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“ r . .

Conhecer alguém aqui e ali que pensa e
sente como nos, e que embora distante,
estd perto em espirito, eis o que faz da

Terra um jardim habitado.”

Goethe

“Uma mente que se abre a novas idéias
jamais retorna ao seu tamanho original”

Albert Einsten
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RESUMO

A reducdo enantiosseletiva de cetonas mediada por leveduras ¢ uma estratégia
bastante eficaz na obten¢do de alcoois quirais, importantes blocos de construcdo para a
sintese de farmacos e substancias quimicas de alto valor comercial.

O uso das células de Saccharomyces cerevisiae (fermento de pao comercial, FP)
como biocatalisador nestas reagdes, surge como uma alternativa simples e de baixo custo na
introducdo da quiralidade em moléculas de interesse, gracas a alta especificidade de suas
redutases e por atuarem em condigdes reacionais brandas. O uso de meio organico facilita a
solubilizacdo do substrato e a recuperagdo do produto, porém, torna-se necessario proteger
o biocatalisador através de técnicas de imobilizacdo ou através da adi¢do de agucares ao
meio reacional.

Neste trabalho, avaliou-se a influéncia do suporte (filmes de caseinato de sodio, CS,
poli (6xido de etileno), PEO e poli (4lcool vinilico), PVA) na imobilizagao das células de
FP comercial na biorreducdo do acetoacetato de etila. Efeitos da adicdo de agucares
(trealose, T e/ou sacarose, S) sobre o excesso enantiomérico (ee) do produto e na
percentagem de conversdo (%c) também foram discutidos. Adicionalmente, foi testada a
montmorilonita K10 como suporte para a imobilizagcdo de FP. Este sistema foi utilizado na
obtenc¢ao do alcool S-(+)-3-hidroxibutanoato de etila em maior escala, que posteriormente
sera utilizado na sintese de feromonios.

Os valores de ee obtidos foram maiores que 99% para a maioria dos sistemas
biocataliticos utilizados, porém as conversdes foram relativamente baixas, nao
ultrapassando 30%.

Com o sistema FP/CS/S/T contendo 2,0 g do biocatalisador, obteve-se os maiores
valores de conversdo (65%, apds 96 h), contudo o ee foi de apenas 17%.

Foi também testado o K10 como suporte para a imobilizagdo do FP utilizado com o
objetivo de se obter o alcool S-(+)-3-hidroxibutanoato de etila (4) em maior escala.
Analises de CG-quiral ¢ RMN-'H , indicaram que o 4lcool quiral foi obtido, com um
rendimento de 98% e ee>99 %.

Os resultados obtidos mostram a viabilidade do método de biocatalise na obtengao

de compostos com alta pureza enantiomérica.



1. INTRODUCAO
1.1. Enzimas: catalisadores especificos

Enzimas sdo macromoléculas quirais de natureza protéica, formadas por uma longa
cadeia de aminoacidos unidos através de ligacdes peptidicas. Sendo assim, apresentam
enantiosseletividade e alto grau de especificidade para diferentes substratos. A seqiiéncia
exata desses aminoacidos de cadeia protéica ¢ denominada de estrutura primadria; a
conformacdo tridimensional ¢ chamada de estrutura secundaria e sua disposi¢do espacial ¢
denominada de estrutura terciaria.'”” Na Figura 1, pode-se observar a representacio

L. A . . . . ~ ; 1- 4
esquematica da seqiiéncia primaria de uma enzima salientando suas liga¢des peptidicas.

ligacao peptidica

Figura 1. Representagdo esquematica da seqiiéncia primaria de uma enzima.

A Figura 2 representa esquematicamente a estrutura tridimensional da enzima

piruvato quinase humana.’



Figura 2. Representacdo esquematica da estrutura tridimensional da piruvato quinase

humana.’

As enzimas sdo catalisadores biologicos que, sem sofrer alteragdo nem alterar o
equilibrio quimico caracteristico da reacdo, diminuem a barreira de ativagdo entre os
reagentes (substratos) e o produto, aumentando a velocidade das reacdes que ocorrem nas
células e organismos vivos, em 10°10'% vezes. Sdo conhecidas também por serem
altamente especificas, isto ¢, atuam sobre um determinado substrato convertendo-o num
determinado produto. > ¢

A Figura 3 mostra um grafico que diferencia a energia de ativacdo de uma reacdo na

auséncia (a) ou presenca (b) de um catalisador.”

(@) (b)

Figura 3. Barreira de ativacdo de uma reacao nao-catalisada (a) e catalisada (b).



Dentre os mecanismos propostos, o mais utilizado para explicar a seletividade das
enzimas ¢ a “regra dos trés pontos”, criado por Ogston em 1948, o qual sugere que para a
enzima ser altamente seletiva, o substrato deve se manter fixo tridimensionalmente no
espago, necessitando de trés pontos de ligagdo distintos com o sitio catalitico.” De forma
geral, as cadeias laterais de aminoacidos, contendo grupos funcionais tais como acido
carboxilico, imidazol e amina estdo associadas ao mecanismo da reagdo, desencadeando ou
estabilizando espécies de transigdo.”

A Figura 4 ilustra 0 mecanismo proposto por Ogston.”

R
substrato
c
R \
. R'
R" B .
_ _ . ehzima
e E e /
AT T
S TR N
/ ' . A N
‘ \ & S '
S - - AII = >
T sitio ativo

Figura 4. Mecanismo proposto por Ogston, conhecido como “regra dos trés pontos”.

Sabe-se que ao longo do tempo a velocidade da reagdo catalisada por enzimas sofre
uma diminui¢do originada por diversos fatores, tais como a inibicdo da enzima pelo
substrato e/ou produto, diminuicdo do grau de saturacdo da enzima pelo substrato em
conseqiiéncia de seu consumo e desativagao provocada pela variacdo do pH e temperatura,
entre outros fatores. >

Para facilitar a identificagdo das enzimas, a Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular (IUBMB) estabeleceu uma classificacdo e nomenclatura, dividindo-as

em seis classes de acordo com a reacdo que catalisam: oxidorredutases, transferases,

. . . . 6
hidrolases, liases, isomerases ¢ ligases.



As enzimas envolvidas nos processos de oxidacdo-reducdo, responsaveis pela
transferéncia de elétrons, remog¢ao de hidrogénio ou pela oxigenagao de ligagdes C-H, C-C
e C=C, sao as oxidorredutases. Esta subclasse de enzimas necessita do auxilio das
coenzimas (moléculas organicas nao-protéicas) NADH e NADPH, ou ainda de outras
moléculas organicas que atuem como doadores ou aceptores de elétrons durante as reagdes
de reducdo e oxidacdo. ¢

As oxidorredutases estdo subdivididas em desidrogenases (ou redutases), oxigenases
e oxidases.” Dentre essas, as desidrogenases sdo bastante utilizadas devido a capacidade
de converter grupos carbonilicos pro-quirais em alcoois opticamente puros.'’

Pereira'', sugeriu que as desidrogenases L-lactato desidrogenase (E.C. 1.1.1.27) e a
alcool desidrogenase (E.C.1.1.1.1) em particular, parecem estar envolvidas nas redugdes
enantiosseletivas de carbonilas de B-cetoésteres. Observando-se as estruturas do piruvato
(1), substrato natural da L-lactato desidrogenase ou do anion do acetoacetato (2) nota-se
que a diferenga entre as estruturas ¢ apenas uma unidade de CH,. Assim, a enzima
metaboliza o substrato artificial (2) devido a semelhanca estrutural com o seu substrato

natural (1).(Figura 5)

HC =
HC 0-

ey (2

Figura 5. Semelhanca entre as estruturas do piruvato (1) e do anion acetoacetato (2).

A fonte principal das oxidorredutases e outras enzimas sdo os microorganismos. O
uso destes como catalisadores tem sido bem reportado para reagdes de reducdo, uma vez
que sdo uma boa fonte de enzimas do tipo carbonil redutases e alcool desidrogenases.
Essas enzimas sdo capazes de converter compostos carbonilicos pré-quirais em seus
respectivos alcoois opticamente puros. Alcoois quirais contendo grupos funcionais
adicionais sdo blocos de construcdo promissores na sintese de farmacos e de outras

A . I 12,1
substancias quimicas. '>"



O termo biotransformacgdo se refere as reagdes de compostos organicos mediadas
por enzimas isoladas ou células inteiras de microorganismos, € que tem sido empregada na
industria quimica, farmacéutica, agroquimica, de fragrancia e aromas, nutricional e
processos de biorremediagdo."

Quando se utilizam células inteiras, as etapas de separacdo e purificacdo das
enzimas assim como a adi¢do de co-fatores pode ser descartada uma vez que a propria
estrutura celular produz as enzimas e recicla os co-fatores necessarios durante o seu
metabolismo."” No entanto, as células inteiras podem apresentar baixa seletividade, ja que
possuem nao somente a enzima de interesse mas uma variedade de outras, fazendo com que
elas possam atuar simultaneamente. '®

A realizagdo dessas reacdes em meios ndo convencionais (meio organico) facilita a
solubilizagdo do substrato, recuperagdo do produto e também impede as reagdes laterais
pela agua. '*'7 Além disto, tem sido reportado que a enantiosseletividade e o rendimento
obtido nessas condi¢des ¢ maior do que aqueles em meio aquoso. >

Porém, o meio hidrofébico pode acarretar danos na membrana celular do
microorganismo utilizado, influenciando diretamente na retengdo da sua atividade. '>'
Sugere-se que o mecanismo de toxicidade do solvente organico (apesar de pouco
compreendido) esté relacionado a incorporagdo deste na membrana fosfolipidica, causando
inativaco ou até mesmo bloqueando os mecanismos que regulam suas funcdes.”’ A fim de
minimizar esses efeitos, algumas alteracdes simples no meio reacional como adi¢do de
aglcares ou técnicas de imobilizagio podem ser utilizadas. '**!

A trealose, dissacarideo ndo-redutor formado por duas moléculas de glicose unidas
por ligacdes a,o-1,1-glicosidicas’, desempenha o importante papel de estabilizar a
membrana celular das leveduras em condigoes de estresse, ¢ tem sido bastante utilizada na
protecio de biomateriais.

A imobilizacdo além de proteger, favorece a reutilizagdo do biocatalisador e a
separagdo dos produtos possibilitando o seu uso em escala industrial. Os materiais
utilizados como suporte na imobiliza¢do podem ser de natureza organica (ex. dextrana *)
ou inorgénica (ex. aluminossilicatos'®), apresentando diferentes propriedades, o que permite

. ~ . A 1624
viabilizar sua atuagdo em meio organico.



1.2. Saccharomyces cerevisiae como biocatalisador em sintese organica

A levedura Saccharomyces cerevisiae, também conhecida como fermento de pao
(FP) ¢ um microorganismo muito utilizado na producdo de vérios produtos de interesse
comercial dentre eles farmacos, vacinas, alimentos, entre outros. Tem sido um dos
biocatalisadores mais empregados na area de sintese orgdnica em reagdes de reducao
enantiosseletiva de compostos carbonilicos devido a sua versatilidade, baixo custo e
16,2526

facilidade de manuseio.

. , . . 2
A Figura 6 mostra as células desse microorganismo.>’

Figura 6. Células da levedura Saccharomyces cerevisiae.

Este microorganismo tem sua parede celular composta principalmente de 48-60%
de glucana (um polimero de B-1,3 e B-1,6 glicose), 20-23% de mananaproteinas (um
polimero de manose com ligacdes a-1,2, a-1,3 e a-1,6) e 0,6-2,7% de quitina (um
polimero de B-1,4 N-acetilglicosamina). Esta parede celular tem como fungdes; protecao
fisica, estabilidade osmética, suporte de enzimas, barreira de permeabilidade seletiva, entre
outras. Sendo uma estrutura dindmica que responde as condigdes ambientais (nutrientes,
temperatura, pH), perturbagdes na parede da levedura desencadeiam mecanismos de reparo
que reorganizam toda a estrutura molecular, uma vez que € essa membrana que promove a
rigidez e transporte de nutrientes para o citoplasma, proporcionando a integridade,

28

metabolismo e o crescimento celular.”™ As Figuras 7a e b mostram as estruturas

monoméricas da -1,3 glucana e quitina, respectivamente.
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Figura 7. Estrutura monomérica da 3-1,3 glucana (a) e da quitina (b).28

A Figura 8 mostra a estrutura monomérica da mananaproteina.
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Figura 8. Estrutura monomérica da mananaproteina.

A reacdo de reducdo do P-cetoéster pro-quiral acetoacetato de etila (3) por S.
cerevisiae tem sido objeto de estudo de muitos grupos de pesquisa®’, embora outros
microorganismos também sejam bastante estudados.™

O alcool S-(+)-3-hidroxibutanoato de etila (4), produto desta reagdo (Figura 9), ¢ um
bloco de construgdo quiral importante para a sintese de inimeros produtos com importancia
biologica e de interesse comercial, tais como S-(+)-sulcatol, R-lavandulol, R-(+)-

recifeiolideo e R,R-pirenoforina.3 132
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Figura 9. Reagdo de reducdo enantiosseletiva do acetoacetato de etila (3).

1.3. Imobilizacao

A imobilizacdo ¢ uma das estratégias que vém sendo exploradas como forma de
protecdo e reutiliza¢do do biocatalisador, bem como na manuteng¢do da atividade enziméatica
com o intuito de assegurar sua reciclagem e uso em reatores continuos (escala industrial).
Porém, apos a imobilizagdo, ndo existe uma regra que prediga a manutengdo da atividade
catalitica ou mesmo sua estabilidade. A heterogeneidade do meio reacional implica em uma
relagdo mutua entre os diferentes componentes do sistema. **

A Figura 10 representa esquematicamente a relagdo mutua entre os varios

- . - . . a . 24
componentes que estdo envolvidos em uma reagdo biocatalisada em solvente organico.

/ SOLVENTE \
ENZIMA < T > SUBSTRATO
SUPORTE AGUA

Figura 10. Relagdo mutua entre os diversos componentes envolvidos em uma reagao

biocatalisada em meio organico.



Pode-se imobilizar o biocatalisador através de adsor¢do ou ligagdo da
enzima/microorganismo em um material insoluvel, pelo uso de um reagente multifuncional
através de ligagdes cruzadas, confinamento em matrizes formadas por géis poliméricos, ou

. o , ., 24
ainda, encapsulagdo através de uma membrana polimérica.

A Figura 11 mostra as diferentes técnicas de imobilizagao.

Ligacio em Confin‘amento Ligacio Cruzada
suportes solidos

Microcapsulas
(Quitosana, Gelatina) M

(Filmes de caseinato de sodio,
PEO, PVA, gel de agar)

c ;iE?Zrlman?lin (Hexametilenodiamina,
crorganismo Glutaraldeido)

Adsorcao Fisica (Carvio Ativo, Mont-k10, Crisotila)
Ads orcao Covalente (Celulose, Silica)

Ads orcao Ionica (DEAE - Celulose)

Figura 11. Diferentes métodos utilizados para imobilizagdo de enzimas.”*

A adsorcdo de células inteiras em um suporte macroscépico insoluvel ¢ um método
simples de imobilizagdo. As diferentes forgas envolvidas (van der Waals, interagdes idnicas
e/ou ligagdes de hidrogénio) sdo relativamente fracas, ndo interferindo na atividade
enzimatica. Alguns dos suportes usados para este tipo de imobilizagdo sdo o carvao ativado,
silicatos, 6xidos de aluminio, géis poliméricos e celulose, entre outros.>'®**

A montmorilonita (Mx[Al, xMgx](Si4)O10(OH);), vendida comercialmente como

montmorilonita-K10, ¢ uma argila e principal componente das cinzas vulcanicas. E

composta por camadas de aluminosilicatos, e entre essas camadas existem cations
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intercambiaveis (normalmente com agua de hidratacdo), o que faz desse suporte um
polieletrolito.*

Mesmo sendo insolivel em dgua, quando hidratada aumenta seu tamanho em até
doze vezes, abrindo-se como uma esponja porosa.”’ Industrialmente é utilizada em
farmacologia, armazenamento nuclear e catalise.”*

A Figura 12 mostra a estrutura cristalina da montmorilonita K-10.%

e/ . &> Aluminio, Ferro,
Oxigénio——f. o /o —ig £ Magnésio
i g = b P

Cétions intercambiaveis: nH,O

. T ———Silicio e ocasionalmente
WA Aluminio

Figura 12. Estrutura cristalina da montmorilonita K-10.

Em nosso grupo de pesquisa, Zanotto'® imobilizou o fermento de pdo comercial
nesse suporte € o utilizou em reagdes de reducao enantiosseletiva do acetoacetato de etila
(3) (Figura 9) e a-cloroacetofenona (5) (Figura 13). A gelatina foi utilizada como
recobrimento celular e também foi analisado o efeito da adi¢do de sacarose. As células
imobilizadas, recobertas e com a adi¢ao de solu¢ao do agucar mostraram-se mais estaveis
em meio organico, formando menos subprodutos. O alcool S-(+)-3-hidroxibutanoato de
etila (4) foi obtido com ee >99% até a quarta reutilizacio do sistema com 20% de
conversdo. Na reducdo da a-cloroacetofenona, o alcool R-(-)-2-cloro-1-feniletanol (6) foi

obtido com ee de 79% apds 72 h de reagdo.

11



FR/K10/G/S, FP/S
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R{-)

(5) (6)
Figura 13. Reac¢ao de redugao enantiosseletiva da a-cloroacetofenona (5).

Outro método de imobiliza¢do consiste em “confinar” o microorganismo em um
polimero insolivel, no qual ndo hé interacdo quimica do biocatalisador com o suporte.
Cria-se uma cela artificial delimitada por uma membrana porosa, através da qual apenas
moléculas pequenas, como os substratos e produtos, podem se difundir. No entanto, a

A - P . 24
transferéncia de massa através dessa membrana pode ser comprometida.

O caseinato de s6dio (CS) ¢ um biopolimero, usado para a imobiliza¢do de enzimas
em matriz polimérica, que forma filmes insoliveis em varios solventes orgéanicos. O
caseinato ¢ um sal derivado da caseina, principal constituinte do leite de vaca. Supde-se que
cerca de 80-90% da caseina do leite se apresente na forma de micelas (com formas mais ou
menos esféricas), compostas por um grande numero de sub-unidades (10-20 nm de
diametro) contendo de 25-30 moléculas de caseina o, 3 e k. Uma primeira teoria sugere que
as sub-unidades de caseina o e [ formariam nucleos termodinamicamente estaveis em
forma de rosetas, cobertos por camadas periféricas de caseina k (Figura 14a). Uma outra
teoria sugere uma estrutura aberta composta por sub-unidades uniformes contendo as

caseinas oy, € P no centro e a k na periferia (Figura 14b).”
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Figura 14. Estruturas propostas para as micelas de caseina.

Em paralelo aos experimentos realizados por nosso grupo com o FP, Sebrio™
utilizou filmes de CS para imobilizar a lipase de Pseudomonas sp (LPS) e catalisar reagdes
de esterificagdo em meio organico. Vdarios pardmetros foram avaliados, tais como,
influéncia do numero de carbonos da cadeia alquilica do acido e do alcool, o efeito da
quantidade do biocatalisador imobilizado, tempo reacional, presenca de insatura¢ao nos
reagentes e reutilizacdo dos sistemas. Com o sistema LPS/CS, o oleato de n-propila foi
obtido com 97% de conversao.

Outros polimeros utilizados para imobilizagdo de enzimas através de confinamento
em matriz polimérica sdo o poli (alcool vinilico) (PVA) que ¢ formado por unidades
monoméricas do &lcool vinilico (CH,CH,OH), e o poli (6xido de etileno) (PEO,
MW~100.000 Daltons), que ¢ formado por unidade monoméricas de oxido de etileno
(CH2CH0).

A Figura 15 mostra as estruturas dos polimeros de alcool vinilico e de 6xido de

(L
LJ UU

Figura 15. Estruturas do poli (4lcool vinilico) (a) e poli (6xido de etileno) (b),

etileno.

respectivamente.
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Mais recentemente em nosso grupo de pesquisa, Dalla-Vecchia® utilizou filmes de
PVA para imobilizar lipases de dez fontes diferentes e catalisar reagdes de esterificagdao de
acidos carboxilicos com n-pentanol em meio organico. Quando as lipases Pseudomonas sp
(LPS), Mucor javanicus (LMJ) ou Rhyzopus oryzae (LRO) foram imobilizadas nesse
polimero e utilizadas na esterificacdo do acido laurico com n-pentanol, foi obtido o
correspondente éster com conversao de 99%.

Os filmes de PEO foram também usados para imobilizar a LRO e catalisar as
reacdes de esterificagdo do acido laurico com n-pentanol, obtendo-se o respectivo éster com

98% de conversdo.*®
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do suporte e de diferentes agiicares na imobilizagdo do fermento
de pao comercial (Saccharomyces cerevisiae) na reacdo de redugdo enantiosseletiva do
acetoacetato de etila (3) em meio organico.

2.2. Objetivos Especificos

v" Determinar a quantidade de H,O nos materiais poliméricos pelo método de titulagdo

de Karl-Fischer e a estabilidade macroscopica em diversos solventes organicos.

v Avaliar a influencia da quantidade de substrato e do biocatalisador imobilizado para

serem empregados na reagao de reducao do acetoacetato de etila;
v' Utilizar como suporte os polimeros caseinato de sodio (CS), poli (alcool vinilico)
(PVA) e poli (6xido de etileno) (PEO) na imobilizacao das células de fermento de

pao comercial e posterior redugdo de (3) em hexano;

v’ Auvaliar a influencia dos agucares trealose (T) e sacarose (S) na protegdo das células

do biocatalisador do meio orgénico (hexano);
v" Utilizar o K10 como suporte para imobilizar o FP, e realizar a reagdo de redugédo do
acetoacetato de etila (3) para a obtencdo do alcool quiral S(+)4 em maior escala,

visando a utilizac¢do na sintese de feromonios.

v" Comparar os diferentes suportes com outros reportados na literatura.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiais

3.1.1. Reagentes utilizados na biotransformacio com Saccharomyces cerevisiae (FP)

Foi utilizado como biocatalisador, o fermento de pao (FP) bioldgico
(Saccharomyces cerevisiae) instantaneo e seco (EMULZINT — LTDA, Bélgica). Os
suportes utilizados para imobilizacdo das células foram caseinato de sodio (CS) (Anchor
Products Ltd), poli (6xido de etileno) (PEO) (Aldrich, MW~100.000 Daltons), poli (alcool
vinilico) (PVA, MM~7200 Daltons) (Vetec Quimica Fina Ltda) e a montmorilonita-K10
(K10) (Fluka). Como solvente foi utilizado n-hexano (F. MAIA Ind. ¢ Com. Ltda). Para
imobilizacdo em caseinato de sédio, foi usado como plastificante o glicerol (Reagen).
Foram utilizadas trealose (T) (Sigma) e/ou sacarose (S) (Sigma), que foram adicionadas
durante a preparacao dos filmes poliméricos contendo o biocatalisador (FP).

Como substrato utilizou-se o acetoacetato de etila (Vetec Quim. Fina Ltda). O
alcool racémico (+)-3-hidroxibutanoato de etila (4) usado como padrdo para o CG quiral foi

obtido através da reagdo de redu¢do com NaBH, (Aldrich Chemical Co).”

3.1.2. Equipamentos e Caracteriza¢io dos Produtos

A imobilizag¢do do FP nos diferentes suportes (CS, PVA, PEO e K10) foi realizada
com auxilio de agitadores magnéticos (DIST Ind. Com. E Serv. Ltda) e as reacdes foram
realizadas em banho termostatizado Dubnoff (MARCON, HW2000). Foram retiradas
aliquotas das reacdes periodicamente, as quais foram analisadas por cromatografia gasosa.
As medidas de conversdo e de excessos enantioméricos foram feitas em um cromatégrafo
gasoso da Shimadzu — CG-14B, com uma coluna capilar de fase estacionaria quiral
RESTEK ou CHROMPACK (chirasil - DEX CB 25m x 0,25mmlID x 0,25 pm). As

condigoes de analise estdo mostradas na Tabela 1.
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Tabela 1: Condic¢des de operagdao do cromatdografo CG-14B para determinagao do excesso

enantiomérico e conversdo na reacdo de reducdo do acetoacetato de etila.

Parametros

Temperatura Inicial 70°C
Temperatura final 150°C

Taxa de aquecimento 2°C/ min.
Injetor: split, 200:1 250°C
Detector: FID 275°C
Pressdo do gés carreador (H,) 75kPa
Volume da amostra 1 uL

@ Solvente: hexano

Para se obter o valor do excesso enantiomérico, faz-se uso da Equacgao 1:

ee (%)= area do produto (A;) x 100 1)

soma das areas dos produtos (A; + A)

A Figura 16 mostra o cromatograma obtido por CG com coluna quiral utilizado no

calculo da conversao ao produto e do excesso enantiomérico.

0.0500 m Reagente

B produto racémico
0.0400 y
0.0200 [ \

z
3 I\
o

0.0200 \
8 \ Ar |y

0.0100 ' II\-, \AZ

| ey " o, . N {
0.0000
2.5 40 4.5 5.0 5.5
Tempa (rmir)

Figura 16. Cromatograma obtido por CG do reagente @) e do produto racémico (m).
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A pureza enantiomérica do alcool S-(+)-3-hidroxibutanoato de etila obtido com o
sistema FP/K10 em maior escala, foi medida com o uso de um polarimetro (Perkin Elmer,
polarimeter 343). Determinou-se assim o angulo de rotacdo 6tica experimental da amostra
pura e este foi convertido para a rotagdo Otica especifica [a]'p, grandeza caracteristica de

cada substéncia oticamente ativa (Equacdo 2).*°

Onde:

[a]"p = rotacdo otica especifica

o = rotagdo Otica observada

|1 = comprimento da cela polarimétrica, (0,1 dm)

¢ = concentragdo da solugdo, em g de soluto por cm® de solvente
T= temperatura (graus Celsius) (20°C)

D = comprimento de onda de emissdo da linha D do s6dio (589 nm)

3.2. Procedimento geral de imobilizacdo do FP nos diferentes suportes poliméricos

A Figura 17 mostra o procedimento utilizado na preparacdo dos filmes de caseinato

de sodio (CS), poli (4lcool vinilico) (PVA) e poli (6xido de etileno) (PEO).

POLIMEROS =
AGUA . — — a
FP e }..'] ) S —) _—) S ) o )
A.GITACAO FP Pedagos (~2mm) ARG

SECAGEM IMOBILIZADO HEXANO
BIOCATALISADOR

Figura 17. Procedimento geral utilizado na imobilizacdo do FP em suportes poliméricos.
3.2.1. Imobiliza¢cao do FP em filme de caseinato de sodio (CS)

Em um béquer de 50mL foram adicionados 1,5 g de CS, 0,5 g de glicerol (G) e 15,0
mL de 4gua destilada. Este sistema foi submetido a agitagdo magnética por

aproximadamente duas horas, até completa solubilizacido do CS. Em seguida, 1,0 g de
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fermento de pao foi adicionado a solugdo e agitado até que o sistema ficasse homogéneo (+
10 minutos). Esta solug¢do foi entdo despejada em placa de Petri (~9 cm de didmetro) e
colocada na capela para evaporagao do solvente e formagao do filme. Para imobilizagdo de
2,0 g de FP, as quantidades acima foram dobradas.

Nas condig¢des em que a influéncia de agucares foi testada, 80 mg de sacarose (S) ou
de trealose (T) foram adicionados a solugdo do filme. Alternativamente, a influéncia dos
dois acucares também foi analisada, adicionando-se 40 mg de S juntamente com 40 mg de

T na solugdo de caseinato de s6dio contendo o fermento de pao.

3.2.2 Imobilizacao do FP em filme de poli (6xido de etileno) (PEO)

Em um béquer de 40 mL foram adicionados 500 mg de PEO e 25 mL de agua
destilada. Este sistema foi submetido a agitagdo magnética por aproximadamente 24 horas,
até solubilizacdo do suporte. Em seguida 1,0 ou 2,0 g de fermento de pao foram
adicionados a solucao do filme até a homogeneizagdo do sistema, sendo depois despejado
em placa de Petri (~9 cm de didmetro) e levado a capela para evaporagdo do solvente. Com
este suporte, foram também testadas a influéncia dos agucares sacarose e trealose,
adicionando-se 80 mg de um ou de outro a solucdo de PEO; ou ainda a influéncia dos dois
acucares adicionando-se simultaneamente 40 mg de cada um deles.

Com este sistema, testou-se a adi¢cdo de uma solu¢ao 10% de sacarose/trealose ao
meio reacional, para fins de comparagdo com o sistema desenvolvido com K10 por

Zanotto.'®

3.2.3. Imobilizacdo do FP em filme de poli (alcool vinilico) (PVA)

Em um béquer de 40 mL, foram adicionados 500 mg de PVA e 25 mL de agua
destilada. Este sistema foi submetido a agitacdo magnética e leve aquecimento (~40°C)*®
até completa dissolugdo do suporte. Depois da solugdo ter atingido a temperatura ambiente,
foram adicionados 1,0 ou 2,0 g do biocatalisador (FP) e novamente o sistema foi submetido
a agitagdo magnética até sua homogeneizacao, sendo em seguida despejado em placa de

Petri (~9 cm de didmetro) e levado a capela para a evaporagdo do solvente. Com este
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suporte, também foram testadas a influéncia dos aglicares sacarose e trealose, segundo o

procedimento descrito anteriormente nos itens 3.2.1 ¢ 3.2.2 .
3.2.4. Imobilizaciao do FP em montmorilonita-K10

Com o intuito de se obter o alcool S-(+)-hidroxibutanoato de etila (4) em maior
escala, utilizou-se a metodologia desenvolvida por Zanotto'® para imobilizagdo do FP em
K10.

A imobilizacdo do FP em K10 foi realizada em 4 béquers de 500mL. Em cada um
destes foram primeiramente dissolvidos 10,0 g do biocatalisador (FP) em 250 mL de 4gua
destilada (= 10 minutos). Em seguida, adicionaram-se mais 30,0 g de K10 e deixou-se o
sistema sob agitagdo magnética vigorosa por 4 horas. As misturas FP/K10 foram entao
filtradas em funil de Buchner, colocadas em vidro reldgio, seca sob corrente de ar e depois,
trituradas até a obten¢do de particulas finas.

Este procedimento de imobilizagdo do FP em K10 esta esquematizado na Figura 18.

,113’0 Q‘L S ] !35";._ 2
AGUA ' ) ) —) -

i IMOBILIZADO
ADSORCAO FlL1xacAO SECAGEM

Figura 18. Procedimento utilizado para imobiliza¢do do FP em K10.

3.2.5. Determinagdo do teor de 4gua para o filme de CS

A quantidade de agua presente no filme de CS foi determinada por titulacdo pelo
método Karl-Fischer (titulador 633 Automatic Karl Fischer, Metrohm AG CH-9100
Herisau). Os filmes contendo o FP foram previamente cortados em pedagos pequenos e
regulares, e amostras de aproximadamente 100 mg foram usadas para as andlises. Os
experimentos foram realizados em triplicata e o resultado estd expresso como média

aritmética dos valores.
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3.2.6. Procedimento utilizado para a reducio enantiosseletiva do acetoacetato de etila

catalisada pelo sistema FP/CS

Este estudo foi feito utilizando-se quatro filmes de CS preparados segundo o
procedimento descrito anteriormente (item 3.2.1.), nos quais foram adicionados 2,0 g de FP
na auséncia de agucar. Os filmes foram cortados em pequenas segdes regulares e
transferidos para erlenmeyers contendo 40 mL de n-hexano. Foram utilizadas diversas
quantidades de acetoacetato de etila (0,2, 0,4, 0,8 ¢ 1,6 mL).

Estes sistemas foram submetidos a agitacdo em banho termostatizado tipo Dubnoff
a 25°C, e aliquotas foram retiradas em intervalos regulares de 24 horas e em seguida
analisadas por CG com coluna quiral, para obter os respectivos valores de conversao (%) e
excesso enantiomérico do produto (%).

O procedimento geral usado para reagdo de redug¢do do acetoacetato de etila
mediada pelo fermento de pdo imobilizado nos diversos suportes estd esquematizado na

Figura 19.

HEXANO
FERMENTO DE

PAO
SUBSTRATO | (57,  mummmnp> @ —) H

B baNiO

TERMOSTATIZADO

AGITACAO

conversio (%)

ee (%) G

‘ensio (V)

Figura 19. Procedimento geral usado para reacdo de reducdo do acetoacetato de etila

utilizando FP imobilizado nos diferentes suportes poliméricos.
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3.2.7. Procedimento geral para a reacdo de reducio do acetoacetato de etila mediada

por FP imobilizado em filmes de PVA e PEO.

Cada filme foi cortado em pequenos pedagos regulares e transferido para um
erlenmeyer contendo 40 mL de n-hexano. Em seguida, 0,2 mL (1,57 mmol) de acetoacetato
de etila foi adicionado e o sistema submetido a agitacdo em banho termostatizado tipo
Dubnoff a 25°C. Aliquotas foram retiradas regularmente (a cada 24 horas) de cada reacdo
e analisadas em CG com coluna quiral para o célculo de conversdo e excesso enantiomérico
(Figura 17).

Para fins comparativos, foram feitos filmes de CS, PEO e PVA sem adi¢do de
fermento de pao, e estes utilizados na reacdo de reducao do substrato (3). As analises das
aliquotas das reagdes foram feitas nas mesmas condi¢des das que contem o biocatalisador

(FP).

3.2.8. Procedimento utilizado para a reutilizacdo do biocatalisador imobilizado

O biocatalisador imobilizado nos suportes poliméricos foi avaliado em sucessiva
reutilizagdo. Os filmes foram filtrados por gravidade em funil de vidro e lavados com n-
hexano (3 x 30,0 mL), sendo em seguida transferidos para erlenmeyers contendo 40 mL
deste solvente. A seguir, foi adicionado novamente ao meio 0,2 mL (1,57 mmol) de
acetoacetato de etila (3), e entdo este sistema foi submetido as mesmas condi¢des

experimentais citadas no item 3.2.6.

3.2.9. Procedimento utilizado para a reduc¢io do acetoacetato de etila em maior escala

mediado por FP/K10

Depois de seco e triturado, o sistema FP/K10 foi adicionado em dois erlenmeyers de
1 L contendo aproximadamente 400 mL de hexano. Em cada erlenmeyer foram adicionados
2 mL (15,7 mmol) do substrato ao meio reacional e 16,0 mL de uma solucdo 10% de
trealose (1,6 g em 16,0 mL de agua destilada) foi gotejada lentamente e posteriormente

submetido a um agitador tipo shaker, a 30°C. Foram retiradas aliquotas em intervalos
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regulares de 24 horas, e analisadas em CG com coluna quiral, com intuito de acompanhar o
~ . ~ , , . . . . 16
curso da reacao. Neste experimento a solu¢cdo de agucar ¢ adicionada ao meio reacional .
Ao final da reagdo, realizada por um periodo de sete dias, o conteido de cada frasco
foi filtrado por gravidade e transferido para um baldo de fundo redondo, sendo
posteriormente levado ao rota-evaporador para eliminagdo do solvente. Obtiveram-se
aproximadamente 4 mL de um 6leo amarelo-claro, que foi submetido a anélises de RMN-

1H , CG quiral e medida de rotacdo Optica.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos proximos itens, serdo discutidos os resultados de caracterizacdo dos diferentes
filmes obtidos, bem como os da reagdo de redugdo do acetoacetato de etila (3) mediada por

fermento de pao comercial imobilizado nos diferentes suportes poliméricos.

4.1. Caracterizacio dos filmes

4.1.1. Determinacio do teor de agua

Mesmo sabendo que muitos microorganismos apresentam certa tolerancia ao meio
organico”’, ¢ indispensavel a presenca de certa quantidade de 4gua ao redor da membrana
celular; uma vez que esta ¢ composta em parte por proteinas e que podem assim sofrer
desnaturacdo.’

A quantidade de 4dgua nos filmes de caseinato de sddio (CS), poli (alcool vinilico)
(PVA) e poli (6xido de etileno) (PEO) foi determinada pelo método de titulagdo Karl-
Fischer.

A quantidade de dgua nos filmes de CS foi feita em triplicata, e obteve-se um valor

médio de 13 %.

4.1.2. Estabilidade dos sistemas FP/CS, FP/PVA e FP/PEO frente a solventes

organicos

Os filmes de CS, PVA e PEO com o fermento de pao, foram cortados em pequenos
pedagos e adicionados em acetona, tetrahidrofurano, cloroférmio, xileno, hexano e heptano
a temperatura ambiente.

Apos um periodo superior a 96 horas verificou-se que todos os filmes nao
apresentaram modificagdes macroscopicas apos contacto com os diferentes solventes

organicos.
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Este resultado mostra que os mesmos podem ser utilizados nestes solventes. Foi

selecionado o n-hexano por apresentar melhores resultados na biorreducdo de (3) com

fermento de pdo imobilizado em montmorilonita K-10. ¢
4.2. Reducio do acetoacetato de etila com o sistema FP/CS

Primeiramente, foi feito o estudo da quantidade de substrato a ser utilizada na
biorreducgdo do acetoacetato de etila. Como este substrato ndo esta naturalmente presente no
meio celular, sua concentra¢dao pode influenciar a atividade celular ja que o mesmo pode se
tornar toxico e causar inibicao das células de FP a partir de uma determinada concentragao.

A Figura 20 apresenta o grafico da conversdao ao alcool S-(+)-(4) com o sistema

FP/CS, quando foram utilizadas diferentes quantidades do acetoacetato de etila.

s
L

Conversao (%)

72

8 Tempo (h)
1,57 24
3,14 6.28

12,56

Substrato (3), mmol

Figura 20. Conversdao ao alcool S-(+)-(4) em fungdo das diferentes quantidades do

substrato (3) e do tempo. 2 g de FP.

O 4lcool S-(+)-(4) foi obtido em maior conversdo utilizando-se 1,57 mmol do
substrato apds 72 horas de reacdo (17%), com excesso enantiomérico >99%. Aumentando-
se a quantidade de substrato, as conversdes foram menores que 5%, porém o ee se manteve

>99%. A partir desses resultados, sugere-se que o microorganismo se encontra em situagao
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de stress, quando quantidades acima de 1,57 mmols sdo usadas como substrato. Portanto,

nos experimentos seguintes, esta foi a quantidade de substrato utilizada.

4.3. Influéncia dos aciicares na protecao celular durante a reducio do acetoacetato de

etila com o sistema FP/CS

Inicialmente, foram preparados os filmes de CS contendo 1 g de FP, com e sem a
adicdo dos agucares sacarose (S) e trealose (T), e estes utilizados na biorredugdo do
acetoacetato de etila (1,57 mmol) com o objetivo de avaliar a influéncia desses
dissacarideos na manuten¢ao da atividade enzimatica, através da protecdo celular. Avaliou-
se também o efeito dos dois aguicares adicionados simultancamente.

A Figura 21 mostra os resultados obtidos com os diferentes sistemas
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Figura 21. Conversao ao alcool S-(+)-(4) em funcdo do tempo, com os diversos sistemas

biocataliticos. 1 g de FP ,1,57 mmol de (3) .

Na auséncia de FP, ndo ocorreu a reagao de reducao do substrato (3). Este resultado
¢ esperado considerando que a reagdo somente ocorre na presenca de um agente redutor

(quimico ou enzimatico).
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Na presenca de sacarose (sistema FP/CS/S), o alcool (4) foi obtido com apenas 7 %
conversao e ee >99%, apds 96 h de reagdo. Os baixos valores de conversdao obtidos podem
ser devido ao fato de que a sacarose atua intracelularmente no auxilio da regeneragdo dos
cofatores NADH ¢ NADPH envolvidos na biorredugao (doando elétrons), metabolizando o
dissacarideo,*' e nio auxilia na prote¢io da membrana celular como a trealose

O élcool S-(+)-(4) foi obtido em maior conversao utilizando-se os sistemas FP/CS e
FP/CS/S/T, com valores na faixa de 16-30 % e 15-30% respectivamente, apds 96 h de
reacdo. O ee obtido com estes dois sistemas foi >99 %.

Na presenca de trealose (sistema FP/CS/T) o alcool foi obtido com 20 % de
conversdo e ee >99 % apos 96 h de reacdo. Estes resultados sugerem que este aglcar
exerceu algum efeito protetor sobre a membrana celular do microorganismo, uma vez que a
trealose, devido as suas interacdes com as moléculas de dgua, ¢ capaz de formar estruturas
(complexos) mais rigidas que se adaptam de forma mais eficiente na superficie das
bioestruturas, formando uma camada mais resistente aos danos causados pelo meio.*

A seguir, foram preparados filmes de CS contendo 2 g de FP e o mesmo submetido as
condicoes reacionais descritas acima.

A Figura 22 mostra os resultados obtidos para os diferentes sistemas.
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Figura 22. Conversao ao alcool S-(+)-(4) em funcdo do tempo, com os diversos sistemas

biocataliticos. 2 g de FP, 1,57 mmol (3).
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A maior conversao ao alcool S(+)-(4) foi de 65%, obtida com o sistema FP/CS/S/T.
Porém, o ee foi de 17% apds 96 h de reacdo. Como proposto anteriormente, sugere-se que a
acdo da sacarose no auxilio da regeneragdo dos cofatores aliada ao efeito de protecao
celular da trealose, consegue aumentar a eficiéncia do FP como biocatalisador.

Assim, o sistema mais eficiente € com a presenga dos dois agucares no suporte, que
contribuem na manutencao da atividade catalitica do microorganismo. Utilizando os demais
sistemas as conversoes nao ultrapassaram 20%, apesar do ee obtido ser >99%.

A partir dos resultados obtidos com 1,0 ou 2,0 g de FP imobilizado, comparou-se a
influéncia da quantidade de biocatalisador presente no meio reacional. A Figura 23 mostra
os resultados obtidos utilizando os diversos sistemas, contendo diferentes quantidades do

biocatalisador.

[ 1,0 gFP
M 2,0gFP
B sem FP

Conversao (%)

Tempo (h)

Sistemas Biocataliticos

Figura 23. Conversao ao alcool S-(+)-(4) em fun¢do do tempo, com os diversos sistemas

biocataliticos contendo 1 ou 2 g de FP imobilizado.

Utilizando o sistema FP/CS contendo 1 g do biocatalisador, obteve-se o alcool S-
(+)-(4) com 30 % de conversdo e ee >99 %, apos 96 h de reacdo. Com o mesmo sistema
contendo 2 g de FP e tempo reacional, o 4lcool foi obtido com 19 % de conversdo (ee
>99%). Estes resultados sugerem que a diminui¢do na formagdo do produto quando uma

maior quantidade de biocatalisador foi utilizada, pode ter ocorrido devido a possivel
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dificuldade de difusdo do substrato até as células do FP, uma vez que a quantidade de
suporte presente no meio foi dobrada (item 3.2.1.).

Como j4& mencionado, com o sistema FP/CS/T o élcool S-(+)-(4) foi obtido com
20% de conversao e ee >99% apos 96 h de reacdo, utilizando 1 g de FP imobilizado. Com
este sistema contendo 2 g do biocatalisador, obteve-se o alcool com 8% de conversao (ee
>99%), ap6s 72 h de reacdo. Uma vez que a quantidade de agua nos filmes de CS se
mantém constante, a propor¢ao “solucdo de T/biocatalisador” ¢ menor no suporte com 2 g
FP, e portanto o efeito protetor deste agucar deverd ser menor . Além disto, a difusdo do
substrato no meio pode ter sido dificultada devido a maior quantidade de suporte presente.

Com o sistema FP/CS/S/T contendo 1 e 2 g de FP, o 4lcool S-(+)-(4) foi obtido com
30% (ee >99%) e 65 % (ee 17%) de conversdo, respectivamente apos 96 h de reacao.
Mesmo com conversdo ao alcool mais baixa, o sistema contendo 1,0 g de FP se mostrou
mais enantiosseletivo que o contendo 2,0 g de FP.

Sugere-se que a presenga simultdnea dos agucares (S e T), devido a prote¢ao da
parede celular, pode ter favorecido a biorreducdo de tal forma que foi observado uma
relacdo entre quantidade de biocatalisador e %c ao produto, em funcdo do tempo.
Utilizando maior quantidade do biocatalisador, a reacdo ¢ mais rdpida porém menos

enantiosseletiva (ee 17%, 96h). (Figura 24).
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Figura 24. Conversao ao alcool S-(+)-(4) em fun¢ao do tempo com o sistema FP/CS/S/T

contendo 1 ou 2 g de fermento de pao imobilizado.
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Posteriormente, os sistemas FP/CS, FP/CS/T, FP/CS/S/T contendo 2 g de FP, foram

testados quanto a sua reutilizacdo. Os resultados obtidos apds a primeira reutilizagdo sao

mostrados na Figura 25.
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Figura 25. Conversdao ao dalcool S-(+)-(4) com os diferentes sistemas biocataliticos

reutilizados, em fun¢do do tempo. 2,0 g de FP e 1,57 mmol de (3).

Ap0s a primeira reutilizagdo, os sistemas FP/CS, FP/CS/T e FP/CS/S/T converteram
0 acetoacetato de etila ao respectivo alcool S-(+)-(4) com conversdes de 19, 17 e 22%
respectivamente, apos 72 horas de reacdo. O ee obtido com os trés sistemas foi > 99%.

A fim de observar a manutencdo da atividade -catalitica das células do
microorganismo, analisaram-se os sistemas separadamente, comparando estes resultados
com os obtidos anteriormente. A Figura 26 mostra os resultados obtidos para o sistema

FP/CS frente a sua primeira reutilizagao.
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Figura 26. Conversdo ao alcool S-(+)-(4) em func¢ao do tempo para o sistema FP/CS. 2 ge
1,57 mmol (3).

Em comparacao a primeira utilizacao desse sistema, a conversao ao alcool S-(+)-(4)
foi inicialmente maior (14 %) provavelmente devido a presenca de produto remanescente
no suporte (que nao foi descartado durante a lavagem), mantendo-se praticamente constante
ao longo do tempo (19% de conversdo apo6s 72 horas de reagdo). O ee permaneceu maior
que 99%. Observa-se que neste sistema a atividade catalitica das células do biocatalisador

se manteve.

A Figura 27 mostra os resultados obtidos para a primeira reutilizagdo do sistema
FP/CS/T.
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Figura 27. Conversao ao alcool S-(+)-(4) em fun¢do do tempo para o sistema FP/CS/T 2 g
de FP e 1,57 mmol (3).
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A conversdo ao alcool S-(+)-(4) foi inicialmente de 13% provavelmente devido a
presenga de produto remanescente no suporte, alcancando 17% apods 72 h de reagdo. O ee
foi maior que 99%. Comparando-se estes resultados com os obtidos na primeira utilizagao,
observa-se que neste sistema a atividade catalitica aumentou ap0s a primeira reutilizacao.

A Figura 28 mostra os resultados obtidos para a primeira reutilizacdo do sistema
FP/CS/S/T.
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Figura 28. Conversao ao alcool S-(+)-(4) em fun¢ao do tempo para o sistema FP/CS/T. 2 g
de FP e 1,57 mmol de (3).

O élcool S-(+)-(4) foi obtido com uma média de 19% de conversdo ao longo da
reacdo. O ee obtido foi >99%. Como esperado, a atividade catalitica diminuiu apos a sua

primeira reutilizagdo, devido ao efeito do solvente organico sobre o microorganismo.

4.4. Reducio do acetoacetato de etila com os sistemas FP/PVA e FP/PEO

Depois dos resultados obtidos com o FP imobilizado em filmes de caseinato de
sodio (CS), foi testada e comparada a influéncia dos polimeros poli (dlcool vinilico) (PVA)
ou poli (6xido de etileno) (PEO) como suportes para a imobilizacao do FP.

A Figura 29 mostra os resultados obtidos quando 2,0 g de FP foram imobilizados

nesses dois suportes.
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Figura 29. Conversao ao alcool S-(+)-(4) em fun¢ao do tempo, com o FP imobilizado em

filmes de PVA e PEO. 2 g FP, 1,57 mmol de (3) .

Comparando estes dois novos polimeros (PVA e PEO), verifica-se que o sistema
FP/PVA foi o que melhor converteu o substrato (3), no qual obteve-se o alcool S-(+)-(4)
com 14 % c apds 48 horas de reacdo. O ee obtido nesta condi¢do foi >99%. Com os demais
sistemas, as conversdes foram menores que 3%, obtendo-se ee de 53% com o sistema
FP/PVA/S/T e >99% com o sistema FP/PEO, apds 96 h de reacdo. De acordo com os
resultados obtidos, tanto o PVA quanto o PEO ndo foram suportes eficientes na
biorreducdo do substrato (3), mesmo na presenga de S e T para a prote¢do da parede
celular.

A grande diferenca nas conversdes obtidas com o fermento de pao imobilizado
nestes dois polimeros, em comparacdo com os resultados obtidos com CS (65% c ), pode
ser devido a notavel diferenca estrutural existente entre eles. O caseinato de sodio, além de
ser de natureza protéica (semelhante a membrana do microorganismo), deve interagir de
maneira mais eficiente para protecao celular do FP. Ou ainda, a utilizacdo dos suportes
hidrofilicos PVA e PEO, pode ter reduzido a atividade enzimatica devido a mudancgas
conformacionais; uma vez que estes suportes podem reduzir a difusdo do substrato

. o o .o . ., 2]
hidrofobico em regides mais hidrofilicas da rede polimérica.
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Assim, fica evidente que as diferentes interacdes biocatalisador/polimero existentes
para cada caso podem comprometer a atividade do biocatalisador.

Para o sistema FP/PEO/S/T, onde foi testada a adi¢cdo da solu¢ao dos agucares
diretamente ao meio reacional, ndo foi observada a formagao de produto. Analisando-se os
cromatogramas obtidos para este sistema, observa-se que tanto o pico referente ao substrato
quanto o referente ao produto ndo sao observados, evidenciando que o suporte hidrofilico

possa ter retido ambos. A Figura 30 mostra o cromatograma referente ao sistema

FP/PEO/S/T ao longo da reagao.
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Figura 30. Cromatogramas obtidos ao longo da reagdo de reducao de (3), com o sistema

FP/PEO/S/T.

Para efeito de comparagdo, foram testados estes suportes na imobiliza¢do de 1,0 g
de FP. Desta vez, os agucares foram adicionados a solu¢ao dos polimeros. A Figura 31

mostra os resultados obtidos para estes sistemas.
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Figura 31. Conversao ao alcool S-(+)-(4) em fun¢do do tempo, com o FP imobilizado nos

diferentes suportes poliméricos com adi¢ao simultdnea de S e T. 1g FP, 1,57 mmol (3).

O 4alcool S-(+)-(4) foi obtido somente com o sistema FP/CS/S/T, anteriormente
utilizado, alcangando 30% de conversdo e ee>99%, ap6s 72 h. O FP imobilizado em PVA ¢
PEO, nao foi eficiente na redugao do substrato (3).

A Figura 32 mostra comparativamente a diferenca nos resultados obtidos quando se

diminuiu a quantidade de FP imobilizado.

m 1,0gdeFP
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Figura 32. Conversao ao alcool S-(+)-(4) em funcdo do tempo para os diversos sistemas

biocataliticos. 1 ou 2g FP, 1,57 mmol (3).
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Assim, conforme ja comentado anteriormente e de acordo com os resultados
obtidos, o caseinato de sodio foi o melhor suporte utilizado para imobilizar o FP

provavelmente devido a sua natureza protéica.

A Tabela 2, mostra todos os resultados obtidos de ee do alcool S(+)-4 com os

diferentes sistemas contendo 2 g de FP.

Tabela 2. Valores de ee do alcool S(+)-4 obtidos com os diferentes sistemas biocataliticos.

Entrada Sistema % ee
17h 24h 48h 72h 96h
1° FP - 99 99 99 99
FP/CS - 99 99 99 99
3 FP/CS/S - - - - 99
FP/CS/T - 99 99 99 99
5 FP/CS/S/T - 78 88 28 17
6 FP/K10 - 99 99 99 99
7 FP/K10/S - 99 99 99 99
8 FP/K10/T - 99 99 99 99
9 FP/PVA 99 99 99 99 -
10¢ FP/PVA/S/T 99 60 55 53 -
11 FP/PEO 99 99 99 99 -
12¢ FP/PEO/S/T - - - - -
FP: 2,0 g.

De acordo com os dados da Tabela 2, para a maioria dos sistemas os valores de ee
obtidos foram >99%. Apenas para os sistemas FP/CS/S/T (entrada 5) e FP/PVA/S/T
(entrada 10) os valores de ee diminuiram, sendo de 17% (72h) e 53% (96h),
respectivamente.

Estes resultados indicam que alteragcdes nas condi¢des reacionais favoreceram a
atuacdo de outras redutases seletivas para o enantiomero R (determinado a partir do
cromatograma do padrdo racémico), fazendo com que as células deste microorganismo
(apesar de continuarem reduzindo o substrato (3)) tivessem sua enantiosseletividade

diminuida .
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4.5. Obtencao do alcool S-(+)-hidroxibutanoato de etila em maior escala com o sistema

FP/K-10

Conforme descrito no item 3.2.4., foram utilizadas quantidades maiores do
biocatalisador e substrato (4 mL) de acordo com a metodologia desenvolvida por Zanotto'®,
com o intuito de obter o alcool quiral (4) em maior escala.

Ap6s evaporacao do solvente organico, foi obtido 4 mL de um 6leo amarelo que foi
submetido a analises por CG-quiral, RMN-H' ¢ medida de rotagdo 6ptica.

O cromatograma de uma aliquota da reagdo utilizando o sistema FP/K10,
evidenciando o pico do reagente (3) e o cromatograma do produto obtido apods sete dias de

reacdo estdo apresentados na Figura 33.
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Figura 33. Cromatograma de uma aliquota da reagao (48h) utilizando o sistema FP/K10
evidenciando o pico do reagente (M) e o cromatograma do produto obtido apds sete dias de

reagao (m).

De acordo com o cromatograma (M), o produto ¢ o alcool S-(+)-(4).

O espectro de RMN ( 400 MHz) em CDCl;, mostra para o alcool S(+)-4 obtido na
biorreducdo com FP/K10 os seguintes picos caracteristicos (0, ppm): 4,1-4,3 (m, 3H,,
referentes a - CH, e -CH- vizinhos ao oxigénio do éster etilico e do carbono hidroxilico,

respectivamente); 2,4-2,6 (m, 2Hy, referente ao CH, vizinho ao carbono carbonilico do
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éster e do carbono hidroxilico), 0,9 e 1,3 (m referente aos dois grupos CHj3). A integracao
destes sinais corresponde a mais de 6H , indicando a presenga de solvente (hexano) ou do

reagente de partida (acetoacetato de etila) (Figura 34).

6 5 4 3 2 1 -0 ppm

0.82 "2.79 220 45.63 |
B 6.73 3.48  1.81 5.88 25.80

Figura 34. Espectro de RMN-'H do 4lcool (4), obtido via biorredugdo com o sistema
FP/K10. (400 MHz, CDCls).

Esta anélise também mostra que o produto requer purificagdo para a obten¢ao com a
pureza desejada

O valor de [a]"p citado na literatura para o alcool S-(+)-3-hidroxibutanoato de etila
¢ de +43.% O valor encontrado para o 4lcool obtido com o sistema biocatalitico FP/K10 foi
de +47, proximo ao reportado. Este resultado sugere que o produto ndo estd totalmente

puro, e que deve ser mais purificado para se obter o dlcool quiral com a pureza desejada.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados ao longo da discussdo, pdode-se chegar a

algumas conclusdes:

v

Os filmes contem 13 % de agua , o que garante a estabilidade das células de FP em

meio organico.

Os sistemas utilizados sdo estdveis em diversos solventes organicos por 48 h, a

temperatura ambiente.

Na auséncia de agucares, o filme contendo 1,0 g de FP imobilizado em CS reduziu o
substrato (16-30%c) mais eficientemente do que com 2,0 g (0-19%c), no mesmo

tempo de reacio;

Independente da quantidade de biocatalisador utilizado a maior porcentagem de
conversao foi alcancada com o uso simultaneo de sacarose e trealose; sendo de 30%

para 1,0 g e 65% para 2,0 g de FP;

Com o sistema contendo 1,0 g de FP, a trealose foi o agucar que apresentou melhor

efeito protetor (20%c, apos 72 h de reacgdo);

Os sistemas FP/CS, FP/CS/T e FP/CS/S/T foram testados quanto a sua reutilizagao.
Com o sistema FP/CS observou-se consideravel manutengdo da atividade, obtendo-

se conversoes de 14 a 22 %, ap6s 72 h de reacdo;
Dentre os outros dois suportes utilizados, o biocatalisador imobilizado em PVA sem

adicdo de acucar foi o que melhor converteu o substrato ao alcool S-(+)-3-

hidroxibutanoato de etila (14%c apds 48 horas de reagdo);
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O FP imobilizado em PVA e PEO ndo foi eficiente na biorreducao de (3), sendo o

maximo de 14% com o sistema FP/PVA;

A adi¢do de agucar ao meio reacional ndo pode ser feita de maneira semelhante ao

. 1 . . ~ . . .
sistema com K 10'®, visto que os suportes poliméricos sdo mais hidrofilicos;

De maneira geral, o suporte ndo exerceu influéncia na enantiosseletividade do
alcool obtido, os valores obtidos foram >99% com a maioria dos sistemas

utilizados;

Com o sistema FP/CS/S/T e 2g de FP, foi observado uma diminui¢do nos valores de

enantiosseletividade (ee 17% , 96h de reagdo);

Com o sistema FP/PVA/S/T obteve-se o produto racémico com ee 53% apds 72 h

de reacao.
Os resultados mostraram que a escolha adequada do suporte ¢ importante para a

manuten¢do da atividade catalitica do biocatalisador, independente de estar sendo

utilizado como enzima isolada ou célula integra.
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6. PERSPECTIVAS

v" Caracterizar morfologicamente os filmes por técnicas de infravermelho ¢ medidas

de calorimetria de varredura diferencial (DSC ) e degradagao térmica (TGA).

v Testar outros suportes (bentonita, carvdo ativado, bauxita, etc) com o intuito de
padronizar alguns métodos de imobiliza¢do do FP para serem utilizados em reagdes

de reducao enantiosseletiva do acetoacetato de etila;
v' Prosseguir com a obten¢do do alcool enantiomericamente puro em maior
quantidade, para ser utilizado como produto de partida na sintese de compostos que

apresentam atividade biologica;

v' Testar liquidos idnicos em quantidades cataliticas como co-solventes nestas reagdes

visando aumentar a conversao a produto.
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