. 212, 1979.

EDEGGER, K.; STAMPFER, W.; SEISSER, B.; FABER, K.; MAYER, S. F.; OERHRLEIN, R.;
HAFNER, A.; KROUTIL, W. Regio- and Stereoselective Reduction of Diketones and
Oxidation of Diols by Biocatalytic Hydrogen Transfer. European Journal of Organic
Chemistry, v. 8, p. 1904-1909, 2006.

FABER, K.; Biotransformations in Organic Chemistry; 4t ed.; Spring; Berlin; 2000.

FARDELONE, L. C.; RODRIGUES, J. A. R.; MORAN, P. J. S. Bioreduction of «-
haloacetophenones by Rhodotorula glutinis and Geotrichum candidum. Arkivoc, X, p. 404-
410, 2003.



Referéncias - Tese de Doutorado - Assungdo, J. C. C. 229

FARDELONE, L. C.; RODRIGUES, J. A. R.; MORAN, P. J. S. Bioreduction of 2-azido-1-
arylethanones mediated by Geotrichum candidum and Rhodotorula glutinis. Journal of

Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 39, p. 9-12, 2006.

FARNSWORTH, N. R.; AKERELE, O.; BINGEL, A. S.; SOEJARTO, D. D.; GUO, Z.
Medicinal plants in therapy. Bull World Health Organ, v. 63, n. 6, p. 965-81, 1985.

FILHO, E. P. S.; RODRIGUES, J. A. R.; MORAN, P. J. S. Effect of additives on the
bioreduction of 2-chloro-1-phenyl-2-propen-1-one by barker’s yeast. Journal of Molecular
Catalysis B: Enzymatic, v. 15, p. 23-28, 2001.

GANDHI, N. N. Applications of lipases. Journal of the American Oil Chemists Society, v. 74,
p. 621-634, 1997.

GANONG, W. F. Review of Medical Physiology. 17° edi¢cdo, Prentice-Hall Inc., Sdo Francisco,
1995.

GARRITZ, A. E CHAMIZO, J. A. Quimica, Addison-Wesley Ibero-Americana. p. 495, 1994.

GOGSTAD, G. O.; KRUTNES, M. B. A faithful double stain of proteins in the polyacrylamide
gels with Coomassie blue and silver. Analytical Biochemistry, v. 126, p. 355-359, 1982.

GOREN, M. P.; LI, J. T. L. The Coomassie Brilliant Blue method underestimates drug-induced
tubular proteinuria. Clinical Chemistry, v. 32, p. 386-388, 1986.

GOTHAM, S. M.; FRYER, P. J.; PATERSON, W. R. The measurement of insoluble proteins
using a modified Bradford assay. Analytical Biochemistry, v. 173, p.353-358, 1988.

GOTOR, V.; REBOLLEDO, F.; LIZ, R. Enantioselective bioreduction of B-keto sulfones with
the fungus Curcularia lunata. Tetrahedron: Asymmetry, v. 12, p. 513-515, 2001.

HANSON, J. R.; An Introduction in Biotransformations in Organic Chemistry; Oxford
University Press; New York; 1997.

HARTREE, E. F. Determination of Protein: a modification of the owry method that gives a linear
photometric response. Analytical Biochemistry, v. 48, p. 422-427, 1972.



Referéncias - Tese de Doutorado - Assungdo, J. C. C. 230

HIRATA, T.; AOKI, T.; HIRANO, Y.; ITO, T.; SUGA, T. The Biotransformation of Foreign
Substrates by Tissue Cultures. I. The Hydroxylation of Linalool and Its Related Compounds
with the Suspension Cells of Nicotiana tabacum, Bulletin of the Chemical Society of

Japan, 3527-3529, 1981.

INOUE, K.; MAKINO, Y.; ITHO, N. Production of (R)-chiral alcohols by a hydrogen-transfer
bioreduction with NADH-dependent Leifsonia alcohol desidrogenase (LSADH).
Tetrahedron: Asymmetry, v. 16, p. 2539-2549, 2005.

ITOH, N.; NAKAMURA, M.; INOUE, K.; MAKINO, Y. Continuous production of chiral 1,3-
butanediol using immobilized biocatalysts method with an asymmetric hydrogen-transfer

bioreduction. Appl Microbiol Biotechnol, v. 75, p. 1249-1256, 2007.

KALOGERIS, E.; SANAKIS, Y.; MAMMA, D.; CHRISTAKOPOULOS, P.; KEKOS, D,
STAMATIS, H. Properties of catechol 1,2-dioxygenase from  Pseudomonas putida

immobilized in calcium alginate hidrogels. Enzyme and Microbial Technology, v. 39, p.

1113-1121, 2006.

KIM, K.-W.; SONG, B.; CHOI, M.-Y.; KIM, M.-J. Biocatalysis in Ionics Liquids: Markedly
Enhanced Enantioselectivity of Lipase. Organic Letters, v. 3, n. 10, 1507-1509, 2001.

KREUTZ, O. C.; SEGURA, R. C. M.; RODRIGUES, A. R.; MORAN, P. J. S. Enantioselective
bioreduction of  (E)-1-phenyl-1,2-alkanedione = 2-(O-methyloxime).  Tetrahedron:
Asymmetry, v. 11, 2107-2115, 2000.

LEHNINGER, A. L.; NELSON, D. L.; COX, M. M. Principios de Bioquimica, 3* Ed., Ed.
Sarvier, Sdo Paulo, 2002.

LIMA, A. W. O.; ANGNES, L. Biocatalise em meios aquo-restritos: fundamentos e aplicacoes
em quimica analitica. Quimica Nova, v. 22, n. 2, p. 229-245, 1999.

LUCARINI, A. C.; KILIKIAN, B. V. Comparative study of Lowry and Bradford methods:
interfering substances. Biotechnology Techniques, v. 13, p. 149-154, 1999.



Referéncias - Tese de Doutorado - Assungdo, J. C. C. 231

LUNA, H. Biocatalysis application for preparing intermediates for drug synthesis. Revista de la
Sociedad Quimica de México, v. 48, p. 211-219, 2004.

MACHADO, L. L.; Estudo Fitoquimico e Atividade Biolégica dos Frutos de Passiflora
edulis e Reducao de Cetonas e Aldeidos Aromaticas Utilizando Cascas da Passiflora

edulis como Biocatalisador, Dissertacao de Mestrado, Edi¢cdes UFC, Fortaleza, Brasil, 2004.

MACHADO, L. L.; SOUZA, J. S. N.; MATTOS, M. C.; SAKATA, S. K.; CORDELL, G. A
LEMOS, T. L. G. Bioreduction of aldehydes and ketones using Manihot species.
Phytochemistry, v. 67, p. 1637-1643, 2006.

MANCILA, M.; De CONTI R.; MORAN, P. J. S.; RODRIGUES, A. R. Bioreduction of a-
methyleneketones. Arkivoc, VI, p. 85-93, 2001.

MANDAL, D.; AHMAD, A.; KHAN, M. J.; KUMAR, R. Enantioselective bioreduction of
acetophenone and its analogous by the fungus Trichothecium sp. Journal of Molecular

Catalysis B: Enzymatic, v. 27, p. 61-63, 2004.

MARSHALL, T.; WILLIAMS, K. M. Coomassie blue protein dye-binding assays measure
formation of an insoluble protein-dye complex. Analytical Biochemistry, v. 204, p. 107-109,
1992.

McDONALD, P.; EDWARDS, R. A.; GREENHALGH, J. F. D. Animal Nutrilion, Longman
Scientific & Technical; Hong Kong, 1987.

MIHOVILOVIC, M. D.; SPINA, M.; STANETTY, P. Synthesis and yeast-mediated bioreduction
of a-keto-B-lactams bearing a functionalized and rigid side chain. Arkivoc, V, p. 33-44,

2005.

MILAGRE, H. M. S.; MILAGRE, C. D. F.; MORAN, P. J. S.; SANTANA, M. H. A
RODRIGUES, J. A. R. Asymmetry Bioreduction of ethyl 3-halo-2-oxo-4-phenilbutanoate by
Saccharomyces cerevisiae immobilized in Ca-Alginate beans with double gel layer. Organic

Process Research & Development, v. 10, p. 611-617, 2006.



Referéncias - Tese de Doutorado - Assungdo, J. C. C. 232

MIRONOWICZ, A. Biotransformations of racemic acetates by potato and topinambur tubers.
Phytochemistry, v. 47, p. 1531-1534, 1998.

NASSAR, N. M. A. Genetic variation of wild Manihot species native to Brazil and its potential
for cassava improvement. Field Crops Research, v. 13, p. 177-184, 1986.

ORDEN, A. A.; BISOGNO, F. R.; GIORDANO, O. S.; SANZ, M. K. Comparative study in the
asymmetric bioreduction of ketones by plant organs and undifferentiated cells. Journal of

Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 51, p. 49-55, 2008.
PALMER, T. Understanding Enzymes, Prentice Hall-Ellis Horwood, 67-75, 1995.

PANDEY, A.; BENJAMIN, S.; SOCCOL, C. R.; NIGAN, P.; KRIEGER, N.; SOCCOL, V. T.
The realm of microbial lipases in biotechnology. Biotechnology and Applied Biochemistry,
v. 29, p. 119-131, 1999.

PANDY, S. V.; MURTHY, M. S. R. A Modified Micro-Bradford Procedure for Elimination of
Interference from Sodium Dodecyl Sulfate, Other Detergents, and Lipids. Analytical
Biochemistry, v. 220, p. 424-426, 1994.

PARIDA, S.; DORDICK, J. S. Substrate structure and solvent hydrophobicity control lipase
catalysis and enantioselectivity in organic media, Journal of the American Chemical

Society, v. 113, p. 2253-2259, 1991.

QUIR()S, M.; BEBOLLEDO, F.; GOTOR, V. Bioreduction of 2-oxocyclopentanecarboxamides:
syntheses of optically active 2-aminomethyl- and 2-aminocyclopentanols. Tetrahedron:

Asymmetry, v. 10, p. 473-486, 1999.

RAHMAN, M. B. A.; YUNUS, N. M. M.; HUSSEIN, M. Z.; RAHMAN, R. N. Z. R. A,
SALLEH, A. B.; BASRI, M. Application of advanced materials as support for immobilisation
of lipase from Candida rugosa. Biocatalysis and Biotransformation, v. 23 n. 3-4, p. 233-
239, 2005.

REINHARD, E.; ALFERMANN, A. W. Advances in Biological Engineering. Springer, Berlin,
v. 16, p. 49-83, 1980.



Referéncias - Tese de Doutorado - Assungdo, J. C. C. 233

ROSENTHAL, K. S.; KOUSSALE, F. Critical micelle concentration determination of nonionic
detergents with Coomassie Brilliant Blue G-250. Analytical Chemistry, v. 55, p. 1115-1117,
1983.

SALINAS, Y.; OLIART, R. M.; RAMIREZ-LEPE, M.; NAVARRO-OCANA, A.; VALERIO-
ALFARO, G. Synthesis of chiral a-hydroxy amides by two sequential enzymatic catalyzed
reaction. Applied Microbiology and Biotechnology, v. 75, p. 297-302, 2007.

SALUNKHE, M. M.; NAIR, R. Mild and efficient enzymatic oximolysis by supported
Pseudomonas cepacia lipases. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 10, p. 535-

538, 2000.

SOARES, C. M.; CASTRO, H. F.; MORAES, F. F.; ZANIN, G. M. Characterization and
utilization of Candida rugosa lipase immobilized on controlled pore silica. Applied

Biochemistry and Biotechnology, v. 77, p. 745-757, 1999.

SONI, P.; BANERIJEE, U. C. Enatioselective reduction of acetophenone and its derivatives with
a new yeast isolated Candida tropicallis PBR-2 MTCC 5158. Biotechnology Journal, v. 1,
p- 80-85, 2006.

SOUZA, J. S. N.; Contribuicao ao conhecimento quimico de plantas do Nordeste do Brasil
Heliotropium indicum L. e reducao de cetonas aromaticas utilizando biocatalisadores,

Dissertacdao de Mestrado, Edi¢cdes UFC, Fortaleza, Brasil, 2003.

STAHL, S.; IKEMOTO, N.; KING, A.; GREASHAM, R.; CHARTRAIN, M. Asymmetric
direduction of 1,2-indanedione to cis (1S, 2R) indanediol by Trichosporon cutaneum MY

1506. Journal of Bioscence and bioengineering, v. 88, n. 5, p. 495-499, 1999.

STUECKLER, C.; HALL, M., EHAMMER, H.; POINTNER, E.; KROUTIL, W
MACHEROUX, P.; FABER, K. Stereocomplementary bioreduction of o,B-unsatured
dicarboxylic acids and dimethyl esters using enoate reductases: enzyme- and substrate-based

stereocontrol. Organic Letters, v. 9, n. 26, p. 5409-5411, 2007.



Referéncias - Tese de Doutorado - Assungdo, J. C. C. 234

STUERMER, R.; HAUER, B.; HALL, M.; FABER, K.; Asymmetric bioreduction of activated
C=C bonds using enoate reductases from the old yellow enzyme family. Current Opinion in

Chemical Biology, v. 11, p. 203-213, 2007.

SUGA, T.; HIRATA, T.; HIRANO, Y.; ITO, T. Biotransformation of monoterpenes by tobacco
tissue cultures. Selective hydroxylation of trans-methyl group in isopropyridene group,

Chemistry Letters, p. 1245-1248, 1976.

TAKEMOTO, M.; ACHIWA, K. Deracemization of racemic 4-pyridyl-1-ethanol by
Catharanthus roseus cell cultures. Phytochemistry, v. 49, n. 6, p. 1627-1629, 1998.

VARI, D. L.; BRENNAN, J.; BRIGGS, B.; CRONIN, J. S.; HAY, D. A.; RIECK 1III, J. A
ZMIJEWSKI, M. J. Bioreduction of (R)-carvone and Regioselective Baeyer-Villiger
Oxidations: Application to the Asymmetric Synthesis of Cryptophycin Fragment A.
Tetrahedron Letters, v. 39, p. 8405-8408, 1998.

VEIT, T. Biocatalysis for the production of cosmetic ingredients. Eng. Life Sci., v. 4, p. 508-511,
2004.

VILLENEUVE, P.; MUDERHWA, J. M.; GRAILLE, J.; HOSS, M. J. Customizing lipases for
biocatalysis: a survey of chemical, physical and molecular biological approaches. Journal of

Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 9, p. 113-148, 2000.

VRIES, E. F. J.; BRUSSEE, J.; KRUSE, C. G.; VAN DER GEN, A. Stereoselective reduction of
prochiral ketones, using aluminum hydride reagents prepared from LiAIH4 and chiral

diethanolamines. Tetrahedron: Asymmetry, v. 5, p. 377-386, 1994.

VOLKIN, D. B.; KLIBANOV, A. M. In Protein Function, A Practical Approach. Creighton,
T. E., Ed., IRL Press: Oxord, 1989.

XU, P. P; TROUPE, C. M.; SHARMA, A. Interference by Cyclodextrins in Protein
Determination by the Bradford Method. Microchemical Journal, v. 49, p. 85-90, 1994.

YADAV, J. S.; NANDA, S.; REDDY, P. T.; RAO, A. B. Efficient enantioselective reduction of
ketones with Daucus carota root. Journal of Organic Chemistry, v. 67, p. 3900-3903, 2002.



Referéncias - Tese de Doutorado - Assungdo, J. C. C. 235

YANG, Y.; KAYSER, M. M.; ROCHON, F. D.; RODRIGUES, S.; STEWART, J. D. Assessing
substrate acceptance and enantioselectivity of yeast reductases in reactions with substituted a-

keto B-lactams. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 32, p. 167-174, 2005.

ZAIA, D. A. M.; ZAIA, C. T. B. V.; LICHTIG, J. Determinacdo de proteinas totais via
espectrofotometria: vantagens e desvantagens de métodos existentes. Quimica Nova, v. 21,

n. 6, p. 787-793, 1998.

ZAKS, A.; KLIBANOV, A. M. Enzymatic catalysis in organic media at 100 degrees C. Science,
v. 224, p. 1249-1251, 1984.

ZALE, S. E.; KLIBANOV, A. M. Why does ribonuclease irreversibly inactivate at high
temperatures?. Biochemistry, v. 25, p. 5432-5444, 1986.



