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RESUMO

Neste trabalho foi investigada a acdo biocatalitica do fungo Periconia hispidula
em reagdes de redugao de compostos carbonilicos aromaticos pro-quirais. A
influéncia de parametros reacionais (meio, tempo, quantidade de substrato,
forma de utilizagdo do biocatalisador) na conversdo e enantioseletividade da
reducdo de acetofenona foi inicialmente avaliada. A partir da curva de
crescimento, determinou-se o tempo de incubacio prévio a adicdo de substrato
(4 e 7 dias). Os melhores resultados de conversao para a obtencédo do (S)-1-
feniletanol, com excesso enantiomérico (e.e) de 98% foram atingidos apoés
quatro dias de incubagao prévia do micro-organismo. Duas formas de utilizagao
do biocatalisador foram avaliadas: células em crescimento e células em repouso.
Os melhores resultados de conversao foram obtidos com as células em
crescimento. Pela comparacéo entre meios de cultura batata-dextrose (BD) e
batata-dextrose (BD) suplementado com Fe®*) selecionou-se o meio BD
suplementado com Fe®* (0,02 g/L). A influéncia da quantidade de acetofenona
(entre 20 pL e 200 pL) também foi analisada com o objetivo de avaliar a
toxicidade do substrato. Verificou-se que quantidades de substrato maiores a
100 uL (0,1%) levaram a queda da conversdo e da enantioseletividade. O
biocatalisador também foi testado frente a 23 cetonas pré-quirais: 2, 3 e 4-
nitroacetofenona; 2, 3 e 4-metilacetofenona; 2, 3 e 4-metoxiacetofenona; 2, 3 e
4-bromoacetofenona; 2, 3 e 4-fluoracetofenona; 2,4-dimetilacetofenona; 2,5-
dimetilacetofenona; 4-etilacetofenona, octanofenona, 1-indanona e 2-indanona.
As conversdes dos alcodis quirais oscilaram entre 8% e 100% com excessos
enantioméricos de 54 até mais de 99%, demonstrando que o fungo Periconia
hispidula € um biocatalisador estereosseletivo promissor para aplicacdo em

processos de reducao de compostos carbonilicos.

Palavras-chave: Alcool desidrogenase, células integras, compostos carbonilicos
pré-quirais, fungo.



ABSTRACT

In this work was investigated the biocatalytic action of fungus Periconia hispidula
to perform reduction reactions of aromatic prochiral carbonyl compounds. Firstly,
the influence of the reaction parameters (medium, time, amount of substrate,
forms to use the biocatalyst) over the conversion rate and enantiomeric excess in
the reduction of acetophenone was investigated. After the determination of the
growth curve, the incubation time prior to addition of substrate, was evaluated (4
and 7 days). For 4 days of preincubation time, the best conversion rate to obtain
the (S)-1-phenylethanol with e.e of 98% were achieved. Two types of biocatalysts
were evaluated: growing cells and resting cells. The best results were obtained
with growing cells. By comparing the results obtained from potato-dextrose (BD)
culture medium and potato-dextrose (BD) supplemented with Fe 2* BD medium
supplemented with Fe 2" (0.02 g / L) was selected. The influence of the amount
of acetophenone (20 to 200 pL) was also examined to evaluate the toxicity of the
substrate. Quantities of the substrate higher than 100 uL (0.1%) decreased also
conversion rate but the enantiomeric excess. The applicability of this biocatalyst
was also evaluated to reduce acetophenone derivates compounds such as 2, 3
and 4-nitroacetophenone, 2, 3 and 4-methylacetophenone; 2, 3 and 4-
methoxyacetophenone, 2, 3 and 4-bromoacetophenone, 2, 3 and 4-
fluoracetophenone, 2, 4-dimethylacetophenone, 2, 5-dimethylacetophenone; 4-
ethylacetophenone, octanophenone, 1-indanone and 2-indanone. Chiral alcohols
were obtained with conversion rates from 8% upto higher than 99% and the
enantiomeric excess between 54% up to 100%, indicating that the fungus
Periconia hispidula is a promising estereoselctive biocatalyst for use in processes

for reducing carbonyl compounds.

Keywords: Alcohol dehydrogenase, whole cells, prochiral carbonyl compounds,
fungus.
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1. - INTRODUCAO

A biocatalise é atualmente uma metodologia de destaque para a sintese de
uma série de produtos quimicos, em especial as substancias
enantiomericamente puras (BORNSCHEUER et al., 2012). Dentre estes
compostos estao os alcodis quirais, que podem ser usados como precursores de
uma variedade de farmacos e agroquimicos de estrutura mais complexa como
ezetimiba (redugdo de colesterol), taxol (anti-cancer); citalopram
(antidepressivo), (S)-Propanolol (anti-hipertensivo), entre outros, Figura 1
(SINGH et al, 2012, GOTOR-FERNANDEZ; BRIEVA; GOTOR, 2006).

OH
OH
o
F o
EZETIMIBA (Reduz o colesterol) TAXOL (anti-cancer)

\ CH,4

N/
> oo
OH H
NC

CITALOPRAM (antidepressivo) (S) PROPANOLOL (anti-hipertensivo)

Figura 1. Exemplos de farmacos que apresentam fungdo alcool ou derivados na

estrutura.

Um dos métodos biocataliticos possiveis para a obtencdo de alcodis
quirais € a reducao enantiosseletiva de compostos carbonilicos, com o emprego
de enzimas isoladas ou células integras como catalisadores (SOLANO et al.,
2012, CARVALHO, 2011). As enzimas isoladas estdo disponiveis
comercialmente, e os equipamentos e procedimentos envolvidos sdo em geral

simples, mas a necessidade do uso de cofatores e assim como seu custo



podem ser fatores restritivos. O uso de células integras apresenta algumas
vantagens ja que as enzimas estdo em seu ambiente natural, evitando assim
sua perda de atividade por modificagcdes na estrutura protéica, bem como
permitindo a regeneragcdo de cofatores, quando necessarios (CARVALHO,
2011). Por outro lado reagdes colaterais, provocadas pela presenca de
complexos enzimaticos, podem ocorrer levando a misturas de produtos, além da
baixa tolerancia a solventes orgénicos usados para solubilizar substratos pouco
soluveis em agua (LABES; WENDHAUSEN, 2008).

Embora estudos de engenharia genética (BORNSCHEUER et al., 2012)
tenham propiciado a descoberta de novos biocatalisadores, nos ultimos anos ,
uma das principais fontes ainda é a biodiversidade, com a busca de
catalisadores em animais, algas, plantas e/ou micro-organismos (YANG et al,
2012, PIROLLA et al, 2011, MATSUDA; YAMANAKA; NAKAMURA, 2009) . Os
micro-organismos estéo distribuidos em todos os habitats, e relatos de bactérias
e fungos, oriundos da biomassa terrestres e marinhos, como catalisadores em
reacbes de Dbiocatalise ou Dbiotransformagdo podem ser encontrados
(CARVALHO, 2001, TRINCONE, 2011; BORGES et al, 2009). Adicionalmente,
das centenas de enzimas usadas na industria, metade sao de fungos, cerca de
um terco de bactérias, sendo que o restante é de outras fontes, como animais e
plantas, demonstrando o potencial de aplicagdo de micro-organismos nesta area
(SANCHEZ; DEMAIN, 2011).

Os fungos sdo um dos grupos de organismos mais diversos e
consequentemente um dos menos conhecidos, estima-se que existam cerca de
1,5 milhdes de fungos no mundo (HAWKSWORTH, 2001), dos quais apenas 5 a
7% de espécies foram descritas (GUSMAO; MARQUES, 2006). A regido do
semiarido, que ocupa cerca de 60% do nordeste brasileiro, possui uma
diversidade de fungos ainda desconhecida, tanto do ponto de vista taxonémico
quanto biotecnoldgico (GUSMAO e MAIA, 2006), entre os quais se encontram 0s
fungos associados ao folhedo, como o Periconia hispidula. Este fungo foi
recentemente selecionado em nosso grupo de pesquisa (MACHADO, 2012)
como produtor de cetoredutases, através de uma triagem envolvendo 55 fungos

conidiais isolados no semiarido e usando acetofenona como substrato



carbonilico, justificando assim uma investigacdo mais detalhada de sua acao

biocatalitica.



2. - OBJETIVO

Investigar a agao catalitica do fungo conidial Periconia hispidula, isolado
de folhedo na regido do semiarido baiano, na bioredugdo de compostos

carbonilicos aromaticos.

2.1. Objetivos Especificos

» Determinar a influéncia dos fatores (catalisador, meio, tempo de
incubacao prévio a adigao do substrato, tempo de reacdo e quantidade de
substrato) na conversdo e no excesso enantiomérico da redugao de

acetofenona por Periconia hispidula.

» Avaliar a atividade catalitica do fungo Periconia hispidula, com
determinacao da conversdo e do excesso enantiomeérico em reacgdes de

reducédo de compostos carbonilicos aromaticos funcionalizados.



3.- REVISAO DA LITERATURA

3.1 Biocatélise — Aspectos gerais

O uso de micro-organismos na producédo de produtos de interesse se
confunde com a propria histéria da humanidade, pois ha relatos da produgao de
vinho e vinagre no Livro de Génesis, bem como a producao de cerveja a qual ja
era conhecida pelos Sumérios e Babilénios cerca de 6 000 anos A.C. Entretanto
o estabelecimento industrial da produgdo de compostos organicos por
fermentacao é mais recente, datada de meados do século 19. Acredita-se ainda
que o acido lactico tenha sido o primeiro produto oticamente ativo
industrialmente produzido por fermentacdo em 1880 (LIESE; SEELBACH;
WANDREY, 2006).

O processo de fermentacdo, embora envolva micro-organismos e
participacado de enzimas, difere conceitualmente de um processo biocatalitico ou
de biotransformacdo, pois o numero de etapas cataliticas entre produto e
substrato na fermentagao, costuma ser mais elevado, e as estruturas quimicas
das substancias envolvidas no processo n&do possuem grande semelhanga
(LIESE; SEELBACH; WANDREY, 2006). Assim, um dos primeiros relatos que
demonstrou a importancia da biocatalise como metodologia em sintese organica,
foi a producdo de (R)-1-hidroxi-1-fenilpropanona, por condensacao de
benzaldeido com acido 2-oxo-propidnico na presenca de Saccharomyces
cerevisiae, em 1921 (Figura 2). Este precursor foi depois quimicamente
convertido em L-(-)-efedrina, conhecido como broncodilatador.
(HILDERBRANDT; KLAVEHN, 1930).

O OH OH
O
H OH S.Cerevisiae
+ O NH
0 ~
Benzaldeido R-1-hidroxi-1-fenilpropanona L-(-)-Efedrina

Figura 2. Producao de L-(-)-efedrina a partir de benzaldeido utilizando Saccharomyces
cerevisiae.



As primeiras transformacgdes enzimaticas eram restritas ao meio aquoso,
pois se acreditava que enzimas seriam ativas apenas neste meio. Desta forma
o crescimento do uso de transformagdes biocatalisadas em sintese organica se
deu, principalmente, apés estudos que demonstravam a eficiéncia catalitica de
enzimas em solventes organicos, como na oxidagao de colesterol, (Figura 3),
por Nocardia sp. (BUCKLAND; DUNNILL; LILLY, 1975), aumentando assim a
aplicabilidade destes catalisadores (KLIBANOV, 1986, LAANE; BOEREN; VOS;
VEEGER, 1987, HALLING; KVINTTINGEN, 1999).

Nocardia sp
CCly

Colesterol 3-oxo-colesterol

Figura 3. Esquema da reacao de oxidagao do colesterol catalisada por Nocardia sp.

As vantagens do uso de um biocatalisador em comparagdo com a dos
catalisadores quimicos ja € um conhecimento bem estabelecido. As enzimas
apresentam varias propriedades que as tornam atrativas como catalisadores nos
processos de biotransformagdo, como a versatilidade, seletividade, condi¢des
suaves de reagao e baixa geracao de residuos téxicos, entre outras. No que se
refere a seletividade, as enzimas podem ser quimiosseletivas, regiosseletivas e
estereosseletivas (FABER, 2011), como demonstrado nas reagdes apresentadas

na Figura 4.



A) Reacdo Quimiosseletiva

Y e
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B) Reacdo Regiosseletiva
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)
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C) Reacao Enantiosseletiva

o OH
A. terreus
CHs > CH
3
0, C>98% 0
_ e.e > 98% 2

x-nitroacetofenona (S)-1-(x-nitro)feniletanol
X:2,3e4 X:2,3e4

Figura 4. Exemplos de reagbes quimiosseletiva (A), regiosseletiva (B) e

enantiosseletiva (C) biocatalisadas.

A quimiosseletividade, em um substrato multifuncionalizado, se trata da
agao sobre um unico tipo de grupamento funcional, permanecendo as demais
fungcdes quimicas inalteradas, como na Figura 4 (A). Conhece-se que o0s
agrupamentos éster sdo mais facilmente hidrolisaveis que amidas e nitrilas,
entretanto a obtencdo quimiosseletiva de um amidodiéster a partir do
correspondente cianodiéster foi possivel, utilizando-se células integras da
bactéria Rhodococcus equi A4 (MARTINKOVA et al., 2001).

A regiosseletividade ocorre quando grupos funcionais idénticos situados
em regides quimicamente diferentes da mesma molécula do substrato reagem
de forma distinta. Na Figura 4 B se apresenta um exemplo interessante de uma
reacao regiosseletiva catalisada pela bactéria Pseudomonas chlororaphis B23

na hidratagdo seletiva de um dos agrupamentos ciano do adiponitrila. Esta



reacao conduz a 5-cianovaleramida, intermediario chave na sintese do herbicida
azafenidina (SHAPIRO et al., 2001).

A estereosseletividade é a formacao preferencial de um estereocisébmero,
podendo se tratar de um enantibmero ou diasteredbmero. Na Figura 4C se
apresenta um processo enantiosseletivo (objeto de estudo deste trabalho) onde
acetofenonas nitrossubstituidas sao transformadas pela agdo do fungo
Aspergillus terreus os seus respectivos alcoois quirais com conversbdes e

excessos enantioméricos superiores a 98% (COMASSETO e al., 2006)

As velocidades das reagdes mediadas por enzimas também sao
aceleradas, quando comparadas as ndo enzimaticas, com valores de 10® a 10"°
vezes maiores, podendo exceder em alguns casos até 10" vezes. Tais
velocidades de reagdo sao alcangadas por catalisadores quimicos em
concentracdes de 0,1 a 1%, enquanto que os catalisadores enzimaticos operam
em concentragdes de 10> a 10™%. Em comparac&o com catalisadores quimicos,
gue em sua maioria empregam metais pesados, as enzimas também possuem a
vantagem de serem degradaveis pelo meio. Além disso, em geral agem em
condicdes brandas, em valores de pH proximos a 7, e temperaturas em torno da
ambiente; reduzindo também o risco de reagdes decomposicdo, isomerizagao,
rearranjos e outros problemas ocorridos com o substrato ou o produto em

metodologias convencionais (FABER, 2011).

Por outro lado, biocatalisadores podem nao ser suficientemente
estaveis nas condigdes reacionais desejadas, pois fatores como temperatura,
pH, presenca de sais e solventes podem levar a desativacdo da enzima por
desnaturacao. O custo do processo também pode ser elevado, principalmente se
a adicao de cofatores, como NADH ou NADPH, for necessaria. Adicionalmente,
embora ja existam cerca de 4 000 enzimas conhecidas, as mesmas nao estao
totalmente caracterizadas ou ndo sao comercialmente disponiveis, tendo apenas
um numero limitado de biocatalisadores descritos para algumas reacgdes
especificas (BOMMARIUS; RIEBEL, 2004, FABER, 2011).

Dentre as varias enzimas conhecidas, as oxido-redutases, ou seja, as
enzimas que catalisam reagdes de oxidagdo e redugado sao o segundo maior
grupo estudado, depois das hidrolases (MATSUDA; YAMANAKA; NAKAMURA



et al, 2009). Estas enzimas, normalmente, requerem componentes quimicos
adicionais denominados cofatores, que podem ser ions inorganicos (Fe?*, Mg®,
Mn%*, Zn?**) ou uma molécula organica complexa, denominada de coenzima,
como NADH ou NADPH, para exercer sua atividade biocatalitica (PORTO,
2006). Na reducdao de compostos carbonilicos, catalisada por cetoredutases
(CR) ou alcool desidrogenases (ADH), a coenzima €& responsavel pela
transferéncia do hidreto para a face pseudo si- ou pseudo re- da carbonila
(Figura 5).

E2 ADPR=

/ E3 ICIJ X
= HO-P—-0-CHy 0
//”ETEE\ *. ™, O ’//"—'-_EE}N\\ ‘ P
o gin = l Hs H 7 OH OH
£__CONH = p S Hr HO-P=0
- - 2 R :
| H _A__CONH, S NH,
N face | ] |
N
i "y g CH M.
,-IB.DPFI pseudo si / I\I.I 5 </ Hl/kr},
face pseudo re ADPR o N.——J\N,/-J
NAD(P)H -
NAD(P)H
T OH O-x
~._ CONH
j}\H ’() ? X = H: NADH
R chl X = POgH: NADPH
| L
ADPR
NAD(PY* E1, E2, E3 e E4 s3o diferentes tipos de enzimas

Figura 5. Transferéncia de hidreto as faces pseudo si e pseudo re da carbonila pela
coenzima NAD(P)H. Fonte: MATSUDA; YAMANAKA; NAKAMURA, 2009.

Em escala preparativa o uso de enzimas isoladas para a biorredugao pode
ser inviabilizado pelo alto custo do cofator, sendo assim a regeneragédo deste
cofator um requisito necessario para a sua aplicagdo em processos industriais.
Para que a forma oxidada da coenzima seja transformada em sua forma
reduzida geralmente faz-se necessaria a adicdo de um agente regenerador
como fonte de hidrogénio, como alcodis (etanol, 2-propanol), agucares (glicose,
glicose-6-fosfato, glicose-6-sulfato), aminoacidos (acido glutamico), hidrogénio
molecular, uso da regeneragéo eletroquimica (HOLLMANN, SCHMID, 2004) e
da fotoquimica (GOTOR; ALFONSO; GARCIA-URDIALES, 2008; MATSUDA;
YAMANAKA; NAKAMURA et al., 2009).
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O emprego de células integras pode ser também uma alternativa, ja que
na célula estardo as enzimas e cofatores necessarios para sua atividade
catalitica, evitando também processos onerosos de purificagao e isolamento das
enzimas. Entretanto, a produtividade pode ser mais baixa, ja que substratos nao
naturais sdo, geralmente, toxicos para as células, sendo tolerados apenas em
pequenas quantidades. Adicionalmente, devido a presenca de complexos
enzimaticos, podem ocorrer reagdes colaterais, bem como a presenca de
contaminantes na mistura reacional, dificultam o isolamento do produto de
interesse (LABES; WENDHAUSEN, 2008, FABER, 2011).

3.2. Fungos em reacdes de biorreducao de compostos carbonilicos

Os principais organismos usados como biocatalisadores sdo os fungos
leveduriformes e filamentosos, embora relatos de enzimas de vegetais e animais
possam ser encontrados (BORGES et al., 2009). Os micro-organismos possuem
uma maior facilidade para se adaptar ao ambiente reacional, mas alguns
requisitos minimos sao necessarios para sua utilizacio, tais como estabilidade
genética, rapida multiplicagdo e baixa patogenicidade (MADIGAN; MARTINKO;
PARKER, 2004).

Para a maioria dos casos das biorreducdes catalisadas por micro-
organismos ou enzimas, 0 curso estereoquimico da reagao € dependente dos
requisitos estéricos do substrato, podendo ser previsto no modelo simples
referido como “Regra de Prelog” (Figura 6). Segundo Prelog (1964), que realizou
estudos de biorredugcao de decalonas por Curvularia lunata, na maioria das
biorreducdes a preferéncia do ataque do hidreto é pela face pseudo re, formando
alcodis de configuracdo S, estando a tendéncia de transferéncia do hidreto a
esta face diretamente relacionada a diferenga no tamanho dos atomos ligados a

carbonila.
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Figura 6. Representagdo esquematica do ataque a carbonila pelas faces pseudo si ou

pseudo re.

Embora alcodis de configuragdo consistentes com a Regra de Prelog sejam
em geral os mais produzidos na biorreducdo microbiana de compostos
carbonilicos, relatos de produtos anti-Prelog podem também ser encontrados na
literatura. Homann et al. (2004) investigaram uma colecdo de 300 micro-
organismos com relacéo a habilidade de reduzir cetonas aromaticas (Figura 7) a
alcodis secundarios quirais, identificando 60 culturas capazes de atuarem como
biocatalisadores. Nesta avaliacao, alcodis de configuracdo R e S foram obtidos
com excesso enantiomérico (e.e) de 91 a 99% e rendimentos de até 95%, com
destaque para preponderancia de produtos seguindo a regra de Prelog. Estes
autores também mencionam que os fungos (leveduras e fungos filamentosos)

foram as cepas mais eficientes e seletivas na biorredugao.
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i i i 1
/@/‘\CHB /@)J\CZHS @)K R, @ij
R, R,

R,:H;CH,0.CH,, F, Cl R4 n-C3H;; n-C4Hy; iso-C4H,; terc-C,H,

Figura 7. Cetonas aromaticas utilizadas na triagem de biocatalisadores (HOMANN et
al, 2004).

Devido a fatores como seletividade, rendimentos satisfatérios, facilidade de
manuseio e disponibilidade, um dos micro-organismos mais investigados na
biorreducdo de compostos carbonilicos é a Saccharomyces cerevisiae,
conhecida como fermento de pdo (KHOR; UZIR; 2001). Esta levedura é capaz
de catalisar a transformagcao de diversos compostos carbonilicos levando a
produtos enantiomericamente enriquecidos (Tabela 1), e em caso de compostos
a, B-insaturados, como a carvona, a redugao da carbonila e/ou da ligagédo dupla
também pode ocorrer. Entretanto, devido a presenca de varias redutases com
atividades e estereosseletividades especificas, muitas vezes o uso desta

levedura leva a um produto de pureza enantiomérica insatisfatoria.
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Tabela 1. Exemplos de redugdao de compostos carbonilicos por Saccharomyces

cerevisiae.

Reagente Produto

Referéncia

O OH
R=0a99%%

4 & e.e. = 64-100%

x-(cloro)-acetofenona X-(cloro)-1-feniletanol

(0] HO
R =73-80%
e.e=91%

R-Carvona (1R)-(-)-Carvomentol

O O OH O
/U\/U\OEt )\/U\OEt

Acetoacetato de etila  3-hidroxidobutanoato €.€ =85%

R =59-76%

de etila

(0] OH
@JkCOZH ©/kCOZH R = 19-70%,

e.e =64 -86%

Acido Benzoilacético Acido 3-hidroxi-3-

fenilacético

OU et al., 2008

YADAV et al., 2007

ALBUQUERAQUE,
2007

XIAO et al., 2005

R= Rendimento, e.e = excesso enantiomérico
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A acao biocatalitica de uma variedade de outros fungos oriundos de
biomassa terrestres e marinhos, bem como de fontes distintas como vegetais,
solo, sedimentos ou animais, também tem sido investigada na tentativa de se
conhecer o potencial biotecnoldgico da sua diversidade. Carballeira et al. (2004)
avaliaram 416 cepas, sendo 71 bactérias, 45 actinomicetos, 59 leveduras, 148
fungos filamentosos, 33 fungos marinhos e 60 basidiomicetos, com o objetivo de
selecionar biocatalisadores capazes de reduzir compostos carbonilicos ciclicos.
Os fungos Gongronella butleri, Diplogelasinospora grovesii e a levedura
Schizosaccharomyces octosporus foram selecionados como as cepas mais
promissoras em funcdo da produtividade, tolerancia a altas concentragdes de
cetonas e auséncia de produtos secundarios na reducdo de cicloalcanonas.
Cabe destacar que o tamanho do anel interferiu na acédo catalitica, ja que
apenas Absidia glauca, Gongronella butleri e Pyrenochaeta oryzae foram
capazes de reduzir todos os substratos avaliados (Figura 8).

O o) O o o)
o |
Ll<BeNoNONG
1 2 3 4 5 6
Cicloutanona Ciclopentanona Ciclohexanona Cicloheptanona Ciclooctanona Ciclononanona

(%) Conversao de cicloalcanonas

Micro-organismos 1 > 3 4 5 6
Absidia glauca 20 9 81 80 8 87
Gongronella bluteri 67 | 33 |100| 26 | 18 25
Diplogelasinospora grovessii 77 14 | 85 9 0 0
Pyrenochaeta oryzae 14 1 67 | 17 26 41
Monascus kaoliang 29 6 89 | 15 11 0
Schizosaccharomyces octosporus 10 2 87 8 0 0
Neosartorya hiratsukae 0 4 71 7 14 0

Condicbes reacionais: 28 °C, agitagdo (250r.p.m), Crescimento celular: leveduras (tempo de cultura 48h),

fungos filamentosos (72h de tempo de cultura). Tempo de reagéo, 72h. 10 MM de cetona.
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Figura 8. Biotransformacéao de cicloalcanos na presenca de diversos micro-organismos.

Cetonas aromaticas, como acetofenona e seus derivados, sao frequentemente
empregadas como compostos modelo para avaliar de novos biocatalisadores.
Kurbanoglu et al. (2007) relataram o estudo de dez cepas de Alternaria alternata
isoladas de amostras de plantas tais como girassol, uva, e maga na reducgao da
acetofenona, para a produgao do (S)-1-feniletanol obtendo rendimentos de até
100% e e.e superiores a 99%. Zilbeyaz e Kurbanoglu (2010) também avaliaram
90 micro-organismos (30 bactérias, 20 leveduras e 40 fungos) na redugao de
acetofenona, levando a selecdo de Rhodotorula glutinis para a producgao de (S)-
1-feniletanol com conversdes de até 100% e e.e superiores a 99%, apds 24 hs
de reacdo. De 14 cepas de Aspergillus niger isoladas de amostras de solo, uma
foi selecionada (Aspergillus niger EBK-19) e apos otimizacdo de parametros
como pH, tempo de reacdo e quantidade de catalisador, conversées moderadas
(63%) e excesso enantiomérico de até 87% foram obtidos para o (S)-1-
feniletanol, o produto Prelog (KURBANOGLU et al, 2007). Entretanto a posigc&o
dos substituintes no anel aromatico interferiu no curso estereoquimico da
reacao, ja que com os derivados de acetofenona substituidos na posi¢céo 4 os

respectivos produtos anti-Prelog foram obtidos (Tabela 2).
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Tabela 2. Conversdo e excesso enantiomérico dos produtos da transformacao de
derivados da acetofenona utilizando o fungo Aspergillus niger EBK - 19 como
biocatalisador.

Substrato Produto e.e (%) Converséo (%)
Tl ?l Tl ?H
A 1 ] : .
a\__.-_-_'.-"-"' "'\-\.:.-'-""
1IE!:r fL Br EH
ﬂ" =" “CHy H""%Jr‘ “CHs 06 (5) 11
e 1c . 2c
Elir OH
':'k[’*% ““CH, Cl HT&\_J/J\[;HE 57(8) 25
e e
0 OH
Bre ’Jl‘“CHg Br ’L‘EH;., 66 (S) 21
[ [
T
0 OH
-, ﬂ"u"'\-\.EHE o, _.---""H.\'::-'_'3 =00 | ) 100
__-Il\ f'I .-""'l'\-\. _,-'J
cI~ F cI F
i %
B ~F Br
I 'y
I Sy CH B 95 (R 60
Me™ ~F Me™ ~F
i g
s “CHs T”"*‘J"ﬁ“cHg 90 (R) 33
MeQ™ % MeO™ ~F
1 4
fl"’“‘: ~ “CH4 JI’“%J’““CHH 65 (R) 67
P PR

e.e = excesso enantiomérico

A busca de novos biocatalisadores para processos de redugao assimeétrica
€ uma das linhas de pesquisa em franca expansido devido a importancia da
obtencdo de compostos enantioméricamente puros, em condi¢cdes reacionais
suaves e ambientalmente amigaveis (NI; XU, 2012). Considera-se que o
numero e diversidade de aplicagbes desta tecnologia ainda s&o reduzidos frente
aos micro-organismos disponiveis e as reagdes que estes podem catalisar.

Assim a busca por novos catalisadores presentes na biodiversidade local ainda é



17

uma ferramenta de importancia, principalmente em habitats ainda pouco
explorados ou com condigdes extremas, como as regides aridas (Borges et al.,
2009), pela possibilidade de isolamento de enzimas mais resistentes ou com

propriedades cataliticas diferenciadas.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais
Acetato de Etila, Vetec P.A-A.C.S
Acetofenonas e derivados, Aldrich

Meio de cultura Batata Dextrose- BD ( Extrato de batata e Dextrose; 24 g L™)
HIMEDIA

Meio de cultura Batata Dextrose Agar BDA para cultivo de microorganismos
(Extrato de batata, Dextrose; e Agar, 39 g L") HIMEDIA

Agar, Vetec P.A-A.C.S

Glicose, Vetec P.A-A.C.S

Cloreto de Calcio, Vetec P.A-A.C.S

Sulfato de Ferro heptahidratado, Vetec P.A-A.C.S

Sulfato de Cinco, Vetec P.A-A.C.S

Sulfato de Manganeso heptahidratado, Vetec P.A-A.C.S
Camara de incubacao de Baixa Demanda de Oxigénio (BOD)

Cromatdgrafo a gas (CG) Varian CP-3380 com detector de ionizagdo de chama
DIC

Espectrometro de Massas SHIMADZU QP2010SE com coluna capilar
dimetilpolisiloxano RTX-MS (30 m x 0,25 mm x 0,30 ym)

Polarimetro Perkin-ElImer Modelo 2411 (Waltman, MA, USA), equipado com
lampada de Na (A = 589 nm).

Incubadora Orbital Marconi MA-420
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4.2. Métodos
4.2.1 Micro-organismo

O fungo conidial Periconia hispidula (Pers.) E. W. Mason & M. B. Ellis
(1953), coletado por Cruz, A.C.R. nas Dunas do Sao Francisco, Bahia e
pertence a Colegcdo de Cultura de Micro-organismos do Estado da Bahia
(CCMB) da Universidade Estadual de Feira de Santana-(UEFS) BA. Apresenta
colénia com um crescimento moderado, com coloragao castanha a castanha
escura em alguns pontos. O micélio vegetativo € superficial, com presenga de

hifas hialinas, esporulando com aproximadamente 7 dias. (Figura 9).

Figura 9. Cultura do fungo Periconia hispidula (a direita) e suas estruturas (a esquerda).
Fonte: GUSMAO, 2012.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Quimica de
Produtos Naturais e Bioativos (LAPRON) da UEFS. Para a manutencao da
viabilidade destes micro-organismos sem mudangas morfologicas, fisiolégicas ou
genéticas, usou-se 0 método de preservagao de Castellani (1967) a temperatura

ambiente.
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Para verificagdo da pureza e reativagao do crescimento os fungos foram
repicados em meio agar BDA (Broth Dextrose Agar HEMEDIA), constituido de
39,0 g para 1 L de agua destilada, e cultivados a 30°C em camara de incubagao

de Baixa Demanda de Oxigénio (BOD), durante 7 dias.

5.2.2. Avaliacéo da fase de crescimento para acréscimo do substrato

A curva de crescimento foi inicialmente determinada por pesagem da
biomassa seca em triplicata. No intuito de determinar o estagio de crescimento
para acréscimo do substrato, utilizou-se 36 frascos reagentes de 250 mL,
contendo 100 mL de caldo BD constituido de 24 g de batata dextrose para 1 L
de agua destilada, previamente esterilizado. Apds esfriar acrescentou-se 5
discos com 5 mm de micélio, que foram cultivados sobre agitacdo em
incubadora orbital MARCONI MA-420 a 30°C e 150 rpm para o crescimento do
fungo. Coletas diarias (3 frascos) foram realizadas durante 12 dias para

determinagdo da biomassa seca.

Para a comparagcdo do tempo prévio de incubagdo, o0 mesmo meio
reacional e a mesma quantidade de micro-organismo foram utilizados. Ao
completar 96 h (fase log) e 198 h (fase estacionaria) apds inoculagao,
acrescentou-se 20 pyL de acetofenona a cada tratamento e os mesmos foram
mantidos em agitagcdo durante o tempo de reac&o. Realizaram-se coletas de 2,0
mL do caldo fermentado com 24, 48, 72 e 96 horas de reagcdo e o produto
formado foi extraido com 2,0 mL de acetato de etila para determinagao da
conversao e o excesso enantiomérico. Todos os experimentos foram realizados

em triplicata.

4.2.3 Avaliagcéo da forma de uso do biocatalisador

A avaliagdo da forma de acréscimo do substrato for realizada de duas
formas: com células integras, onde o substrato foi adicionado diretamente ao
meio de cultura apos 96 h de crescimento do micro-organismo, e com células

ressuspensas (em repouso), onde o micélio do fungo apds 96 h (fase log) de
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crescimento em caldo BD foi filtrado para separacdo do micélio. Nesta segunda
etapa 3 g de micélio umido foi ressuspendido em frascos reagentes de 250 mL
contendo 100 mL de tampao fosfato, pH = 5,9, a 0,1 mol.L”" e 10% de glicose.
Acrescentou-se 20 pyL de acetofenona e a reagdao aconteceu na incubadora
orbital MARCONI MA-420 a 30°C e 150 rpm.

4.2.4 Avaliacdo da influéncia da presenca do fon Fe?* no meio

reacional

A avaliacdo ocorreu com o meio BD com e sem a complementacao com
0,02 g L' de FeSO,. Frascos reagentes de 250 mL, contendo 100 mL meio BD
constituido de 24 g de batata dextrose para 1 L de agua destilada, previamente
esterilizado, com e sem Fe,SO4 foram utilizados. Apds esfriar acrescentou-se 5
discos com 5 mm de micélio, que foram cultivados sobre agitacdo em
incubadora orbital MARCONI MA-420 a 30°C e 150 rpm para o crescimento do
fungo. Ao completar 96 h apds inoculagdo, acrescentou-se 20 L de
acetofenona a cada tratamento e os mesmos foram mantidos em agitacao
durante o tempo de reacdo. Realizaram-se coletas de 2,0 mL do caldo
fermentado com 24, 48, 72 e 96 horas de reagao e o produto formado foi
extraido com 2,0 mL de acetato de etila para determinacdo da converséo e o

excesso enantiomérico. Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata.

4.2.5 Tolerancia do biocatalisador a acetofenona

A toxidade da acetofenona foi avaliada com acréscimo de 5 diferentes
quantidades de acetofenona (20, 50, 100, 150 e 200 mg) acrescidas em meio
BD complementado com 0,02g L™ de Fe,SO,4. Foram coletadas aliquotas de 2
mL nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas para determinagao da conversao e o

excesso enantiomérico.
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4.2.6. Reatividade e a seletividade do biocatalisador frente a distintas

cetonas arométicas

A reatividade e a seletividade do biocatalisador frente a distintas cetonas
aromaticas (Figura 2) foram avaliadas em ensaios, com meio BD
complementado com 0,02 g L' de FeSO,4 7H,0, apds 96h de crescimento foi
acrescentado 20 mg de substrato que reagiu por 48 h e a seguir realizou-se a
extragao total (2 x 25 mL de acetato de etila) do produto de reacdo . Os

experimentos foram realizados em triplicata.

u} CH, u} CH, n} CH,
5/ é/ % CH, % Ohote % MO
2-flucracetofenona 2-bromoacetofenona 2-metilacetofenona 2-metoxiacetofencna 2Z-nitroacetofenona
u] CH, u] CH, ] CH, u] CH, o CH,
% “F % Brr E “CH, E " Ohie é‘nn

J-fluoracetofencna 3-bromoacetofencna J-metilacetofenona J-metoxiacetofenona 3J-nitroacetofencna

I )

CHLCH,

{-fluoracetifenona 4-bromoacetofenona 4-metilacetofenona 4-metoxiacetofenona 4-nitroacetofencna 4-etilacetofencna

0. _.CH, 0. _CH,
CH, CH, 9 i
CH,

2 d-dimetilacetofencna 2 5-dimetilacetofenona 1-ndanona 2-Indanona Octanofenona

Figura 10. Estrutura dos substratos avaliados na biorreducdo pelo fungo Periconia

hispidula.
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4.2.7 Analises Cromatogréficas

As amostras diluidas em acetato de etila foram analisadas por
cromatografia a gas (CG) em equipamento da marca Varian CP-3380 com
detector de ionizagdo de chama DIC, com coluna quiral CYDEX-B (25m x 0,22m
x 0,22 um), mantendo-se um fluxo de 1TmL.min~" de He (hélio) como gas de
arraste e usando-se as condicdes de analises descritas na Tabela 3. A analise
quantitativa foi obtida pela relacédo entre a area dos picos, obtida pelo método da
normalizagdo. Os produtos e reagentes foram identificados pela comparagéo

com padrdes auténticos das cetonas e alcodis.

O excesso enantiomérico foi determinado nas mesmas condicdes e o
célculo do foi definido como a raz&o de [(S)-(R)/(S)+(R)]*100%, em que (R) e (S)

sao as concentracdes dos enantibmeros, respectivamente.

O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna com silica ou
cromatografia preparativa em camada delgada usando como eluente uma
mistura de hexano:acetato de etila (9:1) para confirmagdo das estruturas por
cromatografia de gas acoplada a espectrometria de massas e determinagao da
rotacdo Otica especifica. Os produtos obtidos com as reagdes biocatalisadas
foram analisados por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM) em aparelho SHIMADZU QP 2010 SE com coluna capilar
dimetilpolisiloxano RTX-MS (30,m x 0,25 mm x 0,30 um). Nas analises foi
utilizado hélio como gas de arraste, em modo split (1:10). O programa de
aquecimento foi: de 3°C/min na fixa de 60° a 80°C e de 50°C/min na faixa de
80°C a 280°C, mantendo-se por 8 minutos nesta temperatura final, com a
temperatura do injetor de 250°C e detector de 300°C. A determinagdo da
rotacédo otica especifica foi realizada em polarimetro Perkin-ElImer Modelo 2411
(Waltman, MA, USA), equipado com lampada de Na (A = 589 nm).
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Tabela 3. Condi¢cdes cromatograficas das analises por cromatografia gasosa da

acetofenona e seus derivados.

Substituintes Temp. Faixa de Tempo de Tempo Total
*) (°C) aguecimento Permanéncia (min.)
(°C/min.) (min.)
100 --- 0 0
150 5 --- 10
100 -—- 10 10
2,3 e4-Me
200 10 e 20
140 -—- 15 12
2,3 e 4-MeO
200 10 --- 21
140 -—- 20 20
2,3e4-Br
200 5 --- 31
100 -—- 10 10
2, 3e4-F
200 10 --- 20
150 --- 12 12
2 e 4-NO,
200 15 - 30
150 - 30 30
3-NO»
200 5 2 42
_ 100 --- 10 10
2, 4-diMe
200 10 5 25
. 100 - 10 10
2, 5-diMe
200 10 5 25
70 - - ---
4t 100 10 7 10
200 5 5 35

(*) Condigdes: coluna quiral Cydex B, temperatura da coluna = 200°Ce a temperatura do injetor =
220°C.
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As amostras de 1-indanona, 2-indanona e octanofenona foram analisadas
em cromatografo SHIMADZU com coluna quiral Agilent CP-Chirasil-DexCB (25

m x 0,25 mm x 0,25 um) nas condigdes de analise apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4. Condi¢cdes cromatograficas das analises por cromatografia gasosa da

1-indanona, 2-indanona e octanofenona.

Substrato Temp. Faixa de Tempo de Tempo Total
(°C) aguecimento Permanéncia (min.)
(°C / min.) (min.)
_ 110 0 0
l-indanonae
2-indanona 130 0.5 15 25
140 5 5 7
120 7 7
octanofenona
160 2 15 45

A determinacdo da biomassa seca (g) foi realizada apods separagao do
massa micelial por filtragdo a vacuo, seguida por secagem até peso constante

em estufa de secagem a temperatura de 60°C, por 24 h.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AvaliacOes da fase de crescimento para acréscimo do substrato

A curva de crescimento do fungo Periconia hispidula, no meio reacional
selecionado, foi obtida pela determinagdo da biomassa seca (MS) em gramas,
durante 12 dias (288 h), no intuito de verificar o perfil de crescimento do isolado

nas suas fases.

O perfil de crescimento do fungo Periconia hispidula em meio BD é
apresentado na Figura 11. Pode se verificar um crescimento exponencial apés
as 50 horas, mantendo-se assim até cerca de 120 horas. Neste periodo, entre
50 e 120 horas, denominado de fase log, as reagdes enzimaticas possuem
velocidade crescente, atingindo sua velocidade maxima no inicio da fase
estacionaria (BLACK, 2012).

Massa Seca (g) -

0,14 Fase Estacionaria

4 |
0,12 H / \

i N u

9
0,10 - é} _/.
3
1 <
Q
0,08 AS o
&
(o)
0,06 - Q}é‘
£
Q)
0,04 )
N
@)

0,02 .-
0,00 : , ’ T r T : T T 1

0 50 100 150 200 250

Tempo (h)

Figura 11. Curva de crescimento do fungo Periconia hispidula em meio BD.

Na fase estacionaria que inicia apos o ponto maximo da fase exponencial,
(168 h) embora a produgao enzimatica seja elevada, a produgéo de metabdlitos
secundarios também ¢é aumentada, podendo dificultar a purificacdo de

substancias de interesse em uma reacdo de biocatalise. Assim optou-se por
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avaliar a acao biocatalitica do fungo em dois momentos, apds incubacgao prévia
por 96 horas (que corresponde a aproximadamente metade da fase log) e apos

168 horas (ponto maximo da fase exponencial).

Na Tabela 5 mostram-se os resultados obtidos na avaliacdo das duas
diferentes fases de crescimento. A conversdo maxima obtida com a reagao
iniciada apds 96 h de crescimento foi de 92% (ap6s 96 horas de reacgéao), valor
de conversao superior a obtida no experimento com incubagao prévia por 168h,
que atingiu apenas 50% apos 96 horas de reacdo. E importante destacar que
nao houve variagdes nos valores de excesso enantiomeérico (e.e = 98%) entre os

dois experimentos e no decorrer da reacao..

Tabela 5. Converséo (%) de acetofenona em S-1-feniletanol e exceso enantiomérico
(%) da reacdo catalisada pelo fungo Periconia hispidula em diferentes fases de

crescimento.

O OH
P. Hispidula _
Acetofenona S-1-feniletanol
Tempo de Fases de Crescimento

Reacao Log (96h) Estacionaria (168 h)
() C (%) e.e (%) C (%) e.e (%)
24 62 98 43 98
48 87 98 48 98
72 91 98 49 98
96 92 98 50 98

Onde: C - Converséao (%); e.e - excesso enantiomérico (%).

A diminuigdo da conversao pode ter ocorrido em funcdo da producéo de

metabdlitos secundarios pelo fungo com agado inibidora sobre as enzimas



28

presente no biocatalisador (BLACK, 2012). Como pode se observar quando o
substrato foi acrescido na fase estacionaria, com o uso do fungo com 168 h de
crescimento, a reagao ocorre quase que em sua totalidade (43%) nas primeiras
24 h (Figura 12).

C(%) 95
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80—-
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704 —=— 96 h
e 168h
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50—-
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Figura 12. Grafico da conversao (C) da biorreducao da acetofenona em S-1-feniletanol

para 96 e 168 h de crescimento do fungo Periconia hispidula em meio BD.

O alcool de configuragao S foi obtido com 98% de excesso enantiomérico,
obedecendo a regra de Prelog, mantendo-se inalterada a enantiosseletividade
independente do estagio de crescimento que inicia a reacdo. Com base nos
resultados estabeleceu-se 4 dias (96 h) de incubagao prévia para adigao do

substrato na reacao de biorredugao catalisada pelo fungo Periconia hispidula.

5.2 Avaliacbes da forma de uso do biocatalisador

As reacdes de biorreducéo foram realizadas de duas formas: com células

integras do micro-organismo em crescimento e resuspensas (em repouso).

Os resultados sumariados na Tabela 6 demonstram que a maior
conversao foi obtida com o uso de células em crescimento foi utilizada, atingindo
92% de conversao apds 96 horas de reacdo. Ja a enantiosseletividade
apresentou variagdes muito pequenas, mantendo-se na faixa de 95% a 98%
independentemente da forma em que for usado o biocatalisador. Por outro lado

0 uso de células em repouso atingiu um 52% de conversao de acetofenona em



S-1-feniletanol. Assim foi

catalisador na forma de células em crescimento.

Tabela 6. Valores de conversdo de acetofenona em S-1-feniletanol

29

escolhido para os experimentos posteriores o

€ exXxCesso

enantiomérico nos experimentos realizados com células em crescimento e células em

repouso.
Tempo de Células em Crescimento Células em Repouso
Reacao
") C (%) e.e (%) C (%) e.e (%)
24 50 97 15 95
48 86 97 36 97
72 90 98 47 97
96 92 98 54 97
C - Converséao (%);ee - excesso enantiomérico (%).
C(%) 100 -
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Figura 13. Grafico da conversdo para os experimentos

crescimento em meio BD e células em repouso.
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5.3 Avaliacdes da influéncia da presenca do Fe?* no meio reacional

Experimentos anteriores realizados por Machado (2012) indicaram que a
presenca de sulfato de ferro teve efeito significativo na conversdo e na
enantiosseletividade da reagao de reducido de acetofenona em S-1-feniletanol
pelo fungo Periconia hispidula, em meio YM. Considerando este trabalho prévio
em outro meio, a avaliacdo da influéncia da presenca de sulfato de ferro em

meio BD foi também realizada e os resultados sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Resultados da adigado do ion Ferro (Fe?*) no meio BD na conversdo (%) de
acetofenona em S-1-feniletanol e no excesso enantiomérico (%) da reacao catalisada

pelo fungo Periconia hispidula.

O OH
P. Hispidula _
meio BD
e
meio BD + Fe?*
Acetofenona S-1-feniletanol
Tempo de Concentracao do FeSO4
Reacao O(gLh 0,02 (g L™
() C (%) e.e (%) C (%) e.e (%)
24 50 97 70 97
48 86 97 90 98
72 90 98 91 98
96 92 98 92 98

C - Converséo (%); ee - excesso enantiomeérico (%).

Verifica-se que ndo houve grandes diferengas nos valores de conversao
entre os meio BD e BD com Fe?* apds 48 horas de reacdo. Embora o meio BD

com Fe?* alcance conversdo superior (70%) apés 24 h de reacdo, ndo houve
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diferengas significativas na conversao (90-91%) apés 72 h. Ou seja, a presenga
de ferro (Fe2+) no meio BD foi importante para que a reagao se processe mais
rapido, tendo assim relacdo com a atividade enzimatica. A enantiosseletividade
se manteve elevada para ambos os experimentos, 97 a 98%, em todos os
tempos reacionais indicando uma boa interagdo enzimatica com o substrato,

bloqueando uma das faces da carbonila (face pseudo si). (Figura 14B).

100 4 100 -
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Figura 14. Conversao (C) e excesso enantiomérico (e.e) em meio BD com e sem a

adicdo de ion Fe?".

Assim como fungo Periconia hispidula tem potencial para a redugéo da
acetofenona em meio BD suplementado com Fe?*, com valores da converséo e
do excesso enantiomérico excelentes, este meio suplementado foi selecionado

para os experimentos posteriores.

5.4. Tolerancia do biocatalisador a acetofenona

Os valores de toleradncia do fungo Periconia hispidula ao aumento da
quantidade de substrato (acetofenona) no meio reacional foi testada nas
seguintes quantidades 50 uL, 100 pL, 150 pyL e 200 yL, s&o apresentados na
Tabela 8 e na Figura 15.
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Tabela 8. Valores de conversédo (%) e enantiosseletividade (%) da biorredugdo de
acetofenona em 1-feniletanol catalisada pelo fungo Periconia hispidula em presenga de

quantidades variadas de acetofenona.

Concentracao Conversao Excesso
do Substrato C (%) Enantiomérico (%)
(ML) e.e

24h  48h 72h  96h 24h  48h  72h 96h

20 73 90 91 92 98 98 98 97
50 70 91 96 96 98 98 98 98
100 37 79 80 96 97 98 98 98
150 20 30 36 43 89 89 84 83
200 12 19 24 28 83 64 49 40

A reducado nos valores das variaveis conversao e excesso enantiomérico
até o acréscimo de 50 pL do substrato, demonstrando que as enzimas
produzidas pelo fungo possuem uma alta seletividade, mantendo altos valores
de conversdo (96%) e de excesso enantiomérico do produto S-1-feniletanol
(98%). Com o aumento da quantidade de acetofenona para 100 yL a conversao
caiu (16%) em tempos menores de reagcdo, mas a enantioseletividade se
manteve, assim como a conversdao aumentou atingindo o patamar de 96%, apos
96 h de reacgao. Estas variacbes podem estar relacionadas apenas a quantidade
de enzima disponivel no meio, que aumenta com a continuidade do crescimento

micelial.

Para maiores quantidades de acetofenona (150 e 200 uL) a converséo foi
inferior a 43% durante todos os periodos avaliados, mas com tendéncia ao
aumento no decorrer do periodo reacional, sugerindo assim que maiores
conversdes poderiam ser obtidas em tempos mais prolongados. Entretanto o
excesso enantiomérico foi reduzido drasticamente para valores entre 4-64% com
o acréscimo de 200 uL indicando alteragdes na associacdo enzima-substrato ou

baixa producédo da enzima de interesse.
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Assim pode-se sugerir que concentragdes inferiores a 100 uL contribuem
para que a reagao seja mais rapida provavelmente devido a diminui¢do do efeito
téxico do substrato ao micro-organismo ja que os experimentos ocorreram com

células em crescimento.
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Figura 15. Converséo (C %) de acetofenona em 1-feniletanol e excesso enantiomérico

(e.e) em meio BD em fungdo da quantidade inicial de acetofenona.

5.5. Reatividade e seletividade do biocatalisador frente a distintas cetonas

aromaticas

A biorreducao de cetonas aromaticas foi testada frente ao fungo Periconia
hispidula para produgdo de alcodis com objetivo de avaliar a influéncia dos
substituintes do anel aromatico na reatividade e seletividade enzimatica. Estas
propriedades do biocatalisador frente a distintas cetonas aromaticas foram
investigadas em ensaios, com meio BD suplementado com ferro, usando células

em crescimento e com acréscimo de 20 mg de substrato..

5.5.1 Com acetofenonas substituidas

Os resultados para a biorredugao dos derivados de acetofenona mono e

dissubstituidas estao relacionados na Tabela 9.
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Tabela 9. Valores da biomassa seca (g), conversdo (%) e excesso
enantiomérico (%) e configuragdo da biorreducdo das acetofenonas substituidas

em alcoois quirais pelo biocatalisador Periconia hispidula.

O OH

P. Hispidula

Y

X X
S-1-(X-fenil)etanol

X: H, CH,, OCH,, Br, F, NO,, C,H,

CH, O CH, OH

P. Hispidula

Y Y

S-1-(2,Y-dimetil)feniletanol
Y: 4-CH, e 5-CH,

Substituintes  BS (Q) C (%) e.e (%) Configuracéao

H 0,417 87 96 (S)
2-CHjs 0,342 >99 >99 (S)
3-CHjs 0, 397 83 96 (S)
4-CHj 0,349 73 90 (S)

2-OCHs 0,360 > 99 >99 (S)

3-OCHs 0,393 82 >99 (S)

4-OCHj 0,335 56 79 (S)

2-Br 0,217 > 99 >99 (S)
3-Br 0,352 > 99 >99 (S)

4-Br 0,280 97 54 (S)




Substituintes  BS (Q) C (%) e.e (%) Configuracéao

2-F 0,360 > 99 >99 (S)

3-F 0,255 98 96 (S)

A-F 0,298 72 >99 (S)
2-NO; 0,299 > 99 >99 (S)
3-NO; 0,270 > 99 >99 (S)
4-NO; 0,288 95 97 (S)

4-CH,CHjs 0,325 56 54 (S)
2,4-CHjs 0,384 > 99 96 (S)
2,5-CHjs 0,370 94 99 (S)

35

BS: biomassa seca; C: converséo; ee: excesso enantiomérico. Condi¢des reacionais: agitagdo- 150 r.p.m., temperatura
30°C, quantidade de substrato - 20 mg ou 20 pL.

Pode-se constatar que para os derivados de acetofenona onde o

substituinte  encontra-se na  posigdo orto (2-metilacetofenona, 2-

metoxiacetofenona, 2-bromoacetofenona e 2-fluoracetofenona, 2-
nitroacetofenona) os respectivos alcoois foram obtidos com 99% de converséo e
de excesso enantiomérico em 48 h de reacgao, independente do efieto eletrdénico
do grupo substituinte (Tabela 9). Em todos os casos a configuragdo absoluta dos
alcoois foi S, seguindo a regra de Prelog, com elevada enantiosseletividade.
(ANEXO Il e IlI)

Para os derivados substituidos na posicdo meta foram obtidos os
melhores resultados de redugao, com valor de conversdo maior a 99%, para 3-
bromoacetofenona, 3-fluoracetofenona e 3-nitroacetofenona (ANEXO V).
Entretanto para 3-metilacetofenona e 3-metoxiacetofenona (ANEXO V) ocorreu
uma diminuigdo na conversdo (cerca de 80%) estando isso coerente com a
caracteristica elétron-doadora destes grupos que poderiam diminuir a
eletrofilicidade da carbonila. As seletividades obtidas mantiveram-se altas
superiores a 96%, indicando assim uma associacao efetiva entre o substrato e a
enzima, bloqueando a face si da carbonila para o ataque do hidreto, ja que a

configuragéo dos alcoois produzidos foi S.
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Embora o efeito eletrbnico elétron-doador ou elétron-aceptor na
reatividade da carbonila possa ser notado quando substituintes estdo nas
posicdes 2 e 3, outros tipos de efeitos também podem atuar nestas posicoes,
tais como o volume do grupo substituinte, polarizabilidade e as interagdes
polares com o sitio ativo da desidrogenase, que podem tornar-se predominantes;
justificando assim os resultados obtidos para os derivados nas posigdes 2 e 3,
(ANEXO IV e V).

Para os derivados com o substituinte na posicdo para os resultados sao

interessantes, conforme demonstrado na Figura 16.

Hl C(%)

4’-metil  4’-metoxi 4°-bromo  4’- fluor 4’- nitro 4’-etil

substituinte na posicao 4°

Figura 16. Comparagao dos valores de conversao (C %) e de excesso enantiomérico

(e.e %) dos derivados de acetofenona monossubstituidas na posi¢ao para.

Segundo Rodrigues et al. (2004) a presenca de grupos retiradores de
elétrons na posigéo 4 propicia uma melhor transferéncia de hidreto do NADH ou
NADPH ao carbono carbonilico pela enzima desidrogenase presente. Assim,
explicariam-se os melhores resultados de conversdo da 4-nitroacetofenona
(ANEXO VI) e 4-bromoacetofenona (ANEXO VIII), um grupo retirador de
elétrons, em relagcdo com as cetonas 4-metilacetofenona (ANEXOVII), 4-
metoxicetofenona (ANEXO VI) e 4-etilacetofenona (ANEXO VII) onde grupos
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doadores de elétrons estao presentes. Entretanto, 0 mesmo nao foi observado
com o derivado 4-fluoracetofenona (ANEXO VIII), sendo obtida uma conversao
similar (72%) a reagdo com a 4-metilacetofenona (73%).

No caso da reagdao com 4-bromoacetofenona em comparagao com a 4-
fluoracetofenona, apesar de a conversao ser maior (97%), apenas 54% de
excesso enantiomérico foi obtido (ANEXO). Este comportamento pode estar
associado a uma das desvantagens da reducdo de cetonas que envolvam
células inteiras, pois as enzimas pro-S e pro-R desidrogenase podem competir
pelo substrato, o que leva a producado do alcool com baixos valores de excesso
enantiomérico (RODRIGUES et al., 2004). Os resultados obtidos podem também
ser devido ao volume do atomo ter dificultado a protecdo de uma das faces da
carbonila, ja que o atomo de bromo é maior que o de fluor.

As acetofenonas dissubstituidas (2,4-dimetilacetofenoa e 2,5-
dimetilacetofenona, ANEXO IX) tiveram altas conversées (99 e 94%) e
excelentes excessos enantioméricos (superiores a 96%) com valores

comparaveis a 2-dimetilacetofenona.
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5.5.2 Outros Compostos Carbonilicos Arométicos

Forma realizadas as reacdes, nas mesmas condi¢cdes, com as cetonas 1-
indanona, 2-indanona e octanofenona no intuito de comparar o potencial
biocatalitico do fungo Periconia hispidula frente a outros substratos carbonilicos.

Os resultados sao apresentados Tabela 10.

Tabela 10: Valores da biomassa seca (g), conversao (%) e excesso enantiomérico (%)
das reagdes dal - indanona, 2 — indanona e octanofenona com o biocatalisador

Periconia hispidula.

0 @)
0]
1-indanona 2-indanona octanofenona
Cetonas BS (9) C (%) ee (%) Configuracéao
1-Indanona* 0,454 8 54 S
2-Indanona* 0,456 100 - -
Octanofenona 0,401 0 - -

BS: biomassa seca; C: conversdo; ee: excesso enantiomérico. Condigbes reacionais: agitagdo- 150 rpm, temperatura —
30°C, quantidade de substrato - 20 mg.

Os resultados indicam a seletividade da enzima ja que mudangas no
tamanho da cadeia lateral ou na posicdo da carbonila levaram a quedas
drasticas dos valores de conversdo. Como os resultados de biomassa seca apés
o tempo reacional de 48 horas ndo apresentaram variagcdo, nem mesmo em
comparagao com a biomassa obtida na reacdao com acetofenona, a toxicidade
dos substratos nao foi fator determinante na reatividade nesta concentragao

utilizada corroborando assim com a hipotese da seletividade enzimatica.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram realizadas reag¢des de reducao de cetonas utilizando
o fungo Periconia hispidula, isolado do semiarido Baiano, na biorredugdo de
compostos carbonilicos aromaticos. Apesar da biodiversidade de micro-
organismos desta regido, o potencial biocatalitico dos mesmos € pouco
explorado assim este trabalho contribuiu com o aumento do conhecimento do
potencial biotecnoldgico desta diversidade microbiana.

Neste sentido, o estudo realizado tem importancia no que se refere ao
emprego do fungo Periconia hispidula como biocatalisador. Assim obteve-se
que:

e O estagio para acréscimo do substrato foi apds incubagado prévia do
micro-organismo por 96 h, e a melhor forma de uso do catalisador foi com
células em crescimento

e O meio otimizado para a biorreducdo do biocatalisador foi o meio BD
suplementado com Fe?*.

¢ O biocatalisador apresentou resisténcia a toxidade da acetofenona até 1
mg. mL™ de concentragdo (100 mg em 100 mL de meio reacional).

e O fungo Periconia hispidula catalisou varios compostos carbonilicos
aromaticos com bons valores de conversao e excesso enantiomérico, em
meio BD suplementado com Fe*".

e Os melhores resultados foram para os derivados da acetofenona
monossubstituidas na posi¢ao orto. Nos casos estudados a conversao e o
excesso enantiomérico foram maiores de 99%.

e Nos testes com outras cetonas aromaticas demonstrou ser altamente

eficiente na bioconversao de 2-indanona.

Com nestes estudos sugere-se para futuro experimentos avaliar o
isolamento e caracterizagdo das enzimas responsaveis pelo processo de
biorredugcao presentes no fungo Periconia hispidula; realizar os mesmos
experimentos com as enzimas isoladas para comparar os resultados; estudar

biorredugdo de outros compostos carbonilicos aromaticos e n&o aromaticos,
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tanto para o uso de células inteiras como para as enzimas isoladas do fungo

Periconia hispidula.
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Anexo |. Tempo de retencdo da acetofenona e seus derivados com seus respectivos

alcoois obtidos por via quimica.

Substituintes Tr(min.) TR1(min.) TRz (min.)
Acetona Alcool | Alcool II
Acetofenona 10,214 15,267 (R) 16,974(S)
2-CHgs 13,242 16,32 16,650
3-CHs 14,635 15,637 15,789
4 - CHs 15,098 15,588 15,788
2 - OCHgs 10,748 11,211 11,428
3 - OCHs 11,143 13,664 13,888
4 - OCHgs 15,171 13,832 14,025
2-Br 10,214 15,267 16,974
3- Br 12,033 18,504 18,933
4’ - Br 12,605 18,865 19,442
2-F 8,477 13,660 13,945
3-F 10,775 14,571 14,803
4-F 11,240 14,409 14,665
2 - NO; 14,572 16,104 16,344
3-NO; 16,853 36,364 36,604
4 - NO, 15,909 20,218 20,395
2'4 - CHs 16,173 17,845 18,147
2'5 - CHs 16,066 17,840 18,100
4-CH,CHg3 20,489 20,730 20,922
2-indanona 18.662 25.267 -

(*) Condigdes: coluna quiral Cydex B, temperatura da coluna = 200°C e a temperatura

do injetor = 220°C.
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Anexo Il. Cromatogramas da 2-nitroacetofenona, rac-1-(2-nitrofenil)etanol e do S-1-(2-

nitrofenil)etanol.
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Anexo lll. Cromatogramas da 2-metoxicetofenona, rac-1-(2-metoxifenil)etanol e do S-1-

(2-metoxifenil)etanol.
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Anexo IV. Cromatogramas da 3-nitroacetofenona, rac-1-(3-nitrofenil)etanol e do S-1-(3-
nitrofenil)etanol.
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Anexo V. Cromatogramas da 3-metoxicetofenona, rac -1-(3-metoxifenil)etanol e do S-1-

(3-metoxifenil)etanol.
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Anexo VI. Cromatogramas dos produtos da biorredugcao da 4-—nitroacetofenona e 4—
metoxiacetofenona pelo fungo Periconia hispidula.
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Anexo VII. Cromatogramas dos produtos da biorredugao da 4—metilacetofenona e 4—
etilacetofenona pelo fungo Periconia hispidula.
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Anexo VIII. Cromatogramas dos produtos da biorredugédo da 4—bromoacetofenona e 4—

flioracetofenona pelo fungo Periconia hispidula.
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Anexo IX. Cromatogramas dos produtos da biorreducédo da 2,4-dimetilacetofenona e
2,5-dimetilacetofenona.
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Anexo Xl. Espectros de Massas dos produtos da biorredugao das diferentes cetonas
aromaticas pelo fungo Periconia hispidula.
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