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RESUMO

Neste trabalho foram sintetizados derivados de benzaldeidos com acetona
denominados de dibenzalacetonas constituidas pelos substituintes H (17), p-OCHs; (18), p-
NO; (19), 3,4(-O-CH,-O-) (20), p-CN (21), por condensacdo alddlica catalisada por base.
Estes compostos foram utilizados como substratos nas reacdes de biotransformacédo
mediada pela levedura Saccharomyces cerevisiae (fermento de péo, FP) em sistema
bifasico. Os compostos carbonilicos a.,B-insaturados foram obtidos com rendimentos de 18-
74% e foram caracterizados por técnicas espectroscopicas de RMN-'H, IV e ponto de
fusdo. Estes substratos foram reduzidos via quimica com NABH, para o obtencdo dos
correspondentes alcoois (22-24). A biotransformacédo do composto 17 mediada por fermento
de péo foi quimiosseletiva, formando apenas as correspondentes cetonas saturadas 26 e
27. Na reagdo de bio-hidrogenagdo da dibenzalacetona 17, foram avaliados diversos
pardmetros reacionais tais como massa da levedura, concentragdo do substrato,
temperatura, pH, tipos e velocidades de agitacdo (RPM). As maiores conversbes em 27,
foram obtidas com 4 g e 6 g de FP, com 17 mmolL do sustrato, & 35 °C e em pH 5,5. O
estudo da agitacdo se mostrou de grande importancia nas reacdes biocatalisadas em
sistema bifasico. As maiores conversées em 27 foram obtidas quando utilizou-se a agitacdo
magnética com auxilio de barra magnética, sendo de 86% durante 24 h. Verificou-se nos
estudos da velocidade de agitacédo, que quando a reacao foi realizada em 400 e 500 rpm, 0s
dois produtos 26 e 27 foram obtidos com conversdes semelhantes, sendo de ~50%. Quando
realizou-se a biotransformacdo dos substratos 19-21 mediada por FP em sitema bifasico,
nao foi possivel observar a formacdo de nenhum produto. Quando a reacao foi realizada
com a dizenzalacetona 18, foi possivel observar a formacdo da cetona saturada 29.
Concluindo, o uso da levedura S. cerevisiae como biocatalisador na biotransformacéo de
compostos carbonilicos a,pB-insaturados em sistema bifasico, mostrou-se uma alternativa
vidvel para a obtencdo de cetonas saturadas, sendo usadas em condi¢fes brandas de
reacdo, reagentes de custo relativamente baixo, além de ser um método ecologicamente

correto.

Palavras-chave: compostos carbonilicos a,B-insaturados; Saccharomyces cerevisiae;
biocatalise

Xii



1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A utilizacdo de agentes bioldégicos nos processos industriais apresenta ganhos
consideraveis quanto a preservacdo e reducdo de impactos no meio ambiente gerados pelos
processos quimicos classicos. Assim, a biocatalise desempenha importante papel com a
utilizacdo de microorganismos e enzimas como catalisadores, 0s quais possuem um alto grau de
especificidade em relag&o aos substratos, originando uma maior pureza do produto.”

Por muitos anos na industria, o uso de biocatalisadores enzimaticos ndo era freqlente,
pois apresentavam desvantagens como instabilidade do seu uso em determinados solventes,
condi¢cbes de pH, temperatura, exposi¢cdo a agentes desnaturantes e a necessidade da adi¢do
de cofatores. Estas limitagfes estdo sendo superadas por estudos de interesse académico, com
objetivo de sustentar a procura em escala industrial.?

Para obtencdo de um biocatalisador com atividade e estabilidade que ndo sejam
afetadas durante o processo catalitico foi necesséario o desenvolvimento de métodos preventivos
especificos de imobilizacdo catalitica. A imobilizagdo de enzimas pode ocorrer através da
adsorc¢ao ou ligagdo de enzima em um material insolGvel, pelo uso de um reagente multifuncional
através de ligagbes cruzadas, confinamento em matrizes formadas por géis poliméricos ou
encapsulacao através de uma membrana polimérica.®*

Um outro método de imobilizacdo usado em reagfes biocataliticas € o sistema bifasico.
Facilidade na separacdo do biocatalisador do produto obtido e a biotransformacéo de substratos
de interesse de baixo polaridade sdo algumas das vantagens do uso crescente desse método,
na area de estudos dos quimicos organicos.>’

Embora alguns biocatalisadores sejam extraidos de tecidos animais e vegetais, as
enzimas sdo geralmente obtidas de microrganismos (bactérias, fungos e leveduras). A levedura
Saccharomyces cerevisiae, conhecida e utilizada como fermento de pédo (FP) na producéo de
bebidas alcodlicas tem sido o microorganismo mais empregado pelos quimicos em sintese
orgéanica, principalmente na reducdo enantiosseletiva de compostos carbonilicos e compostos
carbonilicos a,B-insaturados. Esta levedura tem sido reportada ha muito tempo como catalisador
de transformacdes que geram produto quirais e pode ser considerada como ideal pelo fato de
estar amplamente diponivel e ser de facil manuseio.?®’

No trabalho proposto foram incialmente preparadas e caracterizadas por técnicas
espectroscopicas (IV, RMN-'H) e ponto de fusdo, compostos carbonilicos a,B-insaturados
derivados de benzaldeidos e acetona, denominadas de dibenzalacetonas. A seguir foram
estudadas reacfes de bio-hidrogenacgao destes substratos mediadas por S. cerevisiae comercial,
em sistema bifasico. Foram avaliadas diferentes condi¢cbes experimentais, tais como, a massa

de FP, massa do substrato, tempo, temperatura, pH, modo e velocidade de agitacéo.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ConsideragcOes Gerais

A aplicacdo de processos hiologicos, em particular aqueles mediados por
leveduras, € conhecida pela humanidade ha milhares de anos para producao de
pdo, lacticinios e bebidas alcodlicas. Os primeiros relatos de processos
fermentativos pelas civilizagbes antigas referem-se a fermentagcdo de cereais em
graos para producao de bebida alcodlica pelos sumérios e babilébnicos ha cerca de
6000 a.C. Apesar dessas aplicacdes o conhecimento dos agentes responsaveis por
esses processos eram desconhecidos, porém em 1852, apdés a invencdo do
microscopio, Louis Pasteur estabeleceu uma base cientifica destas antigas
aplicacdes, provando que as fermentacdes eram feitas por microorganismos, e que
cada processo fermentativo era caracteristico de um tipo particular de organismo.*?

A levedura S. cerevisiae, conhecida também como fermento de pao (FP), é
um dos biocatalisadores mais utilizados pelos quimicos organicos. A acao redutora
desta levedura foi observada pela primeira vez por Dumas em 1874, sendo
atualmente empregada em pesquisas biotecnoldgicas na producdo de bioetanol,
obtendo rendimentos consideraveis em produtos.?®°

O uso da biocatélise encontra-se atualmente em amplo desenvolvimento nas
pesquisas do ramo quimico e biologico, tendo como principal objetivo o
desenvolvimento de novos catalisadores para o uso industrial, além da diminuicdo
do impacto ambiental, interesse este que vem sendo explorado pela quimica

verde.”*0

2.2. Enzimas

As enzimas, em geral, sdo proteinas que atuam na biocatélise alterando a
velocidade da reacdo, através da diminuicdo da energia livre de ativacdo. Uma
reacdo na presenca de enzimas acelera sua velocidade na ordem de 10%° - 10
maior do que em uma reacao na auséncia da mesma. Toda enzima possui um local
denominado de sitio ativo onde se processam as reac¢des da enzima com seu
determinado substrato. A enzima e o substrato sdo mantidos juntos por ligacdes de

hidrogénio, forgas de van der Waals, intera¢g6es hidrofébicas, entre outros, sendo o



sitio ativo responsavel por essa interacdo, proporcionando a especificidade da
enzima e ocasionando a diferenciacdo das enzimas de outros tipos de
catalisadores.” 1**3

A Figura 1 apresenta o esquema do modelo chave- fechadura, fator que

determina sua especificidade.

K \ A enzima altera igeramente a sua
| \ SUBSUA0 foema & medida que 0 substrato se figa

-7 ¥
[ Centro activo
| o7
£ V.
&

Substrato entrando no Complexo Compiexo Produtos deixando 0
centro activo da enzima  enzma’'substiralo enzimaprodulo centro activo da enzima

Figura 1- Representacdo esquemaética do modelo enzimético chave-fechadura™

A biocatélise mediada por enzimas possui grande eficiéncia sendo de facil
reproducao no laboratorio, possuindo a capacidade de atuar em geral sob condi¢des
brandas na temperatura de 37 °C e pH = 7,0, e apresentam diversos tipos de
seletividades, tais como, quimiosseletividade, regiosseletividade e
enantiosseletividade.”® Muitas enzimas conseguem atuar em biotransformacées de
varios substratos em produtos dificilmente obtidos por rotas quimicas ou ainda atuar
em reacdes nas quais ndo existem alternativas quimicas viaveis.™*

Uma desvantagem proveniente do uso das enzimas em processos
biocatalisados é a sua inativacdo por fatores quimicos, fisicos ou biolégicos,
havendo a necessidade de estabilizar este biocatalisadores. As técnicas mais
conhecidas para contornar estes problemas sdo os métodos de imobilizacao,
protecdo com a presenga de agua na reagao formando os chamados “sistemas
bifasico”, adicdo de inibidores, utilizagdo de enzimas mais resistentes

(extremoenzimas) e o uso de liquidos idnicos.>’*31%16



2.3. Classificacao das enzimas

No Banco de Dados de Proteinas (PDB), encontram-se registrados 61.086
tipos de macromoléculas (entre proteinas, peptideos, virus, carboidratos, acidos
nucléicos e complexos proteina/acido nucléico). Véarias enzimas tém sua sequéncia
de aminoacidos e estrutura tridimensional determinadas através de cristalografia de
raios-X e RMN-?D.’

Segundo a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (UIBBM), as
enzimas sao classificadas em seis grandes classes e suas subclasses, de acordo

com o tipo de reacéo que catalisa.'*** (Tabela 1)

Tabela 1- Classificagdo das enzimas de acordo com a UIBMB

NUimero Classe Tipo de reacdo catalisada Subclasse
Transferéncia de elétrons ou Desidrogenases, oxidases,
1 Oxirredutases remocao de hidrogénio peroxidases
2 Transferases Reac08es de transferéncia de grupos Transaldolases, transcetolases
3 Hidrolases Reac8es de hidrolise Esterases,lipases,

peptidadases, fosfatases

4 Liases Reac8es de adicao de grupos a dupla  Descarboxilases,cetoacidolias,
ligagcéo ou formagéo de duplas ligacdes hidroliase
por remocao de grupos

5 Isomerases Transferéncia de grupos dentro da Racemases, epimerases,
molécula para produzir isémeros oxirredutases, mutase
6 Ligases Formacéo e clivagem de liga¢des C-C,

C-S, C-O e C-N e ésteres de fosfato

A levedura S. cerevisiae, utilizada neste trabalho, contém enzimas da classe
das oxidorredutases, que € considerada a segunda maior classe utilizada em sintese
organica.”'® Estas séo classificadas dentro de trés classes: desidrogenases (ou

redutases), oxigenases e oxidases,**?

e formam um grupo de enzimas de utilizacao
abrangente na reducdo de carbonilas de aldeidos e cetona (C=0),>*® da ligacéo
dupla carbono-carbono (C=C),*® e mais recentemente na reducéo assimétrica de aril

iminas (C=N).*° As oxidorredutases possuem a capacidade de transformar



substratos pro-quirais em produtos quirais opticamente puros, sendo de grande
importancia a sua utilizacdo na sintese organica.*>*2°

As enzimas da classe das desidrogenases séo as que substituem o borohidreto
de sédio nas reacdes de reducdo da carbonila e da ligagdo C=C. Portanto, elas
utilizam como cofator a nicotinamida adenina dinucleotideo — forma reduzida (NADH)
ou nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato — forma reduzida (NADPH), que tem
elevado custo. Para contornar este problema o uso de microorganismos vivos
integros tem sido uma alternativa para catalisar estas reacbes em quimica
organica.’*?

Além do uso de leveduras em reacdes de reducdo de grupos carbonilicos,
fungos e bactérias também vém sendo utilizados. A Figura 2 mostra a reducao do f3-
cetoester aciclico 1 mediada por fermento de péo. Esta reacao resulta na reducao da
C=0, formando o composto 2 com excesso enantiomeérico de 96% e de configuracao

Ll

OH @)

PPN O AN
<
2 (L) 1 3(D)

Figura 2- Reducéo do p-cetoester aciclico mediada com FP."

Portanto, ao utilizar um catalisador bioldégico obteve-se majoritariamente um
dos enantiomeros, sendo esta uma das vantagens do método.**

Recentemente, Andrade e col. estudaram a atuacdo enzimatica do
microorganismo Rhizopus oryzae e Aspergillus terreus, e o efeito da adicdo de
glicerol, na bioreducéo enantioseletiva de cetonas aromaticas.

A Figura 3 mostra a bioreducdo da 2-cloroacetofenona (4) utilizando a R.
oryzae, na presenca de glicerol como co-solvente e tampdo fostafo de sodio e
potassio pH 7,0 (PBS). Foi verificado que quando a reacdo foi realizada na
presenca de solucao tampéao, o produto 5-S foi obtido com e.e. 94%. Com adicéo de
glicerol, na proporcdo de glicerol:PBS,1:4, o produto foi obtido com e.e. 97%,

mostrando que esta mistura de solventes é favoravel para reducées biocatalisadas.?*
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Figura 3- Reducéo da 2-cloroacetofenona mediada por R. oryzae na presenca de glicerol.21

2.4. Imobilizagcéo de Enzimas

As enzimas e 0S microorganismos estao sujeitos a diminuicdo ou auséncia
de sua atividade por fatores quimicos, fisicos ou biolégicos, como decorréncia da
estocagem ou mesmo durante o seu uso. Para eliminar esses efeitos desfavoraveis
foi necessario o desenvolvimento de métodos preventivos especificos.>*?

As técnicas de imobilizacdo s&o altamente aplicadas em reacbes
biocatalisadas em escala industrial, especialmente na industria farmacéutica, de
detergentes, couros e panificacdo, proporcionando a reutilizacdo do biocatalisador,
aumento da sua estabilidade, reducéo de custos e 0 aumento, em alguns casos, da
atividade enzimatica. Esses fatores dependem da escolha apropriada do suporte e
dos reagentes utilizados no processo de imobilizag&o.**%23

A imobilizacdo de enzimas pode ocorrer através da adsorcdo ou ligacdo da
enzima em um material insolUvel, pelo uso de um reagente multifuncional atravées de
ligacbes cruzadas, confinamento em matrizes formadas por géis poliméricos ou
encapsulacdo através de uma membrana polimérica.*#*%

O uso do sistema bifasico como um método de imobilizacdo e/ou protecao
enzimatica vem sendo muito utilizado na biocatalise, devido a pouca solubilidade de
alguns substratos de interesse comercial no meio aquoso que podem ser
potencialmente biotransformados por enzimas ou microorganismos. Este sistema é
formado por uma fase aquosa onde o microorganismo é suspenso e por uma fase
organica onde o substrato organico esta presente, necessitando de agitacao
mecanica continua para que ocorra a reacdo. O aumento do rendimento do processo
reacional devido a catalise, facilidade de separacédo dos produtos e reutilizacdo dos

catalisadores sdo as principais vantagens do uso desse método.>"1>%



2.5. A levedura Saccharomyces cerevisiae e suas aplicacdes

Como ja citado o fermento de pdo (FP), S. cerevisiae, € um dos
biocatalisadores mais utilizados pelos quimicos orgéanicos, devido principalmente a
sua alta disponibilidade e baixo custo. Outras vantagens tais como alta seletividade,
facilidade de manuseio, rendimentos quimicos compativeis e alta eficiéncia em
relacdo aos catalisadores tradicionais, proporcionam o0 crescente interesse das
pesquisas na area académica e industrial.?%2°

A Figura 4 mostra imagens de células de S. cerevisiae obtidas na

Universidade de Biociéncias de Kent.?’

Figura 4- Imagens de células da levedura Saccharomyces cerevisiae.”’

Este microorganismo € capaz de catalisar varios tipos de reacdes tais como
reducéo, condensacao, ciclizacéo e oxidacdo.>826:28-%0

A acdo destes microorganismos na reducdo do acetoacetato de etila (6) e na
bio-hidrogenacdo do (3E)-3-etil-4-(3-piridil)-3-buten-2-ona (9) ja foi reportado na
literatura para a producdo de compostos quirais e enantiomericamente puros, sendo
estas caracteristicas de importancia para as pesquisas nos setores académicos e

industriais (Figuras 5a e b).*%®

ﬁ HO, H H, OH
Fermento de Pédo >i/COOH + >3\\/COOH
Hac/\/COOH —— e HaC @)
S(+) 98% R(-) 7%
6 7 8
o) pro-S pro-R
| Hy H Q
X N CH3 Fermento de Pao (b)
VY
N CHs

9
Figura 5a e b- Redu¢®es mediadas por S. cerevisiae (adaptada da refs. 19 e 28).



Em um estudo recente a levedura S. cerevisiae modificada e termoresistente
foi usada para a producédo bioetanol através da fermentagdo do agucar proveniente
de um material lignocelulésico a 35-45 °C.®

A reducdo assimétrica de compostos carbonilicos o,p-insaturados mediada
por esses microorganismos também sdo objeto de estudo para a producdo de

compostos quirais enantiomericamente puros.?*?

2.6. Compostos carbonilicos a,p - insaturados

A reacao de reducdo dos compostos carbonilicos «,p - insaturados derivados
de cetonas e aldeidos pode resultar na competividade na catélise da C=C e/ou C=0,
sendo regiosseletiva na presenca de catalisadores especificos. Essa reacdo pode
resultar na reducéo completa do sistema carbonilico a,B-insaturado com a formacao
do alcool saturado, reducdo especifica da carbonila levando ao alcool alilico
correspondente ou hidrogenacao exclusiva da ligagdo C=C com formacé&o do aldeido
ou cetona saturado.**

Os microorganismos S. cerevisiae, Rhodotorula rubra M18D3 e Saccharum
officinarum (cana de acucar) vem sendo utilizados na reducdo enantiosseletiva dos
compostos carbonilicos, a fim de adquirir produtos com alta seletividade e pureza
enantiomérica.®*3* Na Figura 6, observa-se a reacdo de reducéo de 4-fenil-3-metil-
3-buten-2-ona (11) na presenca de Rhodotorula rubra M18D3 em meio aquoso

formando a cetona quiral saturada (12), o alcool insaturado (13) e o saturado (14).

(0]

|

CHy

N CH; R.rubra OH OH

e
CHy
N CH, CHg
CHg CHs
11 13 14

Figura 6- Reducao microbioldgica mediada por Rhodotorula rubra M18D3 (adap. da ref. 32).

Em um estudo recente, a levedura S. cerevisiae foi utilizada em reacdes de

bio-hidrogenagdo de compostos carbonilicos o,B-insaturados derivados de
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chalconas, em sistema bifasico. Na Figura 7 observa-se que a reagdo de bio-
hidrogenacgao da (2E)-,3-difenil-2-propen-1-ona (15) mediada pelas leveduras de S.
cerevisiae FP, CAT-1 e PE-2 em sistema bifasico, foi quimiosseletiva, formando
apenas a correspondente cetona saturada denominada de dehidrochalcona (16).
Este estudo mostrou que apds a otimizacao das condicfes experimentais o produto

16 foi obtido com altas conversdes (>99%)."

O O

/ S. cerevisiae |
O O sistema bifasico O O

15 16

Figura 7- Bio-hidrogenacédo da chalcona 15 catalisada por FP. (adaptado da ref. 15)

Agentes redutores tradicionais como LiAIH, e NaBH, sédo também utilizados
em sinteses de laboratério, sendo que o borohidreto de sodio apresenta maior
seletividade em condicdes controladas de reacado.***

Como mencionado nos exemplos anteriores, e em virtude do crescente
interesse da quimica ecologicamente correta, agentes redutores bioldgicos vem
sendo cada vez mais utilizados para diminuir os impactos causados pelos

catalisadores quimicos tradicionais, tais como, LiAlH4, NaBH, e H,-Pd/C."1%2%:32



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Preparar e caracterizar compostos carbonilicos a,f - insaturados derivados de
benzaldeidos e acetona; e utilizar estes substratos em rea¢es de bio-hidrogenacédo

mediada pela levedura Saccharomyces cerevisiae, em sistema bifasico.

3.2. Objetivos especificos

» Sintetizar, purificar e caracterizar, por técnicas espectroscopicas de infra-
vermelho (IV) e ressonancia magnética de hidrogénio (RMN-'H) e ponto
de fusdo, os compostos carbonilicos a,B-insaturados derivados de

benzaldeidos substituidos e acetona;

» Preparar, purificar e caracterizar por técnicas espectroscopicas (IV, RMN-
'H) os correspondentes alcoois obtidos através da reacdo com NaBH,
para serem utilizados como padrdes nas andlises de RMN-'H e

cromatografia gasosa (CG);

» Ultilizar os derivados de dibenzalacetona nas reacdes de bio-hidrogenacéao
mediada pela levedura S. cerevisiae (fermento de péo, FP) em sistema
bifasico formado por n-hexano:tampéo fosfato de potassio dibasico/acido
citrico (pH 5,5);

» Estudar a influéncia da massa de FP, temperatura, pH e agitacdo na bio-

hidrogenacéo da dibenzalacetona;

» Caracterizar pela técnica espectroscopica de RMN'H, os produtos obtidos

nas reacgdes de bio-hidrogenacao;
» Comparar os resultados obtidos com outros reportados na literatura,

» Divulgar os resultados obtidos em congressos especificos da area. (SBQ-
Sul, em ANEXO)
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Reagentes, solventes e biocatalisador:
Os reagentes utilizados neste trabalho foram:

v' Aldrich: p-metoxibenzaldeido (98%), p-nitrobenzaldeido (98%), piperonal
(99%) e p-ciano-benzaldeido (95%)

v' Vetec: benzaldeido, diclorometano, silica gel-60, e fosfato de potassio

dibasico anidro (98%)

Grupo Quimica: etanol absoluto, acetona e acetato de etila

Nuclear: sulfato de magnésio anidro

Quimex: etanol e hidréoxido de sédio

F. Maia: n-hexano

CRQ: Acido citrico anidro (99,5%)

Cambridge Isotope Laboratories (CIL): cloroformio deuterado (CDClIs) (99,8%)

AN N N NN

e acetona deuterada (99%)

v' Fermento de Pao (FP) comercial da Fleischmann.

4.2. Técnicas de caracterizacao

Para avaliar as conversdes em produto nas reacdes de bio-hidrogenacéo das
dibenzalacetonas substituidas, foi utilizada a técnica de cromatografia gasosa (CG)
GC-14B Shimadzu com coluna capilar de fase estacionaria quiral da CHROMPACK
elou de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN-H).

As andlises de infravermelho (IV) foram realizadas em espectrofotbmetro
Perkin Elmer FTIR 16PC em pastilha KBr. Os espectros de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN-'H), foram obtidos em espectrémetro Varian (400MHz),
utiizando como referéncia interna tetrametilsilano (TMS, 6=0,00) e cloroférmio
deuterado (CDCl3) ou acetona deuterada como solventes.

As medidas do ponto de fusdo foram realizadas no equipamento da Micro
Quimica APF-301. As reacdes de bio-hidrogenacdo foram realizadas em banhos
termostatizados da Micro Quimica-MOBTZ99-20 ou da Tecnal TE-053.
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As condi¢cbes adotadas para realizar as analises de CG e CG-EM estao
demonstradas na Tabela 2. A conversdo em produto foi calculada através da razao

das areas dos picos referentes ao reagente e aos produtos.

Tabela 2- Condic¢des de programacéo do CG-quiral e CG-EM

Parametros
~ columa  CP7502Chrrasil-DEXCB
J & W Cientific’ DB-5-M30
Temperatura inicial 100 °C
Temperatura final 230 °C
Taxa de aguecimento 20 °C/min
Tempo final 40 min
Injetor: Split 200 250
Detector: FID 275
Presséo do gas carreador (H») 75 kPa
Volume da amostra 1ul

4.3. Procedimento geral para preparacao das dibenzalacetonas (17-21)

Os substratos 17-21 foram sintetizados por condensacdo alddlica entre a
acetona e os benzaldeidos substituidos, na presenca de hidroxido de sédio, como
catalisador. Este procedimento estd baseado em trabalhos classicos citados na
literatura com adaptacoes. *’

Para o preparo dos substratos, em um baldo de fundo redondo munido de
agitacdo magnética, adicionou-se 2 g do benzaldeido substituido solubilizado em
etanol e acetona em excesso (5x). Com auxilio de pipeta Pasteur adicionou-se
lentamente 10 gotas de solu¢cdo NaOH 1 molL™.

A reacdo foi acompanhada por cromatografia de camada delgada utilizando
como eluente n-hexano:acetato de etila (9:1, v/v), ou outra mistura de solventes
adequada para a eluicdo. O produto foi armazenado sob refrigeracdo por ~24h para
total precipitacdo, e posteriormente filtrado em um funil de Bluchner e lavado com
etanol a frio. A recristalizacdo dos compostos foi realizada com etanol absoluto. Os

produtos da reacdo foram pesados e entdo calculou-se o rendimento. A
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caracterizacdo dos produtos foi efetuada pelo ponto de fusdo, e por técnicas
espectroscopicas de infravermelho (IV) e de ressonancia magnética de hidrogénio
(RMN-1H).

A seguir serdo apresentados os dados analiticos e espectroscopicos para 0s
compostos 17-21.

» (1E-4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona (17)

> Tempo reacional: 6 h. ;
> Sélido amarelo canario;
> 0,98 g (50% de rendimento);
> pf.: 109 °C (lit 112 °C);
> Ry 0,45 (n-hexano:acet.etila, 9:1 v/v);
» IV vima/cm ™ (KBr): 3022, 1648, 1591, 1339,
1190, 992, 757, 693;
CyH1O » RMN-'H (400MHz, CDCl3) &(ppm): 7,10 (d,
MM: 234,3 gmol™ J=16Hz, 2H, Ha), 7,41 (m, 6H, H3, H4 e H5),
7,62 (dd, 4H, H2 e H6), 7,74 (d, J=16Hz, 2H
e Hp).

» (1E-4E)-1,5-di-p-metoxifenil-1,4-pentadieno-3-ona (18)

» Tempo reacional: 3 h.
» Sdlido amarelo claro;
» 1,46 g (37 % de rendimento);
> pf.: 123 °C (lit 122-123 °C*);
» R 0,45 (n-hexano:acet.etila, 7:3 v/v);
» IV vmax/cm™(KBr): 3036, 1653, 1599, 1176,
1029, 830,540;
C19H1803 . » RMN-'H (400MHz, CDCls) 8(ppm): 3,85 (s,
MM: 294,2 gmol 6H, -OCHz), 6,97 (m, 6H, Ha, H3 e H5), 7,56
(d, J=8Hz, 4H, H2 e H6), 7,72 (d, J=16Hz,
2H, Hp).

» (1E,4E)-1,5-di-p-nitrofenil-1,4-pentadieno-3-ona (19)

Tempo reacional: 6 h.

Sélido amarelo escuro;

1,319 (61 % de rendimento);

pf.: 246 °C (lit 245 °C*);

Rt 0,46 (n-hexano:acet.etila, 7:3 v/v);

IV vmax/cm ™ (KBr): 3108, 1606, 1534, 1340,

1190, 852, 703;

RMN-'H (400MHz, CDCls) 8(ppm): 7,27 (d,
C17H12N2Os J=16Hz, 2H, Ha), 7,84 (m, 6H, H2 e H6, Hp),

MM: 324,1 gmol™) 8,30 (d, J=8Hz, 4H, H3e H5).

YVVVVVY

A\
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> (1E,4E)-1,5-(1,3-dibenzodioxol-5-il)fenil-1,4-pentadieno-3-ona (20)

Tempo reacional: 1 h.

Solido marrom claro

0,38 g (18% de rendimento);

pf.: 237 °C (189-200 °C*%);

Rs: 0,48 (n-hexano:acet.etila, 7:3 v/v);

IV vma/cm (KBr): 3015, 1670, 1623, 1038,
1501, 1446, 1248, 929, 806, 540.

YVVVVVY

C19H14<)5
MM:322,1 gmol™

» (1E-4E)-1,5-p-cianodifenil-1,4-pentadieno-3-ona (21)
O
I

1 »> Tempo reacional: 1:30 h.
\3 » Sdlido amarelo;
» 1,19 g (74% de rendimento);
21 = N » pf.: 229 °C (ndo consta °C lit.);
NC 5 CN > Ry 0,43 (n-hexano:acet.etila, 7:3 v/v);
>

IV vmax/cm (KBr): 3038, 2227, 1668, 1606,
CioHioN0 1414, 1018, 837, 564.
MM: 371,8 gmol

4.4. Procedimento geral para reducdo dos compostos 17-19 via quimica

Os éalcoois obtidos através da reducdo dos substratos 17-19 usando
borohidreto de sodio (NaBH,), foram utilizados como padrdes nas analises de RMN-
'H e cromatografia gasosa (CG). Os compostos carbonilicos a,p - insaturados 17-19
foram reduzidos de acordo com a metodologia descrita a seguir e que foi adaptada
das referéncias 35-37.

A temperatura ambiente foram adicionados em um baldo de fundo redondo,
~1,6 mmol dos substratos 17-19 dissolvidos em aproximadamente 20 mL de etanol,
e em seguida 7,9 mmol de NaBH,4 misturado com 1 g de silica gel. As reacfes foram
monitoradas por cromatografia de camada delgada utilizando eluente n-
hexano:acetato de etila (7:3 v/v).

Apbés o término, a mistura reacional foi filtrada e lavada com pequenas
porcdes de diclorometano (2x20 mL), e o solvente foi evaporado em rotaevaporador.
Os produtos obtidos (22-24) foram caracterizados por RMN-'H e CG-quiral. (Figura
8)
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Figura 8- Reducédo dos substratos 17—-19 via quimica.

As analises espectroscopicas dos alcoois 22-24 serdo apresentados nos

resultados e discussdes. (item 5.2)

4.5. Procedimento geral de bio-hidrogenacdo da (1E-4E)-1,5-difenil-1,4-
pentadien-3-ona (17)

Para a reacdo de bio-hidrogenacdo de 17, foram colocados em um
erlenmeyer de 125 mL, 0,5 mmol do substrato dissolvido em 30 mL de (n-hexano),
30 mL de tampéo K;HPOJ/acido citrico (0,2M/0,1M), em pH 5,5 e 4 g de FP. Estes

frascos foram submetidos & agitacdo magnética com temperatura controlada.

(Figura 9)
/L_l\ Sistema Bifasico

B
.j<— solvente organico + substrato carbonilico

s )« 4gua+FP
' pH=5,5

Figura 9- Sistema bifasico usado nas rea¢6es de bio-hidrogenacéo.

As aliquotas foram retiradas da reacdo em tempos pré-determinados e
extraidas com diclorometano (3x15 mL). Os produtos formados foram submetidos as

analises de RMN-'H e CG-quiral.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste trabalho, realizou-se a biotransformacdo de compostos carbonilicos
a,B-insaturados derivados de benzaldeidos substituidos e acetona, mediada pela
levedura Saccharomyces cerevisiae (FP). Primeiramente, serdo apresentados e
discutidos os resultados relacionados a sintese e caracterizacdo destes compostos
(17-21) e da reducdo com NaBH, para a obtencao dos alcoois correspondentes (22-
24) que serdo utilizados como padrdes nas anélises de CG e RMN-'H. Ap6s seréo
abordadas as reacOes de bio-hidrogenacdo desses substratos utilizando como
biocatalisador a levedura S. cerevisiae em sistema bifasico. Foi avaliada a influéncia
da massa de FP, massa do substrato, tempo de reacéo, temperatura e pH da fase

aquosa.
5.1. Preparacao das dibenzalacetonas (17-21)
Os compostos 17-21 foram sintetizados com adaptacdo do procedimento

descrito na literatura a partir de benzaldeidos e da acetona, utilizando NaOH como

catalisador e etanol como solvente, a temperatura ambiente (Figura 10).*’

(0]
I 0
NaOH
2 : /|\ |
+ HyC CH, etano
R
Compostos R
17 H
18 p-OMe
19 p-NOg
20 3,4(-0-CH,-0-)
21 p-CN

Figura 10- Sintese dos compostos carbonilicos a,p-insaturados (17-21)

Nesta reacdo pode ocorrer a formacao de mais de um produto. Por exemplo,
na reacdo do benzaldeido com acetona em meio basico, inicialmente forma a

benzalacetona (25).
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Porém, apOs desprotonacdo de um hidrogénio do grupo metila de 25 é
formado um novo carbanion que reage com outra molécula de benzaldeido

formando a dibenzalacetona (17).

X CH,

25

Portanto a formacdo de mais de um produto justifica o baixo rendimento
obtido dos produtos 18 e 20. Observou-se também que o tempo de reacéo influéncia
no produto obtido, sendo que um maior tempo favorece a formagcdo nas
dibenzalacetonas.

Os compostos foram analisados por técnicas espectroscopicas de RMN-'H e
IV, e determinacao do ponto de fusédo. Os dados analiticos de rendimento, ponto de

fusdo e Rf, estdo listados na Tabela 3.

Tabela 3- Dados analiticos dos compostos 17-21.

Compostos Tempo Rendimento Ry pf (°C) (pf lit)
reacional (%)
(h)

17 6 50 0,472 109 (112)¥
18 3 37 0,45° 123 (122-123)*
19 6 61 0,46° 245 (245)*
20 1 18 0,48° 237 (189-201)"
21 1:50 74 0,43° 229 (*)

(a) n-hexano:acet.etila 9:1 (v/v) (b) n-hexano:acet.etila, 7:3 (v/V) ; * pf ndo encontrado na literatura.

As dibenzalacetonas foram obtidas na forma solida de coloracdo amarela,
com rendimentos de 18-74%. Os pontos de fusdo obtidos experimentalmente sdo
compativeis com os citados na literatura, com excecao do composto 20. Apds a
recristalizacéo, as analises de CCD realizadas durante a prepara¢do dos produtos

17-21 apresentaram uma Unica mancha indicando assim sua pureza.
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A dibenzalacetona 17 foi selecionada para uma analise mais detalhada de
seus espectros de IV, CG-quiral e RMN-'H, sendo apresentados nas Figuras 11, 12
e 13, respectivamente.

A Figura 11, apresenta o espectro de infravermelho da (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-
pentadien-3-ona(17).
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Figura 11- Espectro de infravermelho de 17. [pastilha de KBr]

No espectro de IV sdo observadas bandas na regido de 3022 cm™ referente
ao estiramento da ligacdo C-H dos anéis aromaticos. Em 1648 e 1591 cm™
observam-se as bandas de estiramento referentes as ligagbes C=0 e C=C de
compostos carbonilicos a,B-insaturados, respectivamente. Em 757 a 693 cm™ s&o
observadas bandas caracteristicas das vibracbes de deformacdo angular fora do

plano das ligacdes carbono hidrogénio do anel aromatico.*

18



A Figura 12, mostra o cromatograma da (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-
ona (17).
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Figura 12- Cromatograma de CG-quiral do composto 17. [condi¢des operacionais: inj.=250°C,
Det.=275°C, Ti =100°C, Tf = 230°C, Aag.1 =20°C/min, pH2 = 75kP]

Pela analise de CG-quiral, observam-se a presenca de dois picos, um em
maior proporcéo com o tg de 24,6 min (94%) e outro em menor propor¢cdo com tg de
14,7 min (6%). O pico de maior area (B) refere-se ao composto 17, e o de menor
area refere-se a alguma impureza e/ou subproduto da reacéao.

A Figura 13, apresenta o espectro de RMN-"H deste composto em CDCls.
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Figura 13- Espectro de RMN-'H da (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona. [CDCls, 400MHz]
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No espectro de RMN-'H pode-se observar um dublete centrado em 7,09 ppm
(J=16 Hz) referente aos 2 hidrogénios o, um dublete centrado em 7,75 ppm (J=16
Hz) referente aos 2 hidrogénios . Os sinais na regiao de 7,42 e 7,62 ppm referem-
se aos hidrogénios dos anéis aromaticos.

Para os compostos 18-21 os espectros de IV apresentam bandas em ~1668 e
~1590 cm, referentes ao estiramento das ligacdes C=0 e C=C, respectivamente.
No espectro IV de 21, além da presenca das bandas ja citadas, observam-se bandas
de C=0 (~1711cm™) provenientes do benzaldeido de partida, mostrando que héa
uma mistura do reagente e do produto obtido, a dibenzalacetona.

Os espectros de RMN-'H e IV dos compostos 18-21 estdo apresentados no
ANEXO.

5.2. Reducao dos compostos 17-21 via quimica com NaBH,

Os éalcoois obtidos atravées da reducdo dos substratos 17-21 usando
borohidreto de sodio (NaBH,), foram utilizados como padrdes nas analises de RMN-
'H e CG-quiral.

Na Tabela 4 estdo apresentados os dados analiticos de rendimento, Rf e o
tempo de reacéao.

Tabela 4- Dados analiticos para os alcoois 22-24

Alcool Tempo Rendimento Rs
reacional (h) (%)
22 05 84 029%
23 3 65 0,34°
24 6 80 0,37°

(a) n-hexano:acet.etila, 9:1 (v.v); (b) n-hexano:acet.etila, 7:3 (v:v);

Os alcoois foram obtidos com bons rendimentos, sendo de 65 a 84%, e na
forma sélida com coloragdo branca. Os espectros de RMN-'H em geral,
apresentaram sinais caracteristicos da formacédo dos alcoois, tais como um dublete
em ~5,30 ppm, um duplo dublete em ~6,30 ppm e um dublete em ~6,60 ppm,

referente aos hidrogénios H;, Ha e Hp, respectivamente.
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Os espectros de RMN-'H dos &lcoois 22-24 estdo apresentados no ANEXO.
E importante ressaltar que ndo foram obtidos os alcoois provenientes dos compostos
20 e 21, nas condi¢des experimentais utilizadas.

5.3. ReacOes de bio-hidrogenacao das dibenzalacetonas 17-21 utilizando FP

A reacdo de reducdo dos compostos carbonilicos o, - insaturados, na
presenca de FP, podem resultar na reducdo completa do sistema carbonilico o,p-
insaturado com a formacdo do alcool saturado, reducdo especifica da carbonila
levando ao alcool alilico correspondente ou hidrogenacao exclusiva da ligagdo C=C
com formagcéo do aldeido ou cetona saturado.?’

Na Figura 14, sado apresentados 0s possiveis produtos obtidos na

biotransformacédo dos compostos 17-21.
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Figura 14- Possibilidades de formagdo dos produtos nas reagBes de bio-hidrogenagdo dos
compostos 17-21, mediadas por FP
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Para verificar

dibenzalacetonas

mediada por

qual

comercial,

foram

retiradas

o produto formado na bio-hidrogenacdo das

FP aliquotas

periodicamente da reacao, e a formacao dos produtos analisada por CG-quiral, CG-

MS e RMN-H.

A Figura 15 mostra o cromatograma de CG-quiral e a Figura 16 o espectro

de RMN-'H de uma aliquota da reacdo de bio-hidrogenacdo de 17 mediada por S.

cerevisiae.
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Figura 15- Sobreposicdo dos cromatogramas do composto 17 (pico C); bio-hidrogenado com FP

(pico A e B) e seu alcool 22 (pico D). [Parametros operacionais: conforme descrito na Tabela 2]
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Figura 16- Espectro de RMN-"H de uma aliquota da reacao de bio-hidrogenacéo de 17 mediada por
FP em sistema bifasico, em 24h. [CDCls, 400 MHz]
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Observa-se pela sobreposicdo dos cromatogramas da dibenzaldeacetona 17
(pico C), do seu respectivo alcool 22 (pico D) e dos produtos da reacéo biocatalisada
(picos A e B) que foram obtidos dois compostos com tg de 14,9 (30%) e 18,1 min
(69%), e que ndo correspondem ao alcool formado via quimica.

Pela andlise do espectro de RMN-'H desta mesma aliquota, observam-se
guatro tripletes centrados em 2,71, 2,89, 3,07 e 3,31 ppm, um dublete em 6,74 ppm
(J = 16,0 Hz), um dublete em 7,10 ppm (J = 16,0 Hz), um multiplete em 7,12 a 7,63
ppm, e um dublete em 7,74 ppm (J = 16,0 Hz). Esses resultados indicam a formacéo
de dois produtos (26 e 27), sendo estes os de hidrogenacdo das ligacdes duplas
C=C, devido ao aparecimento dos quatro tripletes que sdo caracteristicos destes

compostos.

(0]
SAME SEI0 i
0 C O
17 26 27
Figura 17- Produtos obtidos na reacéo de bio-hidrogenac¢éo de 17 medida por FP

Para comprovar esses resultados, realizou-se a analise de CG-EM. Pela
analise do espectro de massas do pico A, observa-se a presenca do ion molecular
em m/z 238 e o os principais fragmentos em 133, 105, 91 e 77. O espectro de
massas do pico B apresenta o ion molecular em m/z 236 e os sinais em 131, 103, 91

e 77 como fragmentos principais. (Figura 18)
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Figura 18- Cromatogramas e espectros de massa de uma aliquota da reacdo de 17 mediada por FP

em sistema bifésico, 35 °C, 24 h. [Parametros operacionais: conforme descrito na Tabela 2]

Estes resultados aliados aos obtidos por RMN-'H indicam que os produtos
formados na biotransformacdo de 17 mediada por FP sédo as cetonas (1E)-1,5-

difenil-1-penten-3-ona (26) e 1,5-difenil-3-pentanona (27).
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A partir da confirmagdo da estrutura do produto formado na reacdo de bio-
hidrogenacgéo de 17 mediada por FP, serdo apresentados e discutidos os resultados
obtidos desta reacao, sob diferentes condi¢Oes reacionais, e a seguir os resultados

preliminares obtidos na biotransformacgéo das dibenzalacetonas 18-21.

5.3.1. Influéncia da massa de FP e do tempo reacional da biotransformacéo de
17.

Primeiramente realizou-se o estudo da influéncia da massa de FP (2-6 g) e do
tempo reacional, na biotransformacéo de 17 (Immol) em sistema bifasico (pH 5,5), a
35°C. A escolha dos valores de pH 5,5 e t = 35 °C nesta etapa foi baseada em
estudos realizados em nosso grupo de pesquisa na bio-hidrogenagdo de

chalconas.™ Os resultados estdo apresentados na Figura 19.
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Figura 19- Influéncia da massa de FP e o tempo reacional na bio-hidrogenagéo de 17. [1 mmol de
substrato, 30 mL de n-hexano, 30 mL de tamp&o acido citrico/K,HPO, (0,1M, 0,2M), pH 5,5; 35 °C]

Observa-se na Figura 19 que com o aumento da massa do biocatalisador e
do tempo reacional, o produto 27 foi obtido majoritariamente. As maiores conversdes
em 27 foram obtidas quando utilizou-se 4 e 6 g de FP, no tempo de reacao de 24 e
50 h (82-94%). Quando a reacao foi realizada com 1 g de FP as conversfes em 26 e

27 foram praticamente as mesmas nas primeiras horas de reacao.
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A partir destes resultados, os estudos seguintes foram realizados em 24 h e
com 4 g de FP, pois ao utilizar 6 g de FP e em tempos maiores de reagéo, as
conversodes aos produtos mantiveram-se constantes.

5.3.2. Influéncia da concentragcéo do substrato

Para avaliar o efeito da concentracdo do substrato na reacdo de bio-
hidrogenagdo de 17 catalisada pela levedura S. cerevisiae, foram realizados
experimentos variando a concentracdes do substrato de 8 a 83 mmolL™ em sistema
bifasico (pH 5,5), a 35 °C por 24 h.

As conversdes em produtos em funcdo da concentracdo do substrato e do
tempo reacional estdo apresentadas na Figura 20.

26-[0 27-[]

Converséao (%)

Figura 20- Efeito da concentracdo do substrato na reacdo de bio-hidrogenacao de 17 catalisada por
FP em sistema bifasico. [condi¢cdes reacionais: 4g biocatalisador, 30mL de n-hexano, 30mL de
solugéo tampéo K,HPO/&cido citrico (0,2 M/0,1 M pH 5,5), agitacdo magnética, a 35°C)

Observa-se que as maiores conversdes em 27 foram obtidas quando a reacao
foi realizada com 8 e 17 mmolL™ do substrato, ap6és 24 h, sendo de 72 e 82%,
respectivamente. Com o0 aumento da concentracdo do substrato ha um decréscimo
nas conversdes, indicando que provavelmente ocorreu a inibicdo da atividade das
enzimas presente no FP pelo substrato.?® Portanto a concentracdo de 17 mmolL™ foi

utilizada nos experimentos posteriores.
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5.3.3. Influéncia da temperatura e pH

Fatores como temperatura e pH s&o capazes de alterar a atividade das
enzimas e, conseqlentemente, a velocidade das reagbes por elas catalisadas.
Nesse sentido, cada enzima possui um pH e temperatura 6tima, onde sua atividade
é méaxima.*°

Para verificar a influéncia do pH e da temperatura na reagdo de bio-
hidrogenacéo de 17 mediada por FP em sistema bifasico, variou-se o pH da solucéo
tampéo de 3,5 a 8 e a temperatura de 20 a 40 °C. Os resultados obtidos estéao
apresentados das Figuras 21a-b.
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Figura 2l1a-b- Influéncia do pH (a) e da temperatura (b) na reagcdo de bio-hidrogenacdo de 17,
produto 26 (e) e produto 27 (m) [4 g de FP, 17 mmolL-1 de 17, 30 mL de n-hexano, 30 mL de tampao
acido citrico/K,HPO, (0,1 M/0,2 M), 24 h].

Pode-se verificar na Figura 21a, a dependéncia da conversao em relagdo ao
pH da solucdo tampéo do sistema bifasico. Com o aumento do pH de 3,5 a 5,5, as
conversbes em 27 aumentaram de 18 a 82%. Acima do pH 5,5 houve uma
diminuicdo nas conversdes, sendo de 82 a 24%. Portanto pode-se afirmar que o pH
6timo da reacédo de bio-hidrogenacéo de 17 mediada por FP € 5,5.

A partir desses resultados e para os estudos subsequentes utilizou-se o pH
5,5.

A Figura 21b mostra o intervalo de temperatura estudada na reagéo de bio-
hidrogenacéo de 17 em sistema bifasico. A maior conversdo em 27 foi obtida a 35

°C, sendo de 82%. Acima de 35 °C, as conversdes diminuiram conforme esperado,
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pois em temperaturas elevadas pode ocorrer a desnaturagcdo ou diminuicdo da
atividade catalitica das enzimas presente no FP.® Os estudos a seguir foram
realizados a 35 °C, considerando os dados obtidos neste estudo e outros reportados
na literatura.

5.3.4. Influéncia da agitacao na bio-hidrogenacéao de 17

Nas biotransformacdes em sistema bifasico a velocidade de agitacao
influéncia no contato da fase aquosa (enzimas), com a fase orgéanica onde se
encontra o substrato de interesse. Uma agitacdo adequada leva a formacédo dos
produtos em menor tempo de reacgdo, tornando a biocatalise mais eficiente. Alguns
estudos reportados na literatura mostram que a agitacdo muito turbulenta pode-se
levar a formagdo do “vortex”, onde pode ocorrer a diminuicdo do contato entre a
enzima e o substrato, consequentemente a formacao de menos produtos.

Primeiramente estudou-se trés tipos de agitacao (paralela, orbital e magnética
com auxilio da barra magnética) na biotransformacdo de 17, mantendo os
parametros pré-estabelecidos dos experimentos anteriores.

A Figura 22 mostra os valores de conversdes em 26 e 27 quando a reacéo de
bio-hidrogenacao de 17 foi realizada com diferentes tipos de agitacao, no periodo de
24 h.
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Figura 22- Valores de conversdes em 26 (0,0,0) e 27 (m,e,¢) em funcdo do tempo reacional, com
agitacao magnética (o,e), paralela (o,m) e orbital (0, ¢)
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Pode-se observar na Figura 22, que as maiores conversdes em 27 foram
obtidas ap6s 24 h de reacdo. Quando utilizou-se a agitacdo magnética e a paralela,
as conversbes foram de 86 e 82% respectivamente. Com agitacdo orbital o
composto 27 foi obtido com apenas 64% de converséo neste intervalo de tempo.

Verificou-se também que as conversdes em 27 sdo similares quando a reacao
de bio-hidrogenacao de 17 foi realizada com agitagdo magnética em 4 h, e com
paralela ou orbital apds 7 h, sendo de 30-38%. Estes resultados mostraram que a
agitacdo magnética foi mais eficiente nesta reacéo.

A partir destes resultados, realizou-se o estudo da influéncia da agitacdo
magnética em diversas velocidades monitoradas por rotacdes por minuto (RPM).

Para verificar a influéncia da velocidade de agitacdo na conversao aos
produtos 26 e 27, foram realizados experimentos usando o agitador magnético com
auxilio da barra magnética nas velocidades de 50 a 500 rpm, no periodo de 4 h. Os
resultados estdo apresentados na Figura 23.
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Figura 23- Valores de conversdo em 26 (m) e 27 (m) em funcéo da velocidade de agitacdo (RPM). [4
g de FP, 17 mmolL™" do substrato; 30 mL de n-hexano, 30mL de tampao acido citrico/K,HPO, (0,1
M/0,2 M, pH 5,5, 4 h, 35 °C]
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Analisando os resultados apresentados na Figura 23, pode-se observar que
as conversdes nos produtos, foram dependentes da velocidade de agitagdo. Com
aumento da velocidade de agitacdo de 50 a 400 rpm, as conversdes em 26 e 27,
aumentaram de 3 a 43 % e de 3 a 49% respectivamente. A partir de 400 rpm as
conversdes em ambos os produtos foram semelhantes ~50%.

A partir destes resultados, a velocidade de agitacdo de 400 rpm foi utilizada
nos estudos de biotransformacéo das dibenzalacetonas 18-21.

5.3.6. Resultados preliminares da bio-hidrogenacdo das dibenzalacetonas 18-
21 com FP

A partir das melhores condicbes experimentais estabelecidas na bio-
hidrogenacgéo de 17, realizou-se a bio-hidrogenacdo dos substratos 18-21, a fim de
estabelecer a influéncia dos substituintes doadores e retiradores de elétrons dos
anéis aromaticos. Entretanto quando realizou-se a biotransformacéo dos substratos
19-21 mediada por FP em sistema bifasico, ndo foi possivel observar a formacao de
nenhum produto nessas condic¢oes.

Porém, quando a reacdao foi realizada com a dibenzalacetona 18 mediada por
FP em sistema bifasico, foi possivel observar a formagcdo da cetona saturada 29.
(Figura 24) Estes resultados foram evidenciados pela analise dos espectro de RMN-

'H da dibenzalacetona 18 e de uma aliquota da reacéo desta com FP.
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H3CO 18 OCHj3 H4CO 28 OCH, H3CO 29

Figura 24- Equacéo da reacdo de bio-hidrogenacdo de 18 mediada por FP. [4 g de FP, 17 mmolL™
do substrato; 30 mL de n-hexano, 30mL de tampéao acido citrico/K,HPO, (0,1 M/0,2 M), pH 5,5, 4 h,
35 °C, agitagcdo magnética, 400 rpm]
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A Figuras 25 a e b apresentam os espectros de RMN-'H do composto 18 e

do produto da reacao de bio-hidrogenacédo mediada por FP, respectivamente:
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Figuras 25a-b- Espectros de RMN-'H do substrato 18 (a) e de uma aliquota da reacéo de 18 (b). [4
g de FP, 17 mmolL™" do substrato; 30 mL de n-hexano, 30mL de tampao acido citrico/K,HPO, (0,1
M/0,2 M), pH 5,5, 4 h, 35 °C, agitacdo magnética, 400 rpm]
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Observa-se na Figura 22b a presenca de dois tripletes centrado em 2,66 e
2,81 ppm, um singlete em 3,77 ppm, dois dubletes com constantes de acoplamento
de 8,0 Hz centrados em 6,81 e 7,06 ppm e mais 0s sinais caracteristicos da
dizenzalacetona 18 (Figura 25 a). Esses resultados indicam a formac&o do produto
29, devido a formacdo dos tripletes que sdo caracteristicos da hidrogenagdo na
ligacdo dupla carbono-carbono, e de um singlete proveniente do grupo —OCHs.
Ap6s a bio-hidrogenacdo das duas ligacbes C=C, formou um composto com
estrutura simétrica.

Portanto o tépico 5.3.6. proporciona dar continuidade a estes estudos, para
melhor compreender o efeito dos substituintes presentes nas dibenzalacetonas na

bio-hidrogenacdo mediada pela levedura S. cerevisiae.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados sobre a preparacdo e a utlizacdo das
dibenzalacetonas 17-21 como substratos nas reac¢des de bio-hidrogenacdo mediadas
por FP em diferentes condi¢cdes experimentais, serdo apresentadas as principais

conclusoes.

» As dibenzalacetonas preparadas 17-21 foram obtidas com rendimentos
variando de 18 a 74%. O baixo rendimento obtido na sintese de algumas
dibenzalacetonas ocorreu pelo fato da reacdo formar mais de um produto;

» Os élcoois 22-24 foram obtidos com bons rendimentos (65-84%);

» Na reacdo de bio-hidrogenacgéo de 17 na presenca do FP em sistema bifasico,
observou-se apenas a redugcdo da ligacdo C=C, mostrando a
guimiosseletividade do biocatalisador;

» As melhores condigbes observadas na bio-hidrogenagcédo de 17 em sistema
bifasico foram:

<> Tempo reacional e massa de FP: As maiores conversbes em 27
foram obtidas com 4 e 6 g de FP, apds 24 e 50 h, sendo de 82 e
94% respectivamente.

<> Concentracéo do Substrato: Utilizando 8 e 17 mmolL™ do substrato
apos 24 h de reacdo as conversbes em 27 foram de 72 a 82%
respectivamente.

X Temperatura e pH: A maior conversdo em 27 foi obtida a 35 °C e pH
de 5,5 apds 24 h, sendo de 82%.

> A agitacdo magnética com auxilio da barra magn foi a mais adequada para
realizar as reacbes, onde os produtos 26 e 27 foram obtidos com boas
conversodes apos 7 h de reacao, sendo de 40% e 60% respectivamente.

> Observou-se um aumento da conversdo em 26 e 27 com 0 aumento da
velocidade de agitacao.

> Verificou-se a biotransformacéo das dibenzalacetonas 17 e 18 na presenca de

FP em sistema bifasico, fato que nao ocorreu com o compostos 19, 20 e 21.
Enfim, pode-se concluir que a utlizacdo de FP como biocatalisador na bio-
hidrogenacéo de 17 e 18, é um método eficiente, pois utilizam-se de condi¢cdes brandas

de reacéo, e o biocatalisador mostrou ser quimiosseletivo perante estes compostos.
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7. PERSPECTIVAS

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

> Avaliar a influéncia dos diferentes grupos substituintes do anel aromatico das
dibenzalacetonas, na bio-hidrogenacédo com FP em sistema bifasico;

» Preparar e caracterizar benzalacetonas substituidas, e utilizar na bio-

hidrogenagéo com a levedura S. cerevisiae;
» Realizar a biotransformacédo dos compostos 17-21 mediada por leveduras
imobilizadas em diversos suportes poliméricos (ex: gel de agar ou de alginato

de calcio);

» Testar outros microorganismos (ex: leveduras industriais de S. cerevisiae) na

biotransformacgéo de compostos carbonilicos a,B-insaturados.
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Figura 30- Espectro de IV da dibenzalacetona 20. [pastilha de KBr]
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Como resultado do trabalho desenvolvido até a presente data, sera apresentado

1 (um) trabalho no XVII Encontro de Quimica da Regido Sul (18 a 20 de novembro

de 2009 — Rio Grande — RS).

A coOpia do mesmo esta anexada, a seguir:
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Bio-hidrogenagao da 1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona mediada pela
levedura Saccharomyces cerevisiae

Kamila 5. Maguerroski’ (IC), Vanessa D. Silva (PG), Maria G. Nascimento (PQ)

Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Catarina - 88040-900 Floriandpolis - SC
Tel/fFax: +33-48-37219968; e-mail: kmilaskmi@gmail.com

FPalavras Chave: Biocatdlise, Saccharomyces gereyisiae, compostos carbonilicos a, s-insaturados.

Introdugéo
A levedura Sacchamomyces cerevisiae,

conhecida como fermento de pdo (FP), € um dos
biocatalisadores mais utilizados pelos quimicos
orgdnicos, devido principalmente a sua alta
disponibilidade e baixo custo. Outras vantagens tais
como alta seletividade, facilidade de manuseio e
alta eficiéncia em relacdo aos catalisadores
tradicionais, proporcionam o crescente interesse
das pesquisas na area académica e industrial. Esta
levedura vem sendo utilizada na reducdo dos
compostos carbonilicos & fFinsaturados e de outros
substratos, para formar produtos com alta
mnlatiiniddads 173

Mo presente trabalho realizou-se a bio-
hidrogenacdo da 1,5-difenil-1,4-pentadien-3-gna (1)
mediada pela levedura 5. gereyisige. em sistema
bifasico. Foram avaliadas a quantidade de FP e a
concentragdo do substrato (Equagao 7).

A LT S e

Resultados e Discusséo

Primeiramente, estudou-se o efeito da
massa de FP (1, 2, 4, 6g) na reacdo de bio-
hidrogenacdo de 1 (162mg, 1mmol} em sistema
bifasico (30mL de n-hexano, 30mL de solucdo
tampdo acido citrico/Kz;HPO4, pH 5,5) durante 50h.
Foram retiradas aliquotas  periodicamente, e
analisadas por cromatografia gasosa (CG) com fase
quiral (Restek RT-BetaDex) e CG acoplada a
espectrdmetro de massas (J & W Cientific DB-5-
M30). O composto ] foi preparado, purificado e
caracterizado conforme descrito na literatura. ®

As analises de CG-gquial e CG-MS
mostraram J picos distintos que sdo referentes ao
substrato 1 (14,9min, mg = 233) e aos produtos de
bio-hidrogenacdo  1,5-difenil-1-penten-3-gna  (2)
(10,5min, mz = 236) e 1,5-difenil-3-pentanana (3)
(8,3min, mg = 238). O produto 3 foi obtido em maior
porcentagem.

Figura 1. Efeito da quantidade de FP (A) & da concentracio
do substrato (B) na reacdo de bio-hidrogenacdo de 4 em 2(0) e
3@). [sistema bifasico; pH 5,5; 35°C]

As maiores conversGes em 3 foram obtidas
quando as reacdes foram realizadas com 4 e 6g de
FP em 24 e 50h, sendo de 82-94% (Figura 1A). A
partir destes dados, os estudos subseqientes foram
realizados com 4g FP.

A sequir, avaliou-se o efeito da
concentthcdo do substrato (8, 17, 33, 83mmell"),
na bio-hidrogenagdo de 1 (Figura 1B). A maior
conversdo em 3 foi obtida com 17mmoll" de
substrato em 24h de reacdo, sendo de 82%.

Conclusoes

A bic-hidrogenago da  1,5-difenil-1.4-
pentadien-3-gng (1) mediada por 5. cerevisize foi

regiosseletiva formando apenas os produtos de
hidrogenacdo das ligages C=C. A reacdo foi
dependente da massa de fermento de pdo e da
concentracdo do substrato.
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