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RESUMO

RAMOS, Aline de Souza. Reducao microbiologica de beta-cetoésteres. Orientadores:
Selma Gomes Ferreira Leite, Sorele Batista Fiaux e Octavio Augusto Ceva Antunes. Rio de
Janeiro: UFRIJ/EQ; CNPq, 2009. Tese (Doutorado em Ciéncias em Tecnologia de Processos
Quimicos e Bioquimicos).

Esteres B-hidroxilados quirais sdo importantes blocos de construgdo em sintese
organica. No presente trabalho, estes compostos foram obtidos a partir da biorreducdo
enantiosseletiva de cinco [B-cetoésteres: acetoacetato de etila, acetoacetato de metila, 2-
metilacetoacetato de etila, benzoilacetato de etila e 4-cloroacetoacetato de etila. Dentre os
quinze microrganismos testados como biocatalisadores, destacaram-se: Kluyveromyces
marxianus, na obtencdo de (R)-3-hidroxibutanoato de etila com excesso enantiomérico (ee) de
67% (97% de conversao de acetoacetato de etila) e na reducdo de 4-cloroacetoacetato de etila
ao (S)-hidroxiéster (95% de conversdo, 81% ee); Hansenula sp., na reducio de acetoacetato
de etila e acetoacetato de metila aos (S§)-hidroxiésteres correspondentes (>85% ee);
Aspergillus niger, na reducdo de 2-metilacetoacetato de etila ao anti-(2S5,35)-3-hidroxi-2-
metilbutanoato de etila (conversdo de 87%, relacdo anti/syn 7,6/1); Rhodotorula rubra, na
reducdo de benzoilacetato de etila ao (§)-hidroxiéster (conversdo de 61%, 96% ee) e Mucor
ramannianus, na obtencdo de (S)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila (conversiao de 98%,
84% ee). R. rubra e K. marxianus foram selecionados para estudos mais detalhados das
redugcdes de benzoilacetato de etila e 4-cloroacetoacetato de etila, respectivamente. A
imobilizacdo em alginato de cdlcio, em associacdo com o planejamento estatistico de
experimentos, permitiu a obtencao de (§)-3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila, com 100% ee e
81% de conversio, e de (S5)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila, com 91% ee ¢ 99% de
conversdo, ambos no periodo de 18h.

Palavras-chave: =~ Biotransformag¢do. = Reducdo  enantiosseletiva. ~ Beta-hidroxiéster.

Microrganismo.



ABSTRACT

RAMOS, Aline de Souza. Microbial reduction of beta-ketoesters. Advisors: Selma Gomes
Ferreira Leite, Sorele Batista Fiaux e Octavio Augusto Ceva Antunes. Rio de Janeiro:
UFRIJ/EQ; CNPq, 2009. Thesis (Doutorado em Ciéncias em Tecnologia de Processos
Quimicos e Bioquimicos).

Chiral S-hydroxyesters are important building blocks in organic synthesis. In this
work, such compounds were obtained by enantioselective bioreduction of five f-ketoesters:
ethyl acetoacetate, methyl acetoacetate, ethyl 2-methylacetoacetate, ethyl benzoylacetate and
ethyl 4-chloroacetoacetate. Among fifteen microorganisms tested as biocatalysts, stood out:
Kluyveromyces marxianus, to obtain ethyl (R)-3-hydroxybutanoate with enantiomer excess
(ee) of 67% (97% conversion of ethyl acetoacetate) and in the reduction of 4-
chloroacetoacetate to the (S)-hydroxyester (95% conversion, 81% ee); Hansenula sp., in the
reduction of ethyl acetoacetate and methyl acetoacetate to correspondent (S)-hydroxyesters
(>85% ee); Aspergillus niger, in the reduction of ethyl 2-methylacetoacetate to ethyl anti-
(2S5,395)-3-hydroxy-2-methylbutanoate (87% conversion, 7,6/1 anti/syn ratio); Rhodotorula
rubra, in the reduction of ethyl benzoylacetate to (S)-hydroxyester (61% conversion, 96% ee)
and Mucor ramannianus, to obtain ethyl (S)-4-chloro-3-hydroxybutanoate (98% conversion,
84% ee). R. rubra and K. marxianus were selected to more detailed studies of ethyl
benzoylacetate and ethyl 4-chloroacetoacetate reductions, respectively. Calcium alginate
immobilization, associated to statistical experimental design, allowed to obtain ethyl (S)-3-
phenyl-3-hydroxypropanoate, with 100% ee and 81% conversion, and ethyl (S)-4-chloro-3-

hydroxybutanoate, with 91% ee and 99% conversion, both in 18h-period.

Keywords: Biotransformation. Enantioselective reduction. Beta-hydroxyester.

Microorganism.
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1 INTRODUCAO

As substancias com atividade bioldgica frequentemente apresentam centros quirais, ou
seja, ttm em sua estrutura um ou mais dtomos com orienta¢do tridimensional muito bem
definida. Qualquer alteracdo nessa orientacdo espacial pode conduzir a sua completa
inativacdo ou ao surgimento de efeitos indesejados. Com a crescente demanda por compostos
opticamente puros como precursores de drogas modernas e a dificuldade na resolugdo de
racematos, as reacoes estereosseletivas passaram a ter especial importancia para a industria
farmacéutica e de quimica fina (COELHO, 2001; PINHEIRO e FERREIRA, 1998).

Os sistemas de producdo bioldgicos podem ser utilizados na obtengdo de compostos
opticamente ativos com vantagens sobre a sintese quimica convencional. A possibilidade de
obtencdo de produtos quirais em sua forma pura, acompanhada das condi¢des brandas de
reacdo, baixo consumo energético e do impacto ambiental reduzido sdo algumas
peculiaridades que tornam os bioprocessos cada vez mais atrativos (PATEL, 2002).

Os ésteres S-hidroxilados quirais sdo blocos de construgdo versateis que podem ser
submetidos a inimeras reacdes organicas para originar produtos de interesse econdmico,
incluindo compostos com atividade biolégica e produtos naturais. A importincia desses
intermedidrios estratégicos tem estimulado o desenvolvimento de métodos convenientes para
a sua producdo, com destaque para os processos biotecnoldgicos (SALVI e
CHATTOPADHYAY, 2004).

Resolugdes cinéticas de S-hidroxiésteres catalisadas por lipases (RIBEIRO,
PASSAROTO e BRENELLI, 2001; XU e YUAN, 2005; BHUSHAN et al., 2008) e reducdes
enzimdticas de f-cetoésteres (NAKAMURA et al., 2003) séo as principais rotas biocataliticas
para a obtenc¢do de [-hidroxiésteres quirais opticamente puros. As hidrdlises mediadas por
lipases apresentam o rendimento maximo de 50% do enantiomero esperado, embora exista a
possibilidade de converter o outro isomero no produto desejado em reacdes subseqiientes
(MITSUNOBO e EGUCHI, 1971). Por outro lado, as redu¢des enantiosseletivas permitem, ao
menos teoricamente, que todo o material de partida seja convertido no produto de interesse
em uma Unica etapa.

Existe especial interesse no desenvolvimento de processos para a biorredugdo de
benzoilacetato de etila e 4-cloroacetoacetato de etila, pois seus produtos sao importantes

intermedidrios na sintese dos farmacos fluoxetina e atorvastatina, respectivamente (FIGURA
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1). Ambas as drogas apresentam um mercado anual biliondrio (DEMAIN, 2006; HAMMOND
et al., 2007). A atorvastatina, utilizada no tratamento da hipercolesterolemia, é comercializada
na sua forma enantiomérica pura e a obten¢do do centro quiral, presente em (§)-4-cloro-3-
hidroxibutanoato de etila, € uma etapa critica da sintese. A fluoxetina, um antidepressivo, €
usada terapeuticamente como racemato, mas foi demonstrado que hd estereoespecificidade

associada a sua acdo biol6gica (ROBERTSON et al., 1988).

P ooH O 1pcae
N/\WO
|QK)L
Atorvastatina =~ —> CI\MO/\ — c RN

(S)-4-Cloro-3-hidroxi- 4-Cloroacetoacetato
© butanoato de etila de etila

OH O (0] (0]
NHCHs . HCI o N
(S)-Fluoxetina j

(S)-3-Fenil-3-hidroxi- Benzoilacetato de etila
ﬂ propanoato de etila
(R)-Fluoxetina

FIGURA 1 - Intermediarios na sintese dos farmacos atorvastatina e fluoxetina
Fonte: Adaptado de CHENEVERT, FORTIER e RHLID, 1992; KLEMANN et al., 2001

As biorredugdes sdo catalisadas por enzimas — isoladas ou no interior de células — que
requerem a presenca de cofatores reduzidos e de alto custo (NADH e NADPH) para exibirem
atividade. O uso de enzimas purificadas diminui a formacao de produtos indesejados, mas os
cofatores reduzidos e um sistema para a sua regeneracao devem ser adicionados. As células
microbianas, ao contrério, ja sdo fonte de cofatores que sdo continuamente regenerados por

vias metabdlicas. Além disso, o uso de células integras evita a dispendiosa etapa de
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purificacdo da enzima e favorece a sua estabilidade (HOUNG et al., 2003).

O fermento de panificacdo (Saccharomyces cerevisiae) é o biocatalisador mais
utilizado nas reduc¢des de compostos carbonilados, principalmente pelo baixo custo, facil
manipulacdo e por ndo ser patogénico. Entretanto, a configura¢do desejada para o produto
nem sempre € alcancada com conversdo e estereosseletividade satisfatorias. Além disso, a
produtividade € geralmente reduzida, como consequéncia da toxicidade dos substratos que
precisam ser mantidos em baixas concentracdes durante a reacdo (YANG, YAO e GUAN,
2005). Estes sao alguns dos principais desafios no desenvolvimento de bioprocessos € que
poderiam ser solucionados com a busca por novos biocatalisadores. Apesar disso, muitos
autores insistem em utilizar fermento de panificacio e desconsideram que outros
microrganismos poderiam fornecer melhores resultados ou mesmo o isdmero oposto
(RIBEIRO et al., 2003).

Outra maneira de aumentar a conversdo e a estereosseletividade € a modificacdo dos
parametros da reagdo, como a composicao do meio, a concentracdo de substrato, temperatura,
adicdo de inibidores, imobilizacio do biocatalisador entre outros. Esses pardmetros
ambientais e nutricionais sdo de facil manipulacido, podem reduzir a duragido do bioprocesso e
influenciar na quantidade e qualidade dos produtos formados (WELSH, MURRAY e
WILLIAMS, 1989). Todavia, a maioria desses estudos envolve a modificacdo de uma varidvel
por vez, enquanto as demais permanecem constantes. Essa abordagem ndo prevé efeitos de
interacdo e nem sempre leva a condi¢do 6tima. O mais indicado € o emprego de um método
estatistico de planejamento experimental (HOUNG et al., 2003).

O presente trabalho é uma continuidade dos estudos desenvolvidos pelo grupo de
pesquisa em biorreducdo (RIBEIRO et al., 2003; RIBEIRO et al., 2005; RIBEIRO et al.,
2006; LACERDA et al., 2006a; LACERDA et al., 2006b; RIBEIRO et al., 2008). Neste, foi
realizada uma varredura em busca de biocatalisadores capazes de promover a reducdo de
cinco f-cetoésteres: acetoacetato de etila, acetoacetato de metila, 2-metilacetoacetato de etila,
benzoilacetato de etila e 4-cloroacetoacetato de etila (FIGURA 2). Ao todo, quinze
microrganismos foram testados, sendo doze leveduras e trés fungos filamentosos. Devido a
importancia dos substratos benzoilacetato de etila e 4-cloroacetoacetato de etila, além dos
poucos relatos do uso de células imobilizadas em suas biorredug¢des, ambos foram também
utilizados em ensaios com leveduras aprisionadas em gel de alginato de célcio e em estudos
da influéncia de algumas condi¢des de reacdo, através do planejamento estatistico de

experimentos baseado na metodologia de Taguchi (LOGOTHETIS, 1992).
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FIGURA 2 - Substratos de biorreducao utilizados neste trabalho
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Obter ésteres fS-hidroxilados quirais a partir da reducdo enantiosseletiva de cinco
p-cetoésteres — acetoacetato de etila, acetoacetato de metila, 2-metilacetoacetato de etila,
benzoilacetato de etila e 4-cloroacetoacetato de etila — utilizando leveduras e fungos

filamentosos como biocatalisadores.

2.2 ESPECIFICOS

Selecionar microrganismos capazes de reduzir pf-cetoésteres através de ensaios
preliminares com o substrato acetoacetato de etila.

Utilizar os microrganismos mais promissores na biorreducdo de acetoacetato de
metila, 2-metilacetoacetato de etila, benzoilacetato de etila e 4-cloroacetoacetato de etila.

Empregar microrganismos imobilizados na redu¢do de benzoilacetato de etila e 4-
cloroacetoacetato de etila.

Realizar biotransformagdes em sistema multifdsico contendo uma fase organica.

Selecionar biocatalisadores imobilizados para a redu¢@o de benzoilacetato de etila e 4-
cloroacetoacetato de etila e avaliar a influéncia de algumas varidveis de reagdo, através do
planejamento fatorial fraciondrio baseado na metodologia de Taguchi.

Avaliar a reutilizagdo de biocatalisadores imobilizados na redugdo de benzoilacetato

de etila e 4-cloroacetoacetato de etila.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ABIOTECNOLOGIA E SUA IMPORTANCIA

A biotecnologia consiste na utilizacido de sistemas e de componentes celulares para a
obtencdo de produtos e para o desenvolvimento de processos industriais. Trata-se de um
campo de trabalho multidisciplinar e que encontra aplicacdes em todos os setores importantes
da economia (BORZANI et al., 2001).

Por milhares de anos, os microrganismos tém sido utilizados na fabricacdo de pao,
cerveja, vinho, queijo e outros materiais fermentados. A tecnologia de fermentagcdes — a mais
antiga forma de biotecnologia — tem sua origem confundida com o inicio da humanidade.
Entretanto, somente no século XIX, Pasteur comprovou a participagdo dos microrganismos
nesses processos (MADIGAN, MARTINKO e PARKER, 2004).

A segunda fase da biotecnologia comegou durante a Primeira Guerra Mundial, com o
desenvolvimento de processos microbiologicos para a obtencdo de glicerol e acetona,
importantes para a industria bélica. Apds a guerra, o desenvolvimento de bioprocessos gerou
muitos produtos, como antibidticos, aminodcidos, enzimas, nucleotideos, vitaminas, dcidos
organicos, solventes, vacinas e polissacarideos. Nesta fase houve o descobrimento da
penicilina, em 1929. O antibidtico foi comercializado a partir do inicio da Segunda Guerra
Mundial e representou um marco na microbiologia industrial (DEMAIN, 2000a).

A terceira fase teve inicio com o surgimento da tecnologia do DNA recombinante, na
década de 70, que originou a biotecnologia moderna. A informacdo genética passou a ser
utilizada para produzir novos farmacos e plantas resistentes a doencas. Muitos genes foram
clonados e introduzidos em microrganismos, que passaram a sintetizar substancias de
interesse comercial (DEMAIN, 2000a). Desta maneira s3o produzidas ‘proteinas
terapéuticas”, como eritropoetina, insulina humana, interferon-a € hormonio do crescimento
humano, com mercado anual total superior a vinte bilhdes de ddélares (DEMAIN, 2006). A

Tabela 1 apresenta alguns produtos da biotecnologia produzidos em larga escala.
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TABELA 1 — Alguns produtos da biotecnologia

Produto Producao anual (toneladas) Valor (dolares/tonelada)
Etanol combustivel 13000000 1700
Acido citrico 9000000 1700
L-Lisina 450000 2200
Acido r-latico 70000 2100
Vitamina C 60000 1000
Acido gluconico 40000 1700
Xantana 30000 8000
Penicilina G 25000 20000
Aspartame 15000 40000

Fonte: DEMAIN, 2006

O potencial metabdlico de microrganismos pode ser empregado também na
recuperacdo de dreas contaminadas por produtos quimicos. Desde os anos 60 o setor industrial
tem procurado minimizar seus efeitos danosos ao ambiente, mas os processos conhecidos nem
sempre sdo os mais eficientes. No tratamento de efluentes, por exemplo, a precipitacao
quimica e a eletroquimica sdo ineficazes na remog¢do de fons metélicos presentes em baixas
concentragdes, enquanto a troca idnica e o emprego de membranas apresentam custo elevado.
Por outro lado, os processos que utilizam materiais naturais de origem biolégica com
propriedades sequestrantes, o que inclui bactérias, fungos filamentosos, leveduras e algas, sdo
ideais para o tratamento de grandes volumes de efluentes contendo baixas concentragdes de
ions metalicos (WANG e CHEN, 2006).

A contribuicdo da biotecnologia para a minimiza¢do do problema ambiental ndo se
restringe a isso. A industria quimica sofre crescente pressdo pela substituicdo de préticas
convencionais de produ¢do em favor de alternativas mais limpas. Na busca pelo
desenvolvimento sustentdvel, tém-se desejado produtos com bom desempenho, porém
biodegraddveis, com maior durabilidade e menos téxicos em comparacdo com os tradicionais.
Tais produtos devem ser derivados, sempre que possivel, de fontes renovaveis e contribuir
minimamente para a geracdo de gases responsaveis pelo efeito estufa. Inddstrias mais novas,
como a microeletronica, de telecomunicagdes e biotecnoldgicas ja sdo fontes menos intensas
de poluentes em comparacdo com a industria tradicional, mas isso ndo assegura a
sustentabilidade. Uma industria € sustentdvel apenas se for economicamente vidvel, com
responsabilidade social e compativel com o ambiente (GAVRILESCU e CHISTI, 2005).

A biotecnologia, com o desenvolvimento de processos com o objetivo de reaproveitar

residuos, minimizar a sua geracdo e melhorar a qualidade da &dgua, estd inserida neste
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contexto. A sua versatilidade tem causado impacto positivo na sadde, industria quimica,
protecdo ambiental, agricultura, investiga¢do criminal e processamento de alimentos. Os
sistemas de producdo bioldgicos s@o atrativos porque usam recursos renovaveis na sintese de
uma gama de moléculas em processos de baixo consumo energético. Frequentemente, a
sintese microbiana € o inico método para a produc@o comercial de algumas substincias, como
€ o caso dos esteroides (FERNANDES et al, 2003). Processos que empregam
biocatalisadores produzem menos residuos toxicos, operam a baixas temperaturas, €, em vista
da sua seletividade, reduzem a necessidade de purificagdo de produtos pela menor nimero de
reacoes laterais. Esta peculiaridade tem se tornado essencial na producdo de intermedidrios
isomericamente puros pela industria de quimica fina e farmacéutica (GAVRILESCU e

CHISTI, 2005).

3.2 ESTEREOISOMERIA E SEU SIGNIFICADO BIOLOGICO

Duas moléculas podem possuir a mesma féormula molecular, mas apresentarem
diferentes arranjos estruturais. Essas moléculas relacionadas, mas ndo idénticas, sdo
denominadas isdmeros.

Os isomeros podem ser divididos em constitucionais e configuracionais
(estereoisdmeros) (FIGURA 3). Os isdmeros constitucionais t€m a mesma férmula molecular,
mas os dtomos estdo conectados em uma ordem diferente. Os estereoisdmeros nao sao
isdmeros constitucionais, pois os dtomos estdo ligados na mesma sequéncia, mas diferem no
arranjo de seus atomos no espago. Por sua vez, os estereoisomeros podem ser subdivididos em
duas categorias gerais: enantidmeros e diasteroisdmeros. Os enantidmeros sao
estereoisomeros cujas moléculas sdo imagens especulares ndo superponiveis, tal como
macroscopicamente a mao esquerda € a imagem especular da direita. Os diasteroisomeros sao
estereoisdmeros cujas moléculas ndo sdo imagens especulares uma da outra (SOLOMONS e

FRYHLE, 2005).
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SUBDIVISAO DE ISOMEROS

Isémeros
(Compostos diferentes com a mesma férmula molecular)

Isomeros constitucionais Configuracionais (Estereoisomeros)
(Isdmeros cujos dtomos t€m (Isdmeros que tém a mesma conectividade, mas que
uma conectividade diferente) diferem no arranjo de seus 4tomos no espago)
Enantiémeros Diasteroisomeros
(Estereoisdmeros que sdo imagens (Estereoisomeros que ndo sao
especulares ndo superponiveis um do outro) imagens especulares um do outro)

FIGURA 3 - Subdivisao de isomeros
Fonte: SOLOMONS e FRYHLE, 2005

A existéncia de um par de enantiomeros € possivel para moléculas que contém um
atomo tetraédrico ligado a quatro grupos diferentes. Um centro quiral ou estereogénico é
entdo definido como uma posi¢do onde uma interconversdao de quaisquer dois grupos ligantes
produzird um estereoisomero. De acordo com o sistema Cahn-Ingold-Prelog, adicionado as
regras de nomenclatura do sistema da International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC), sdo possiveis configuracdes (R) e (S) para cada centro estereogénico. O sistema se
baseia no sentido horario (R) ou anti-hordrio (S) de ordenacdo dos ligantes do carbono
estereogénico, priorizando os de maior nimero atdmico (COELHO, 2001; MATA e LOBO,
2005).

As moléculas orginicas podem apresentar mais de um centro estereogénico, como
exemplificado para a molécula de 2,3-dibromopentano (FIGURA 4). As estruturas 1 e 2 sdo
imagens especulares ndo superponiveis, ou seja, enantidomeros. Os compostos 3 e 4 também se
enquadram no mesmo caso, sendo o segundo par de enantiomeros de 2,3-dibromopentano.
Embora também sejam estereoisdmeros, os compostos 1 e 3 —assimcomo 1 e4;2e3;2e4 —
ndo sdo 1imagens especulares: sdo considerados diasteroisomeros. Ao contrdrio dos
enantidmeros, os diasteroisomeros tém propriedades fisicas diferentes, como a solubilidade e
os pontos de fusdo e ebuli¢do. Portanto, a separacdo de diasteroisdmeros € muito mais facil do
que a de enantidmeros, pois estes Ultimos mostram comportamentos diferentes entre si apenas

quando interagem com outras substancias quirais (SOLOMONS e FRYHLE, 2005).
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FIGURA 4 - Estereoisomeros de 2,3-dibromopentano

A atividade bioldgica de muitas substincias estd relacionada a presenca de centros
estereogénicos. Esta constatagdo se baseia nas diferentes propriedades observadas a partir da
interacdo entre os enantidmeros ou diastereoisdmeros de um substrato e os receptores
biologicos que sdao macromoléculas quirais. A origem das propriedades bioldgicas
relacionadas a estereoisomeria € geralmente comparada a especificidade de nossas maos com
as suas respectivas luvas: a especificidade de ligacdo para uma molécula quiral (como uma
mao) e um sitio receptor quiral (uma luva) sé € favoravel de uma maneira. Se a molécula ou o
sitio bioldgico receptor tivesse a lateralidade errada, a resposta fisiolégica natural (como a
catélise de uma rea¢do) ndo ocorreria (COELHO, 2001).

As moléculas quirais podem mostrar as suas diferentes lateralidades de muitas
maneiras. Por exemplo, uma forma enantiomérica de um composto chamado limoneno ¢é a
principal responsdvel pelo odor das laranjas, enquanto o outro enantidmero lembra o odor dos
limdes (FIGURA 5). Isso ocorre porque a interacdo de cada um dos enantidbmero com 0s

receptores olfativos € diferente (PILLI, 2001).

/ \

(R)-limoneno (S)-limoneno

FIGURA 5 - Isdmeros do limoneno: (R)-limoneno, odor de laranja; (S)-limoneno, odor de limdes
Fonte: PILLI, 2001

A atividade das drogas também pode variar entre os enantidmeros. Normalmente,
apenas uma forma de imagem especular de uma droga fornece o efeito desejado. A outra

forma &, geralmente, menos ativa ou inativa, podendo inclusive causar sérios efeitos
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colaterais. Um exemplo € o antiinflamatério ibuprofeno (FIGURA 6), para o qual apenas o
isomero (S) possui propriedade analgésica (PILLI, 2001). Por essa razdo, a busca por
metodologias para a obtengdo de um tnico estereoisdmero passou a ser necessaria

(PINHEIRO e FERREIRA, 1998).

(S)-Ibuprofeno (R)-Ibuprofeno

FIGURA 6 - Antiinflamatdrio ibuprofeno: o isdmero (S) € 160 vezes mais potente que
o isdmero (R) na inibi¢do da sintese de prostaglandinas
Fonte: SHARMA , CHISTI e BANERIJEE, 2001

A amostra de uma substiancia que consiste de um unico enantidmero € dita ser
enantiomericamente pura ou ter excesso enantiomérico de 100%. Uma mistura racémica €
formada por uma mistura com concentragdes iguais de enantidmeros, ou seja, ndo ha excesso

enantiomérico. Sendo assim, o excesso enantiomérico (ee) é definido conforme a Equacao 1:

ee (%) = massa de um enantidmero — massa do outro enantidmero X100 [1]
massa dos dois enantidmeros

Em muitos casos a natureza ndo oferece substincias enantiomericamente puras em
quantidades suficientes para atender a demanda industrial. Em outros, muitas dessas
substancias ndo sdo naturais. As reacdes realizadas com reagentes aquirais frequentemente
levam a formacao de produtos quirais, mas na auséncia de qualquer influéncia quiral de um
catalisador, reagente ou solvente, o resultado de tal reacdo € uma mistura racémica. Por esses
motivos, esforcos t€m sido direcionados para a sintese de blocos de construcido quirais, em
vista da dificuldade envolvida na resolucao de racematos’ (PINHEIRO e FERREIRA, 1998).

As reacoes estereosseletivas levam a predominancia de um estereoisdmero sobre o
outro que possivelmente seria formado. Uma reacdo pode ser enantiosseletiva ou
diasterosseletiva, se existe predominincia de um enantidmero ou diasteroisomero,

respectivamente. Nessas reagdes, um reagente, um catalisador ou solvente quiral deve exercer

'Resolucdo de racematos: separacio de enantidmeros em uma mistura racémica (SOLOMONS e FRYHLE,
2005).
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influéncia. Nas células, onde muitas reacdes sdo estereosseletivas, a influéncia quiral vem de
macromoléculas catalisadoras chamadas enzimas. O emprego de enzimas — isoladas ou em
células integras — com a finalidade de catalisar reacdes de sintese organica € denominado

biotransformacao ou bioconversao.

3.3 BIOTRANSFORMACAO

A biotransformacgdo ¢ um processo bioldgico pelo qual um precursor apropriado é
modificado para um produto recuperdvel, mediante reacdes simples, quimicamente definidas,
catalisadas por enzimas celulares. Baseia-se na capacidade das enzimas de atuarem em
compostos diferentes de seus substratos naturais, porém estruturalmente semelhantes. As
reacdes podem ser de oxidacdo, reducdo, hidrélise, desidratagdo, formagdo de novas ligacdes
entre carbonos, entre outras. As biotransformacdes diferem das fermentacdes, nas quais os
produtos, como antibidticos, enzimas, aminodcidos, dcidos organicos e solventes, originam-se
a partir de substratos simples pela acdo de um complexo sistema biossintético do metabolismo
(SATO, 2001).

As vantagens das biotransformacdes incluem: a alta especificidade pelo substrato,
mesmo em matrizes complexas; a alta especificidade de reagdo; as condi¢des reacionais
brandas; a modificacdo seletiva de um grupo funcional em moléculas multifuncionais e a
resolucao de racematos (ENGEL e ROLLING, 1996).

Os rendimentos nas biotransformacdes frequentemente sdo maiores em comparacao
com a fermentacdo. O benzaldeido, por exemplo, ¢ uma importante substidncia aromdtica
utilizada na industria cosmética e alimenticia. Embora sua sintese quimica seja vidvel
economicamente, existe grande interesse na sua obtencdo via bioprocessos por permitirem o
uso do termo “aroma natural”. Estudos de varredura demonstraram que numerosas espécies
de fungos sdo capazes de sintetizar de novo o composto benzaldeido, porém em baixas
concentracdes. Por outro lado, trés espécies de fungos, Ischnoderma benzoinum, Bjerkandera
adusta e Polyporus tuberaster, t€m se destacado por serem capazes de produzir o aroma a
partir da biotransformacdo da fenilalanina (FIGURA 7), que pode ser facilmente obtida por
processos biotecnoldgicos. Os rendimentos por fermentagdo nao passam de S0mg/L, enquanto
por biotransformagao a concentragdo final alcancada pode chegar a 836mg/L, dependendo da
linhagem utilizada. Outra substancia de elevado interesse econdmico e que pode ser obtida

por um bioprocesso é o 2-feniletanol (FIGURA 7), que possui aroma de rosas. A substancia
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pode ser biossintetizada por basidiomicetos, com produ¢do de até 0,8mg/L, ou por

biotransformacdo da fenilalanina por Kluyveromyces marxianus, sendo possivel obter até

920mg/L de 2-feniletanol em 24h (LOMASCOLO et al., 1999).

COOH
CHNH,
CHO

Ischnoderma benzoinum

>
>

Fenilalanina
Benzaldeido

Kluyveromyces
marxianus

CHoCH,0H

2-Feniletanol

FIGURA 7 - Transformacdes da fenilalanina, com a producao de benzaldeido e 2-feniletanol

Fonte: Adaptado de LOMASCOLO et al., 1999

Os biocatalisadores sdo amplamente utilizados na preparacdo de intermedidrios

necessdrios na sintese de farmacos, como o 4cido 6-aminopenicilanico (FIGURA 8). Essa

substancia é obtida por desacilagdo enzimdtica de penicilinas naturais (G e V) para o uso na

sintese das penicilinas semissintéticas (como ampicilina e amoxicilina) pela adicdo de uma

cadeia lateral. As penicilinas semissintéticas exibem diversas vantagens clinicas, pois sdo

tipicamente mais ativas contra bactérias Gram-negativas e podem ser administradas por via

oral (CHAMBERS, 2003).
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FIGURA 8 - Sintese de 4cido 6-aminopenicilanico

Fonte: CHAMBERS, 2003

A producdo de drogas esteroidais e hormonios também é um dos melhores exemplos

de aplicacdo bem sucedida da biotransformacdo em processos industriais de grande escala. Os
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esteroides tém grande variedade de propdsitos terapéuticos, como antiinflamatdrio,
contraceptivo, imunossupressor, diurético entre outros. As pesquisas nesse campo foram
iniciadas por volta de 1950, com a verificagdo dos efeitos farmacoldgicos do cortisol e
progesterona, dois esteroides endégenos, e com a utilizagdo do processo de 11-a-hidroxilagao
da progesterona por espécies de Rhyzopus arrhyzius pela Upjohn Company (EUA). Essa
reacdo € uma etapa decisiva na sintese de esteroides com atividade bioldgica importante.
Além desta, vérias reagdes de biotransformagio foram relatadas, como a hidroxilacdo em
outras posi¢des da molécula, a desidrogenacdo (insercdo de dupla ligacdo), oxidacdo de
dlcoois a cetonas, clivagem da cadeia lateral, dentre outras (FIGURA 9). As 11a-, 115- e 160-
hidroxilagdes sdo exclusivamente conseguidas pela industria por transformac¢des microbianas.
A faixa de matérias-primas uteis € ampla, incluindo os fitoesterdis estigmasterol e S-sitosterol,

extraidos da soja (MAHATO e GARALI, 1997; FERNANDES et al., 2003).

o
x
4 etapas quimicas
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HO Progesterona
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argenteolus
Rhizopus Curvularia
arrhizius lunata

O o} o}
.mOH HO
O o) O
16-a-hidroxiprogesterona 11-a-hidroxiprogesterona 11-B-hidroxiprogesterona

FIGURA 9 - Esquemas de transformagdes da progesterona
Fonte: Adaptado de SATO, 2001; FERNANDES et al., 2003

O paclitaxel (Taxol®) é um agente antimitético usado no tratamento do céncer e
originalmente extraido das cascas da arvore Taxus brevifolia, com um rendimento de apenas

0,07%. Estima-se que seria necessdrio retirar a casca de 3000 arvores para se obter 1kg da
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substancia pura. Hoje é possivel aplicar um processo semissintético’, com o emprego de
enzimas (C-13 taxolase de Nocardioides albus, C-10 deacetilase de Nocardioides luteus e
lipase de Pseudomonas sp.) e do extrato etandlico de mudas de cultivares do género Taxus
(PATEL, 2002).

Captopril, diltiazem, naproxen (ZAKS e DODDS, 1997), omapatrilat (ZAKS, 2001),
acrilamida, frutose (LIESE e VILLELA FILHO, 1999) e aminoacidos (DEMAIN, 2000a) sdo
outras das muitas substancias que podem ter etapas de biotransformacao em suas sinteses. As
propriedades de catalisar reagdes apenas de um dos enantidomeros de uma mistura racémica ou
de produzir somente um dos isdmeros a partir de substratos pro-quirais sdo de grande
utilidade para a indtstria de quimica fina, incluindo a farmacéutica. A sintese assimétrica de
blocos de construcdo através da reacdo com moléculas simples €, frequentemente, a maneira
mais econdmica de se obter compostos complexos enantiomericamente puros € de alto valor

agregado.

3.4 ALGUMAS CARACTERISTICAS DA CATALISE ENZIMATICA

As vantagens das biotransformagdes estdo relacionadas as propriedades da catdlise
enzimdtica. As enzimas sdo proteinas com capacidade catalisadora que aceleram as reacdes
por estabilizarem o estado de transi¢do, o que diminui a energia de ativagdo. Quase todos os
catalisadores bioldgicos sdo enzimas (proteinas), com exce¢do de algumas moléculas de RNA
(ribozimas) que também exibem atividade catalitica (STRYER, 1995).

A primeira etapa da catdlise consiste na ligacdo da enzima (E) com o reagente —
chamado substrato (S) — havendo a formag¢do do complexo enzima-substrato (ES). Com o
progresso da reacdo, o produto (P) é formado e a enzima (E) retorna ao seu estado original

(EQUACAO 2).

E+S =—= ES =—= E+P (2]

Muitas enzimas cont€ém ions metdlicos ou pequenas moléculas ndo proteicas que
participam da funcdo catalitica como cofatores, mas que ndo sio considerados substratos. Os
ions metalicos, como Ca2+, MgZJr € Mn2+, ligam-se aos aminodcidos da cadeia proteica ou

estdo presentes em grupos prostéticos. Os grupos prostéticos sdao cofatores que se ligam

*Processo semissintético: processo no qual uma substincia de origem natural sofre posterior modificacio
quimica (adaptado de MADIGAN, MARTINKO e PARKER, 2004).
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fortemente as enzimas, em geral permanentemente. Um exemplo € o grupo heme, presente
nos citocromos. As coenzimas ligam-se mais fracamente, atuando como carreadores
intermedidrios de pequenas moléculas de uma enzima para a outra, como a nicotinamida
adenina dinucleotideo (NAD®) e seu equivalente fosfatado (NADP") (MADIGAN,
MARTINKO e PARKER, 2004).

As enzimas possuem especificidade quanto ao tipo de reacdo catalisada: uma enzima
catalisa um unico tipo de reagdo quimica ou um grupo de reacdes intimamente relacionadas.
Também possuem elevada seletividade quanto ao substrato. Isso ocorre porque uma molécula,
para sofrer a reacdo e ser considerada substrato, deve ter a configuracdo adequada para
promover o encaixe induzido para a formagdo do complexo ativado (STRYER, 1995).
Técnicas de biologia molecular podem ser utilizadas com o objetivo de modificar a
seletividade, aumentar a atividade e a estabilidade de enzimas, através da modificacdo de
aminoacidos localizados no sitio catalitico (SANTANIELLO et al., 1992).

A regiosseletividade, que consiste no ataque a posi¢des especificas de uma molécula,
formando predominantemente um isémero constitucional como produto quando dois ou mais
isdmeros seriam possiveis, € dificil de ser conseguida por sintese quimica. Porém, com o uso
de enzimas, o ataque pode ocorrer regiosseletivamente. Por exemplo, o fungo filamentoso
Rhyzomucor miehei produz uma lipase que hidrolisa especificamente os 4cidos graxos de
triglicerideos localizados nas posicdes 1 e 3 da cadeia carbdnica do glicerol, deixando o 4cido
graxo da posicdo 2 intacto (FIGURA 10). Isso permite a producdo de equivalentes da
manteiga de cacau a partir do 6leo de palma (UNDURRAGA, MARKOVITS e ERAZO,
2001) e a sintese de lipideos estruturados, que sdo triglicerideos de mais facil absorcdo
intestinal por terem 4cidos graxos de cadeia curta nas posi¢des 1 e 3 (IWASAKI e YAMANE,
2000).

Glicerol

N

I Aci
H_ZC_O_C\/\/\/\/\/\/\/\ \ Acidos graxos

FIGURA 10 - Férmula estrutural de um triglicerideo: distin¢éo das posicdes 1, 2 e 3 da cadeia do glicerol
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As enzimas tém a capacidade de exercer uma influéncia quiral importante na reacao,
permitindo a realizagdo de sinteses estereosseletivas. Por possuirem um sitio ativo quiral,
apenas um enantidmero de um reagente quiral encaixa-se apropriadamente e € capaz de sofrer
a reacdo. Misturas racémicas podem ser resolvidas e reagdes podem originar produtos com
elevado excesso enantiomérico (ZAKS e DODDS, 1997).

E comum que reagdes quimicas exijam o uso de temperatura e pressdo elevadas e
solventes toxicos. As reagdes catalisadas por enzimas, ao contrario, sao geralmente realizadas
em meio aquoso, sob temperatura proxima a ambiente e pressdao atmosférica, o que representa
uma grande vantagem econOmica e ambiental (PATEL, 2002). Existem também enzimas
produzidas por microrganismos extreméfilos’ que sio capazes de atuar em condigdes
extremas, sendo as mais adequadas para alguns processos. Um exemplo é a DNA polimerase

isolada do termoéfilo Thermus aquaticus, utilizada na amplificacdo de sequéncia de DNA na

reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR) (SELLEK e CHAUDHURI, 1999).

3.5 BIOTRANSFORMACAO COM ENZIMAS ISOLADAS

As enzimas sdo capazes de catalisar grande variedade de reagOes uteis na sintese
organica e sdo tradicionalmente divididas em seis classes: oxidorredutases, transferases,

hidrolases, liases, isomerases e ligases (QUADRO 1).

QUADRO 1 - Classifica¢do de enzimas segundo a Enzyme Comission

Classe Tipo de reaciao Necessidade de coenzima
1. Oxidorredutases Reducdes/ Oxidagdes Sim
2. Transferases Transferéncia de grupos Sim

A-(B)+C=A-C +(B)

3. Hidrolases Hidroélises e condensagdes (formagao Nao
de ésteres, amidas, lactonas,
epoxidos, nitrilas, anidridos)

4. Liases Adic¢des/ Eliminagdes Nao
5. Isomerases Isomerizagdes Nao
6. Ligases Formacao e clivagem de ligacdes Sim

C-X (como C-O, C-S, C-N)
Fonte: SANTANIELLO et al., 1992

3 Microrganismos que habitam ambientes com temperaturas ou pH extremos, pressdo elevada ou alta salinidade
(SELLEK e CHAUDHURI, 1999).
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A forma do sitio ativo é decorrente da estrutura tridimensional da enzima e pode ser
afetada por quaisquer agentes capazes de provocar mudancas conformacionais na proteina.
Por isso, além do substrato a ser transformado, o meio de reacdo deve conter os ions
necessdrios e valores de pH e temperatura ajustados para a plena atividade enzimadtica.
Algumas reacOes também exigem a presenca de coenzimas, como NADH e NADPH. Estas
devem ser regeneradas por um segundo sistema catalitico, em presenca de um cossubstrato,
para que o processo se torne economicamente vidvel (TORRES, 2001).

O uso de enzimas isoladas € mais comum em reagdes de hidrdlise, mas também
apresenta a vantagem de permitir a catdlise de reacdes que ndo sdo realizadas em meio
aquoso, como esterificacdes, transesterificacdes e lactonizagdes. O equilibrio entre as reacdes
de hidrolise e o reverso (sintese) pode ser controlado pela atividade de dgua na mistura
reacional: a alta atividade de dgua favorece a hidrdlise; em atividade de dgua reduzida, as
reacOes de sintese predominam (VILLENEUVE et al., 2000). Vale ressaltar que nem sempre a
especificidade verificada nas reagdes de hidrdlise se mantém em condicdes de sintese
(LORTIE, 1997).

Enzimas hidroliticas podem ser utilizadas na resolucdo de racematos. Bhushan et al.
(2008) empregaram uma lipase isolada de Arthrobacter sp. para separar os enantidmeros do 3-
fenil-3-hidroxipropanoato de etila através da formacdo do 4cido (§)-3-fenil-3-
hidroxipropanoico (FIGURA 11). Apds a reagcdo, o 4cido foi separado do éster por
recristalizacdo em hexano e acetato de etila. Ribeiro, Passaroto e Brenelli (2001) realizaram a
mesma reagdo, porém em banho ultrassonico e catalisada por outras enzimas (lipase de
Pseudomonas cepacia, lipase de Candida rugosa e esterase hepdtica de porco). Os produtos
foram separados por extracdo acido-base. Com a lipase de P. cepacia, o (R)-hidroxiéster foi

obtido com mais de 98% ee, enquanto o dcido de configuracao (S) foi obtido com 76% ee.

OH O OH O
enzima
o —— OH |
(R,S)-3-fenil-3- Acido ()-3-fenil-3- (R)-3-fenil-3-hidroxipropanoato
hidroxipropanoato de etila hidroxipropanoico (76% ee) de etila (98% ee)

FIGURA 11 - Separacdo de isdmeros (R,S)-3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila por
hidrélise enantiosseletiva catalisada por lipase de Pseudomonas cepacia
Fonte: RIBEIRO, PASSAROTO e BRENELLI, 2001
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As células integras, pela presenca de muitas enzimas, geralmente catalisam diferentes
reacOes para o mesmo substrato. Com o uso de enzimas isoladas, as reacdes indesejadas sdo
minimizadas. Todavia, as etapas de isolamento e purificacdo das enzimas costumam ser
dispendiosas. Em alguns casos esse problema pode ser solucionado com o emprego de
preparacdes enzimdticas de baixa pureza ou pela imobilizacdo da enzima para reutilizacdo.
Extratos enzimaticos sdo particularmente interessantes quando as enzimas sdo extracelulares,
pois as intracelulares exigem a destruicio do microrganismo, originando uma mistura

complexa (MEDEIROS, 2002).

3.6 BIOTRANSFORMACAO COM CELULAS INTEGRAS

O uso de células vivas pode ser mais vantajoso do que o emprego de enzimas isoladas
se o isolamento e purificacdo da enzima t€ém custo elevado, se existe a necessidade de
regeneracdo de cofatores, ou nas reacdoes que envolvem vadrias enzimas. Por outro lado, o uso
de células integras pode adicionar contaminantes a mistura reacional e dificultar a
recuperagdo do produto (HOUNG et al., 2003). Além disso, a produtividade é normalmente
menor, pois a maioria dos substratos niao naturais € toxica aos organismos vivos € sao
tolerados apenas em baixas concentracdes (YANG, YAO e GUAN, 2005). O QUADRO 2

apresenta algumas vantagens e desvantagens no uso de células integras e enzimas isoladas.

QUADRO 2 - Comparacdo entre o uso de células integras e enzimas isoladas em biotransformacdes

Células integras Enzimas isoladas
Possibilidadede de reagdes laterais Sem reacOes laterais
Nao exige purificagdo do biocatalisador | Etapas dispendiosas de isolamento e purificacao
Menor produtividade Maior produtividade
Dispensa a adi¢do de cofatores Exige a adicao de cofatores

Fonte: Adaptado de MEDEIROS, 2002; HOUNG et al., 2003; YANG, YAO e GUAN, 2005

Os principais organismos utilizados em processos biocataliticos sao fungos
(leveduriformes e filamentosos) e determinados procariotos. As células de plantas e de
animais também sintetizam as enzimas para a transformacao, porém sdo de crescimento mais
lento que os microrganismos, de manipulagdo mais dificil e de maior custo. A diversidade
microbiana proporciona inimeras possibilidades de enzimas para uma grande variedade de

reacOes sobre muitas classes de compostos, além da facilidade em adaptar-se ao ambiente
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artificial imposto pelas necessidades técnicas e econdmicas (SATO, 2001).

Um microrganismo adequado para o processo de biotransformacdo, além de ser capaz
de catalisar a reacdo de interesse, deve ser geneticamente estavel, se multiplicar rapidamente,
crescer em meio de cultura de custo relativamente baixo e ndo deve ser patogénico para o
homem, animais ou plantas economicamente importantes. Quando a enzima responsavel pela
transformagdo € intracelular, ainda € necessdrio que existam mecanismos de transporte
adequados para a entrada do substrato na célula e a saida do produto. Isso pode aumentar a
seletividade do processo, pois muitas proteinas carreadoras reagem com um Unico tipo de
molécula ou classe quimica, determinando especificidade ao transporte (MADIGAN,
MARTINKO e PARKER, 2004).

A principal fonte de biocatalisadores € a natureza. Em geral, € feita uma varredura em
microrganismos isolados de diferentes ambientes ou de cole¢des de culturas, em busca de um
biocatalisador adequado. Também existe a possibilidade de usar mais de uma espécie para
catalisar vdrias etapas de biotransformacdo em um mesmo processo (MAHATO e GARALI
1997). Linhagens diferentes do mesmo microrganismo podem apresentar variacdes na
especificidade. A manipulagdo genética por meios tradicionais, como a mutagénese e a
selecdo, pode ser usada para aumentar a seletividade e o rendimento das reagdes. Se o
comportamento bioquimico do microrganismo for conhecido, a mutagdo pode ser realizada
em um ponto especifico da via metabdlica, o que resulta no acimulo e excrecdo do
intermedidrio de interesse. Além disso, a mutacdo pode diminuir a susceptibilidade a
repressao catabélica’ ou eliminar a inibi¢do pelo substrato ou produto (WELSH, MURRAY e
WILLIAMS, 1989).

As espécies de microrganismos utilizadas no presente trabalho jia sdo empregadas
industrialmente ou apresentam possiveis aplicacoes em bioprocessos. A levedura
Saccharomyces cerevisiae, também conhecida como fermento de panificacio, € o
microrganismo mais importante na producdo de glicerol (TAHERZADEH, ADLER e LIDEN,
2002), na fermentacdo de hexoses para a producdo de etanol (DEMAIN, 2000a) e em
inimeras biotransformagdes (SANTANIELLO et al., 1992). O fungo filamentoso Aspergillus
niger € usado na producdo comercial de &4cido citrico (DEMAIN, 2000b). A levedura
Kluyveromyces marxianus foi utilizada por muitos anos para a obtenc@o de proteinas celulares
a partir do soro de leite (CABALLERO et al., 1995) e também ¢ produtora das enzimas S-
galactosidade (SANTIAGO et al.,, 2004) e inulinase (PESSOA JR. e VITOLO, 1999).

* Repressdo catabélica: repressio de uma variedade de enzimas ndo relacionadas, quando células crescem em
meio contendo glicose (MADIGAN, MARTINKO e PARKER, 2004).
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Trichoderma harzianum produz a lactona 6-pentil-a-pirona, uma substincia com forte aroma
de coco e que possui atividade antifingica (RAMOS, FIAUX e LEITE, 2008). Mucor
ramannianus tem emprego na reducdo de 10-deoxoatermisinin ao seu derivado 7p-
hidroxilado (MEDEIROS et al., 2002). S. cerevisiae, K. marxianus, A. niger e espécies dos
géneros Rhodotorula, Hansenula, Candida e Pichia ja foram testadas na redugdo de 4-
cloroacetoacetato de etila e benzoilacetato de etila (KITA, KATAOKA e SHIMIZU, 1999;
RIBEIRO et al., 2005; YANG et al., 2006; CHA et al., 2008; MILAGRE et al., 2009). Nao
foram encontrados relatos do uso de Rhodotorula rubra, M. ramannianus e T. harzianum na
reducdo de f-cetoésteres.

Além da selecdo apropriada do biocatalisador, outra possibilidade para aumentar o
rendimento é a modificacio dos parametros da biotransformacdo, como a aeragdo,
composi¢cdo do meio de cultivo, modo de adicdo de substrato, temperatura e pH. Esses
parametros ambientais e nutricionais sdo de facil manipulagcdo, podem reduzir a duracdo do
bioprocesso e influenciar na quantidade e qualidade dos produtos formados (WELSH,
MURRAY e WILLIAMS, 1989). O efeito da temperatura foi avaliado por Wang et al. (1998)
na 11-f-hidroxilacdo de 21-acetato de cortexolona pelo fungo Absidia orchidis, reacao qtil na
sintese de hidrocortisona. Na faixa estudada (24-32°C), a produtividade aumentou com a
temperatura, atingindo um méximo a 28°C, quando comegou a decrescer, chegando a 88,5%
do maximo a 32°C. Como os bioprocessos frequentemente envolvem um elevado nimero de
varidveis, € recomenddvel que os estudos de otimizacdo empreguem um planejamento
estatistico de experimentos, no qual todas as varidveis sdao modificadas a0 mesmo tempo e €
possivel avaliar os efeitos de interacio (RAMOS, FIAUX e LEITE, 2008).

O processo de biotransformagao inclui a multiplicacdo adequada do microrganismo e a
utilizagdo do mesmo (ou de suas enzimas) para a rea¢cdo. Por conseguinte, pode ser conduzido

em uma ou mais etapas, como descrito a seguir.

3.6.1 Processo de biotransformacao em uma etapa

Neste tipo de processo, o microrganismo cresce em condi¢des especialmente
selecionadas para um bom rendimento, sendo o substrato adicionado no momento da
inoculacd@o ou durante o crescimento.

O meio utilizado deve ser o mais simples possivel, para facilitar a extracdo e

purificacdo do produto. Se o substrato ndo € solivel no meio de cultura, deve ser dissolvido
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em um solvente miscivel em dgua. A adicao do substrato pode ser feita em etapas ou de uma
tnica vez. A adicdo do substrato em etapas minimiza o efeito de sua toxicidade. O meio de
crescimento, a quantidade e a forma de adicdo do substrato e o periodo de incubacdo devem
ser determinados experimentalmente. Terminada a reacdo, os produtos sdo separados das
células por filtracdo ou centrifugacdo. Quando uma grande quantidade de produtos fica retida
intracelularmente, também € necessdrio realizar a extracdo do produto a partir do rompimento

celular da biomassa formada (SATO, 2001).

3.6.2 Processo de biotransformacao em duas etapas

Nesta metodologia, a primeira etapa consiste no crescimento do microrganismo em
meio adequado. Em seguida, as células sdo separadas do meio por filtragdo ou centrifugacao
para serem utilizadas na segunda etapa, a reacdo. Isso permite que as duas etapas sejam
otimizadas separadamente.

O meio de crescimento pode ser mais rico, permitindo o desenvolvimento mais réapido
do microrganismo. Além da elevada formac¢do de biomassa, a producdo da enzima desejada
deve ser maxima e a producdo de enzimas indesejdveis deve ser controlada. H4 casos em que
pequena quantidade do substrato ou andlogo presente no meio desde o inicio do crescimento
induzem a sintese da enzima desejada, aumentando o acimulo do produto no meio ou
aumentando a taxa de reagdo. O meio de biotransformagdo, ao contrdrio, deve ser bem
simples, basicamente um tampao, solucdo fisioldgica ou apenas dgua destilada. A adi¢ao de
um nutriente, como glicose, pode ser necessdria na regeneracao de cofatores e na manutengao
da viabilidade celular. As condi¢des mais adequadas de crescimento e de reagdo devem ser
determinadas experimentalmente. Algumas vantagens deste processo em relagdo ao processo
em uma etapa sdo: menor tempo de transformac¢@o, maior concentragdo de substrato, controle
mais facil de reacdes e facilidade na extragdo e purificacdo do produto. A reutilizagdo de
biocatalisadores também € possivel, especialmente se estiverem imobilizados (MEDEIROS,

2002).

3.7 IMOBILIZACAO DE CELULAS E ENZIMAS

A imobilizacdo consiste na retencdo de células ou enzimas em uma estrutura fisica
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insolivel, o que as obriga a permanecerem em uma regido particular do biorreator. A
imobilizagdo de microrganismos na forma de biofilmes, flocos e pellets € um fendmeno
comum na natureza (PRADELLA, 2001).

A aplicacdo de técnicas de imobilizacdo de biocatalisadores introduziu importantes
vantagens aos bioprocessos tradicionais, tais como: simplificacdo na recuperacdo do produto,
elevada concentracio do biocatalisador e consequente aumento da produtividade volumétrica,
maior tolerancia a inibidores e ao estresse ambiental, estabilidade operacional em sistemas
continuos, prevencao de wash out’, facilidade de separacdo da biomassa (ou das enzimas) do
meio reacional e reuso da mesma por extensos periodos de tempo (SANTOS et al., 2008;
BEZBRADICA et al., 2007).

Na producdo de hidrocortisona, a partir da 11-f-hidroxilacdo de 21-acetato de
cortexolona pelo fungo Absidia orchidis, Wang et al. (1998) observaram que a méxima
conversdo, com células livres e imobilizadas em gel de alginato de célcio, foi conseguida em
pH 5.8. No entanto, quando as rea¢des eram conduzidas em pH maior que 6,8 ou menor que
5,2, o rendimento relativo de hidrocortisona para células imobilizadas foi mais alto do que
para células livres. Observacdo semelhante foi feita com relacdo a variagdo de temperatura.
Isso indica claramente que as células imobilizadas sdo mais resistentes a variagdes de pH e
temperatura, uma caracteristica desejavel especialmente nos bioprocessos em que essas
flutuacdes sejam esperadas.

Adversamente, sistemas imobilizados podem alterar a viabilidade das células
(MORENO-GARRIDO, 2008) e afetar a biotransformagcdo por aumentarem a resisténcia
difusional (BUQUE et al., 2002). Na imobiliza¢do de enzimas, algumas moléculas podem ser
desnaturadas pelos reagentes e produtos envolvidos na imobilizacdo ou inativadas pelo
impedimento estérico causado pela matriz imobilizante. A selecdo apropriada das técnicas de
imobilizacdo e dos materiais de suporte € necessdria para minimizar as desvantagens e
depende basicamente das peculiaridades do biocatalisador e das condi¢des de uso (VITOLO,
2001). Além disso, modificacdes de alguns pardmetros, como o tamanho das particulas e a
concentracdo de células ou enzimas, podem aumentar a eficiéncia dos processos (BUQUE et
al., 2002).

A seguir, seis grupos de técnicas de imobilizagdo estdo descritos: adsorcao, floculacao,
ligacdo covalente, ligacdo cruzada, aprisionamento em membranas semipermedveis e

aprisionamento em gel.

> Wash out: estado estaciondrio de lavagem. Ocorre em processos continuos, quando a velocidade de retirada de
células do reator € maior que a velocidade de crescimento celular (FACCIOTTI, 2001).
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3.7.1 Adsorcao

A adsor¢do de um biocatalisador a um suporte macroscopico insolivel em dgua é o
método de imobilizacdo mais simples e antigo. Muitos microrganismos t€ém uma tendéncia
natural de aderir e se multiplicar sobre algumas superficies e essa caracteristica pode ser
explorada para imobilizar células em materiais adsorventes (MORENO-GARRIDO, 2008).

Considera-se adsorcdo a ades@o de células ou enzimas a suportes, sem a ocorréncia de
ligacdo covalente. O processo € suave e envolve forcas de Van der Waals, ligagdes hidrogénio
e interacOes i0nicas. A adsorcdo € normalmente reversivel e pequenas variacdes na
concentracao de sais, temperatura e pH podem provocar dessor¢ao (VITOLO, 2001).

A espuma de poliuretano € um material que apresenta boa resisténcia mecanica e é
atoxico, sendo muito utilizado para a imobilizacdo de enzimas e células integras. Os poros da
matriz minimizam as limitacdes na difusdo de substratos e produtos (BANG, GALINAT e
RAMAKRISHNAN, 2001; MENEGARIO et al, 2006). Madeira, serragem,
carboximetilcelulose, dietil-aminoetil-celulose (DEAE-celulose), terra diatomacea, bentonita
e alumina s3o outros exemplos de suportes para adsorcio (FABER, 1995; MORENO-
GARRIDO, 2008).

Residuos da agroindustria tém sido empregados como uma alternativa de baixo custo e
com resultados promissores como suporte celular em diferentes bioprocessos. Um deles € a
fibra de bagaco de cana, utilizada por Santos et al. (2008) para a adsorcdo da levedura
Candida guilliermondii. As células imobilizadas foram usadas em processo continuo e em
batelada alimentada na biotransformacdo de xilose, presente em um hidrolisado

hemicelulésico de bagago de cana, a xilitol, com 70,8% de conversao.

3.7.2 Floculacao

Na floculagdo ocorre a agregacdo de células entre si. O processo pode ocorrer
naturalmente ou ser artificialmente induzido com a adi¢cdo de agentes floculantes. A quitosana
¢ o agente floculante mais amplamente empregado. Consiste de um amino-polissacarideo
biodegraddavel formado por unidades de fS-p-glicosamina e é obtida a partir da quitina do
esqueleto de crustidceos. Os grupos amino conferem carga positiva, promovendo a capacidade
de adsorver particulas carregadas negativamente. A fraca estabilidade dos flocos formados € o

maior inconveniente do método, que pode ser minimizado com o aumento da viscosidade do
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meio e com a presenga de anions fosfato (MORENO-GARRIDO, 2008).

3.7.3 Ligacao covalente

No método da ligacdo covalente, suportes sdo funcionalizados para conter um
grupamento quimico responsavel pela imobilizagdo do biocatalisador. A desvantagem deste
método € a necessidade de condicdes drasticas de reagdo. Como regra geral, cerca de metade
da atividade catalitica é perdida devido as mudangas conformacionais da enzima. Na
imobilizacdo de células vivas, a ligacdo covalente pode causar danos a superficie celular
(FABER, 1995). H4 casos, no entanto, em que as células ndo necessitam estar vivas quando
imobilizadas, somente deve estar ativo o sistema enzimatico envolvido na conversio
bioquimica requerida.

O vidro poroso é um dos suportes mais utilizados para a imobilizacdo por ligacdo
covalente. A técnica envolve a silanizacdo de esferas de vidro com o reagente
y-aminopropiltrietoxisilano seguida da reacdo com glutaraldeido. O grupamento —HC=0
formado reage com os grupamentos amino presentes nos aminodcidos de enzimas e nas

paredes celulares (PRADELLA, 2001).

3.7.4 Ligacao cruzada

Na ligacao cruzada, enzimas sao ligadas umas as outras através de ligacdes covalentes,
obtendo-se agregados insoliveis de alta massa molecular. As moléculas também podem ser
ligadas entre si através de outras proteinas, como albumina. Os reagentes bifuncionais mais
usados com este objetivo sdo: a,m-glutaraldeido, dimetiladipimidato, dimetilsuberimidato e
diisocianato de hexametileno. As ligacdes sdo estabelecidas entre os grupamentos amina,
sulfidrila e hidroxila. Os efeitos difusionais sdo importantes, ja que boa parte das enzimas estd
localizada no interior de uma complexa estrutura que impede o acesso ao substrato (FABER,

1995).

3.7.5 Aprisionamento em membranas semipermeaveis

Neste método, os biocatalisadores (células ou enzimas) sdo mantidos em uma regiao
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da solugdo, através de uma membrana semipermedvel e com porosidade adequada. Existem
no mercado membranas sintéticas de poliamida ou polietersulfona com porosidade que varia
de 500 a 300000 daltons. Substrato e produtos atravessam livremente a membrana, mas o0s
biocatalisadores ficam retidos. As limitacdes difusionais podem ser intensas, mas nao ha risco
de desnaturacdo da enzima ou perda da viabilidade celular (FABER, 1995).

A formacdo de micelas é outra forma de imobilizacdo com o uso de membranas.
Misturando-se uma solucdo aquosa contendo enzimas, hexametilenodiamina, fase organica,
emulsificante e cloreto de sebacila, obtém-se goticulas da solu¢do enzimdtica, envolvidas por
uma pelicula semipermedvel resultante da polimeriza¢do de diamina com cloreto de sebacila.
Devido a pequena espessura da pelicula envolvente e do alto valor da relacdo drea/ volume, as

limitagdes difusionais sao menores (VITOLO, 2001).

3.7.6 Aprisionamento em gel

A técnica consiste no confinamento fisico de enzimas ou células em uma matriz
polimérica formadora de gel. Pode ser realizado pelo uso de polimeros sintéticos (acrilamida,
poliuretano), proteinas (gelatina, coldgeno) ou polissacarideos naturais (agar, carragenana,
alginato). O aprisionamento em gel é o método mais utilizado para imobilizacdo de células
vivas (PRADELLA, 2001; MORENO-GARRIDO, 2008).

O gel polissacarideo mais frequentemente usado é o alginato. O alginato comercial é
extraido de algas marrons, principalmente de espécies dos géneros Laminaria e Sargassum €
das espécies Macrocystis pyrifera, Ascophyllum nodosum, Lesonia negrescens. O gel de
alginato ndo € téxico, tem baixo custo, possui alta afinidade pela dgua e as células ndo sofrem
variagOes fisico-quimicas extremas durante o processo de imobilizacdo. A gelificacdo do
polissacarideo é muito rdpida e ocorre quando gotas de uma suspensdo formada por células ou
enzimas e alginato de sédio sdo misturadas com uma solu¢do contendo ions formadores de
gel, geralmente Ca™. O gel pode ser redissolvido em meio contendo citrato de sédio ou
fosfato (MORENO-GARRIDO, 2008).

Anisha e Prema (2008) imobilizaram células de Streptomyces griseoloalbus em esferas
de alginato de cdlcio e conseguiram aumentar a produtividade da enzima a-galactosidase em
comparacao com o emprego de células livres. Além disso, 75% da capacidade de producgdo da
enzima foi mantida apds a reutilizacdo das células imobilizadas em oito ciclos de fermentacao

em batelada. Lins e Ledo (2002) utilizaram células de Kluyveromyces marxianus imobilizadas
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em alginato de cdlcio para a obtencdo de leite com baixo teor de lactose. A capacidade de
conversdo da lactose em etanol e CO; foi constante mesmo apds 23 ciclos.

O gel de élcool polivinilico (PVA-gel) € um promissor suporte sintético para
aprisionamento de células. O PVA-gel ndo é téxico, € de simples separagcdo e apresenta boas
propriedades mecanicas e de difusdo. J4 foi relatado que leveduras imobilizadas em PVA-gel
(LentiKat®) apresentaram potencial uso na fabricacdo de cerveja. As células imobilizadas
mantiveram a atividade fermentativa elevada e as particulas permaneceram estaveis (sem
alteracdes Obvias no tamanho e na forma) mesmo ap6s 30 dias de fermentacdo em um periodo
de 6 meses (BEZBRADICA et al., 2007).

Redugdes de f-cetoésteres usando células imobilizadas ja foram descritas na literatura.
Na maioria dos casos, 0 método de imobilizacdo foi o aprisionamento em gel de alginato de
célcio. Ribeiro et al. (2005) realizaram um estudo comparativo entre células livres e
imobilizadas de diferentes leveduras (Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus,
Hansenula sp., Dekera sp.) na producdo de (§)-3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila e
demonstraram que, em alguns casos, a imobilizagdo aumenta o percentual de conversdo e
reduz o excesso enantiomérico. Buque et al. (2002), em seus ensaios de reducdo de
acetoacetato de etila com S. cerevisiae, verificaram que a taxa de reducdo especifica e o
excesso enantiomérico foram influenciados pelo tamanho das esferas de alginato de célcio e
pela concentracdo celular, o que exige a realizacdio de estudos de otimizagdo. Essas
observacdes sugerem que hd mudancas nas condi¢des de reagdo na superficie das células de
levedura ou uma diferenca de concentragdo de substratos dentro e fora dos sistemas

imobilizados, possivelmente pela limitacdo na difusao (FIGURA 12).

Catalisador

Imobilizado } Concentragéo

de substrato

perfil de
concentragdo -
Ro Re Raio

FIGURA 12 - Diagrama esquematico do perfil de concentra¢do de substrato em catalisador esférico imobilizado
Fonte: Adaptado de BUQUE et al., 2002
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3.8 BIOTRANSFORMACAO EM SISTEMAS MULTIFASICOS

Sistemas aquosos sdo preferencialmente utilizados nas biotransformacdes por serem
mais compativeis com enzimas e células. No entanto, muitos substratos apresentam baixa
solubilidade em 4gua. A adi¢do de um solvente organico ao meio aquoso pode aumentar os
rendimentos das reacdes (LEON et al., 1998).

Os sistemas multifdsicos foram inicialmente aplicados a biotransformacdes
enzimdticas e, mais tarde, tiveram seu uso estendido para os sistemas com células integras.
Em geral sdo formados por uma fase aquosa, que contém o biocatalisador, e por uma fase
organica, que pode ser o proprio substrato ou um solvente orginico que atua como um
reservatorio para o substrato e produto. Logo, a recuperacdo do produto € facilitada por ja
estar separado do biocatalisador no reator. A biotransformagdo acontece na interface entre as
duas fases ou na fase aquosa, sobre a pequena quantidade de substrato que se solubiliza ao
longo do tempo. Ao final do processo, o solvente e o biocatalisador podem ser recuperados e
posteriormente reutilizados (PRICHANONT, LEAK e STUCKEY, 1998).

Os substratos toxicos e os inibidores sdo mantidos em baixas concentragdes na fase
aquosa, sendo possivel adicionar grande quantidade de substrato sem prejudicar o
biocatalisador. Em consequéncia, o reator pode ser de tamanho menor do que o usado nos
sistemas tradicionais. Outra vantagem € a remocao in sifu do produto, com o deslocamento do
equilibrio termodinamico em favor da sua formacgdo. Esses fatores contribuem para o aumento
da produtividade volumétrica (CARVALHO e FONSECA, 2006).

Por outro lado, os solventes organicos podem inibir a reacdo, desnaturar proteinas e
interagir com a membrana celular, causando danos a integridade do biocatalisador. Por isso, o
tipo de solvente orginico e a quantidade utilizada devem ser cuidadosamente analisados para
ser atingida compatibilidade. Além de ndo ser toxico para as células, algumas caracteristicas
desejaveis sdo: capacidade de solubilizar o substrato e o produto, estabilidade térmica e
quimica, baixo custo e baixa tendéncia a formar emulsdes com o meio aquoso (LEON et al.,
1998).

Nas sinteses assimétricas, os sistemas multifdsicos podem levar ao aumento do
excesso enantiomérico ou mesmo a inversdo da configuracdo quando comparados com as
reducdes microbianas realizadas em meio aquoso. Nos estudos de Rotthaus et al. (1997), a
reducdo de 4-cloroacetoacetato de etila catalisada por S. cerevisiae em uma solugdo aquosa de

glicose levou a predominéncia do produto (§)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila, com 14%



45

ee. Ao contrdrio, com o uso de solventes organicos, o isomero (R) foi produzido
preferencialmente. Dentre os solventes testados (hexano, tolueno, éter etilico e acetato de
etila), o tolueno foi o que levou ao maximo ee (73%). Na sintese do isdmero (), o acetato de
n-butila € frequentemente adicionado ao meio reacional para aumentar o rendimento da
reacdo e permitir o uso de elevada concentracdo do substrato (SHIMIZU et al., 1990;
ENGELKING et al., 2006).

As caracteristicas das biotransformacgdes realizadas em presenca de solvente organico
podem ser associadas as vantagens da imobiliza¢do do catalisador. Tamalampudi et al. (2007)
imobilizaram o fungo recombinante Aspergillus oryzae, produtor de lipase de Candida
antarctica, em espuma de poliuretano e o empregaram na resolucao de uma mistura contendo
(RS)-1-feniletanol. Os autores conseguiram 88% de rendimento na conversdo do isdmero (R),
com a formacdo de acetato de 1-feniletila a partir da transesterificacdo do substrato com
acetato de vinila em hexano.

Também nas biotransformacgdes catalisadas por células imobilizadas em gel, a adicao
de solventes organicos imisciveis em dgua pode melhorar a produtividade nas conversdes de
substratos pouco soliveis em meio aquoso. Fatima et al. (2007) utilizaram células de Candida
viswanathii imobilizadas em alginato de célcio na reducdo enantiosseletiva de 1-acetonaftona
em meio contendo 10% de hexano. A capacidade das células de realizar a catdlise foi mantida

mesmo apods terem sido reutilizadas doze vezes.

3.9 REDUCAO ESTEREOSSELETIVA DE COMPOSTOS CARBONILADOS

Em processos que envolvem a resolucdo de racematos € possivel obter o rendimento
maximo de 50% do enantidmero de interesse, embora exista a possibilidade de converter o
outro isomero no produto desejado em reagdes subseqiientes que envolvem a inversdo de
configuragdo do centro estereogénico (MITSUNOBO e EGUCHI, 1971). A situagdo ¢é
diferente com moléculas que apresentam um plano de simetria, mas onde um novo centro
estereogénico pode surgir como resultado de uma reagdo. Assim, a0 menos teoricamente,
estes compostos denominados pré-quirais podem ser convertidos em apenas um enantidmero
com rendimento de até 100% em uma tnica etapa.

A redugcdo de um grupo carbonila pode levar a formac¢do de um novo centro
estereogénico (FIGURA 13). Quando reagentes aquirais, como o NaBH; e LiAlH4, sdo

7z

usados, o resultado é uma mistura racémica, pois a adicdo do hidreto pode acontecer em
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qualquer uma das faces do substrato pré-quiral. Redugdes estereosseletivas, por métodos
quimicos ou enziméticos, t€ém sido extensivamente investigadas e o emprego de catalisadores
quirais vem sendo objeto de intensos esfor¢cos atualmente. Nessa abordagem, um substrato
pro-quiral € diretamente convertido a um produto quiral pelo uso de um reagente aquiral na
presenca de um catalisador quiral, os quais podem ser divididos em duas classes: sintéticos
(como catalisadores de Rh e Ru usados com difosfinas) e biolégicos (enzimas e

microrganismos) (PINHEIRO e FERREIRA, 1998).
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FIGURA 13 - Reducio de cetona com formagao de um novo centro estereogénico (R;#R,)
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Complexos de ruténio com bis(triarilfosfina) (Ru-BINAP) e sistemas relacionados tém
demonstrado elevada seletividade como catalisadores na hidrogenacdo assimétrica de p-
cetoésteres contendo um grupamento alquila na posicdo S, porém com menor excesso
enantiomérico nas reacdes com f-cetoésteres f-aril substituidos. Recentemente, Wang, Tao e
Zhang (2006) relataram o uso bem sucedido de um complexo de ruténio com um ligante
quiral bis(trialquilfosfina), denominado TangPhos (FIGURA 14), na hidrogenacdo catalitica
assimétrica de diversos f-cetoésteres com substituintes alquila e arila na posi¢cdo f. Na reacdo
com 4-cloroacetoacetato de etila, o excesso enantiomérico obtido foi de 98,2% para o isdmero
(S). Entretanto, a metodologia exige o uso de temperaturas elevadas (80-100°C) e hidrogénio

gasoso sob alta pressdo (50atm), o que encarece 0 processo.

%
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FIGURA 14 - Ligante quiral TangPhos: utilizado em complexos com
ruténio para hidrogenagao catalitica assimétrica de f-cetoésteres
Fonte: WANG, TAO e ZHANG, 2006

Além da elevada seletividade, os biocatalisadores apresentam algumas peculiaridades
em comparagdo com os catalisadores quimicos. As reducdes biocataliticas sdo mais seguras,

pois etanol e glicose podem ser usados como fonte de hidrogé€nio em substituicdo ao
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hidrogénio gasoso, que € explosivo; as condi¢Oes de reagdo sdo brandas, ao contrdrio da
hidrogenagdo catalitica assimétrica que requer temperatura e pressdo elevadas; os danos
ambientais s30 menores, pois os biocatalisadores sdo degradados no ambiente com facilidade
e o solvente usado geralmente € a 4gua (NAKAMURA et al., 2003).

Em biocatdlise, alguns problemas surgem com o aumento de escala. Quando téxico, o
substrato deve estar presente em baixas concentragdes, o que exige o uso de reatores grandes
nos processos industriais. Nessa nova condi¢do, os microrganismos podem se comportar de
maneira diferente da observada em escala laboratorial (MADIGAN, MARTINKO e
PARKER, 2004). O longo tempo de reacdo ¢é outra dificuldade: as reacdes podem levar muitas
horas ou até alguns dias para a maxima conversdo ser obtida. Com o uso de catalisadores
quimicos, poucas horas sdo suficientes (LACERDA, 2005). Esses desafios vém sendo
vencidos com o desenvolvimento crescente da tecnologia de bioprocessos.

Muitos estudos de reducdo de carbonilas com redutases e desidrogenases t€ém sido
descritos. Alcool desidrogenases (ADH) NAD*-dependentes obtidas de leveduras, de figado
de cavalo, de Candida parapsilosis e de Pseudomondas sp., dlcool desidrogenases NADP™-
dependentes obtidas de Thermoanaerobium brochii e Lactobacillus kefir, aldeido redutase de
Sporobolomyces salmonicolor e carbonil redutase de Candida magnoliae t€ém sido usadas
com esse objetivo. Seus substratos naturais sdo dlcoois (como etanol, glicerol etc.) e
compostos carbonilados correspondentes (INOUE, MAKINO e ITOH, 2005).

Para exibir atividade catalitica, essas enzimas requerem um cofator, principalmente
NADH ou NADPH, de onde o hidreto € transferido para a face si ou para a face re da
carbonila do substrato, formando o dlcool nas configuragdes R ou S, respectivamente
(FIGURA 15). Devido ao alto custo das coenzimas, estas ndo sdo usadas em quantidades
estequiométricas. Os processos de biorredugdo sdo economicamente vidveis apenas quando a
coenzima € regenerada in situ em um segundo ciclo catalitico (FIGURA 16), que pode
empregar como fonte de hidrogénio: etanol, 2-propanol, glicose, dcido férmico entre outros

(NAKAMURA et al., 2003).

'\-\.\\.‘ O/_\
NADH X e NADH
Face si e —  Facere

FIGURA 15 - Estereoquimica de transferéncia do hidreto proveniente de cofator (NADH) para o substrato
Legenda: P — grupo pequeno; G — grupo grande
Fonte: Adaptado de NAKAMURA et al., 2003
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Glicose

FIGURA 16 - Esquema da redugéo de 4-cloroacetoacetato de etila [A] em 4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila
[B] por célula de levedura com o uso glicose como cossubstrato para regenerag¢do do cofator
Fonte: Adaptado de AMIDJOJO e WEUSTER-BOTZ, 2005

A necessidade de coenzimas deixa de ser um problema quando sdo usadas células
integras, uma vez que estas se encarregam de suprir e regenerar o cofator. Por outro lado, as
biorredugdes realizadas por células nem sempre conduzem a um excesso enantiomérico
satisfatério, pois muitas redutases com estereosseletividades diferentes podem estar presentes
e competirem pelo substrato (AMIDJOJO e WEUSTER-BOTZ, 2005). A maioria das
redugdes catalisadas por microrganismos seguem a regra de Prelog, onde o hidreto ¢é
adicionado a face Re da cetona pro-quiral, originando grupamentos hidroxila de configuracdo
(S). No entanto, biocatalisadores com variada especificidade estdo disponiveis na natureza,
sendo necessaria uma varredura em busca do mais adequado (GARCIA-GRANADOS et al.,
1999). O uso de microrganismos modificados geneticamente, a imobiliza¢do do biocatalisador
e a variacdo das condi¢des de biotransformagdo podem melhorar os rendimentos (AMIDJOJO
e WEUSTER-BOTZ, 2005).

Inibidores enzimaticos podem ser adicionados ao meio de reagdo com o objetivo de
alterar a propor¢do entre os isomeros formados. Bertau (2001) utilizou fermento de
panificacdo (Saccharomyces cerevisiae) na redugao de 4,4,4-trifluoroacetoacetato de etila,
com formacdo predominante de vr-carbinol (62% ee). Por outro lado, em presenca de 2,0g/L
de dlcool alilico, um inibidor de L-redutase, o produto p-carbinol foi obtido com 76% ee. Na
reducdo de 3-oxopentanoato de etila com fermento de panificagdo, o isomero (R) é obtido
majoritariamente, mas a estereosseletividade pode ser invertida pela adi¢do de sais metdlicos,
especialmente MgCl, (NAKAMURA et al., 1989a).

A enantiosseletividade nas biorredugdes também pode ser afetada pela estrutura do

substrato. Por exemplo, na reducio de 4-cloroacetoacetato por Saccharomyces cerevisiae, 0s
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ésteres metilico, etilico, propilico e butilico originam preferencialmente o dlcool com a
configuragdo (S). Ao contrdrio, os ésteres com grupamento pentil ou maiores levam a
formacdo do enantidmero (R) em maior propor¢do. Além disso, a enantiosseletividade varia
de acordo com o biocatalisador (NAKAMURA et al.,, 2003). A Tabela 2 apresenta uma
comparag¢do entre microrganismos empregados na reducdo de 4-cloroacetoacetato de etila e a

configuracdo do produto formado.

TABELA 2 — Enantiosseletividade de células de diferentes espécies na reducdo de 4-cloroacetoacetato de etila

Microrganismo ee (%) Configuracao
Geotrichum candidum 96 S
Saccharomyces cerevisiae' 90 S
Saccharomyces cerevisiae' 55 S
Lactobacillus kefir 100 S
Candida magnoliae® 100 S
Kluyveromyces lactis >98 S
Dancus carota 52 R
Sporobolomyces salmonicolor’ 91,7 R
Lactobacillus fermentum 98 R
Candida parapsilosz’s2 >99 R
Corynebacterium sp. 99 R

Fonte: NAKAMURA et al., 2003
'Linhagens diferentes de Saccharomyces cerevisiae
*Sobreexpressio de enzimas desses microrganismos em Escherichia coli

3.10 OS f-HIDROXIESTERES OBTIDOS POR BIORREDUCAO

Os ésteres f-hidroxilados quirais podem ser submetidos a indmeras rea¢des organicas
para originar produtos de interesse econdmico, sendo considerados importantes blocos de
construcdo na sintese de agentes terapéuticos e produtos naturais (SALVI e
CHATTOPADHYAY, 2004). A seguir, estdo descritas algumas utiliza¢des dos f-hidroxiésteres
obtidos neste trabalho e informagdes resumidas sobre os métodos de biorreducdo relatados na

literatura.

3.10.1 Os ésteres 3-hidroxibutanoato de etila e 3-hidroxibutanoato de metila

O (5)-(-)-3-hidroxibutanoato de etila € um dos hidroxiésteres mais utilizados como
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precursor quiral, sendo empregado na sintese de grande variedade de substancias (FIGURA
17), tais como: (S)-sulcatol, um feromdénio (MORI, 1997) e importante insumo para a
obtencdo de outros produtos naturais; (R)-recifeiolideo, macrolideo natural isolado de
Cephalosporum recifei; (R,R)-grahamimicina, macrodiolideo de atividade antibidtica
reconhecida; (R R)-pirenoforina, diolideo de ocorréncia natural com a¢do fungicida;
carbomicina B, um outro antibiético macrolideo (TEMBA, OLIVEIRA ¢ DONNICI, 2003);
(R)-lavandulol, aditivo da industria de perfumes e principal constituinte do 6leo de lavanda
extraido de Lavandula angustifolia e coletodiol, composto de atividade imunodepressiva
isolado do fungo Diplogelasinospora grovesii (PERLES, 2006). O (S)-3-hidroxibutanoato de
metila provavelmente apresenta as mesmas aplicagdes, uma vez que se diferencia do (S)-3-

hidroxibutanoato de etila apenas pelo grupamento éster metilico.
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(S)-(-)-3-hidroxibutanoato (R)-recifeiolideo

de etila «CH3

? CHO
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)v .IIIIOR'
""CHg .
cC O "OCOCH;Z

(R R)-grahamimicina (R R)-pirenoforina carbomicina B

(R)-lavandulol coletodiol

FIGURA 17 - Substancias obtidas a partir de (S)-3-hidroxibutanoato de etila

Os ésteres do (R)-3-hidroxibutanoato sdo especialmente Uteis na sintese das classes de
antimicrobianos carbapenens e penens (FIGURA 18). Esses antimicrobianos apresentam largo
espectro e elevada atividade contra patdgenos hospitalares. Novas substancias dessas classes

jé estdo em fase clinica (TURCU, KILJUNEN e KANERVA, 2007; BERKS, 1996).
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Ester (R)-3-hidroxibutanoato
carbapenem R4 = CH3 ou CH2CH3 penem

FIGURA 18 - Esteres do (R)-3-hidroxibutanoato como
precursores de antimicrobianos das classes carbapenem e penem
Fonte: TURCU, KILJUNEN e KANERVA, 2007; BERKS, 1996

Na biorredugdo de acetoacetato de etila e acetoacetato de metila aos hidroxiésteres
correspondentes, 3-hidroxibutanoato de etila e 3-hidroxibutanoato de metila, ja foram
realizados diversos estudos com células livres e imobilizadas. Saccharomyces cerevisiae é o
microrganismo mais utilizado. Em resumo, as Tabelas 3 e 4 apresentam alguns resultados

descritos na literatura para a biorreducdo enantiosseletiva destes dois f-cetoésteres.

TABELA 3 — Sintese de 3-hidroxibutanoato de etila por biorredug¢do de acetoacetato de etila catalisada por
células integras de diferentes espécies de microrganismos

C ee [Substrato]

Microrganismo (%) (%) (mM) Condicoes Referéncia
Saccharomyces Operacdo continua em reator, .
cerevisiae 97.8 9(2)8 20 Vieagio: 2L, Fluxo: 450mL/h, Ch;T'J;’g(g
(Koningsgist) biomassa: 26g/L (peso-seco), 30°C, 24h v
Hansenula sp. 81 Frasco agitado, V eaez0: 100mL, o
(DEB-EQ-UFRIJ) 20 S) 39 biomassa: 3,8g/L (peso-seco), 30°C, 24h Ribeiro, 2003
Kiuyveromyces 18 Frasco agitado, V, : 100mL
marxianus 93,4 (R) 39 biomassa: 3 8g 1/L ( ’esgiz)éo) 30°é 24h Ribeiro, 2003
(DEB-EQ-UFRYJ) 9,08/ (p ) )

Kluyveromyces 46.2 Células imobilizadas em alginato de célcio,

marxianus 99 ( R’) 39 frasco agitado, Vieacso: 100mL, Ribeiro, 2003

(DEB-EQ-UFRIJ) biomassa: 3,8g/L (peso-seco), 30°C, 24h

Pichia etchellsii 598 80 20 Tubos fechados, V eygzo: SmL, Molinari et

(CBS 2011) (R) Biomassa: 50g/L (peso-seco), 24h al., 1999

Pichia minuta 598 85 20 Tubos fechados, Vi ¢ygz0: SmL, Molinari et

(CBS 1708) ) biomassa: 50g/L (peso-seco), 24h al., 1999

erceCj;?ir;:W ces 90 >08 20 Tubos fechados, V eygzo: SmL, Molinari et
S) biomassa: 50g/L (peso-seco), 24h al., 1999

(Tipo II — Sigma)

Saccharomyces Células imobilizadas em alginato de célcio,

cerevisiae 99 ig? 156 Vieacio: 50mL (glicerol), biomassa: 200g /L, Wolfson 20%8
(Tipo II — Sigma) 37°C, 48h

Mucor rouxii 100 60 33 Frasco agitado, V eacz0: SmL, Mangone et
(NRRL 1894) S) biomassa: 2g/L, 28°C, 17h al., 2002

Legenda: C — conversdo; [Substrato] — concentrac@o de substrato; V e,z — volume de reagio
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TABELA 4 — Sintese de 3-hidroxibutanoato de metila por biorredugdo de acetoacetato de metila catalisada por
células integras de diferentes espécies de microrganismos

C ee [Substrato]

Microrganismo %) (%) (mM) Condicoes Referéncia
Saccharomyces 97 . . . o Ema et al.,
cerevisiae 49 ) 16,7 Veagio: 60mL, biomassa: 100g/L, 30°C, 5h 1998
Sacch‘a.romyces 599 Celu/1a§ imobilizadas em al.gmato de Wolfson et al..
cerevisiae 95 ) 184 célcio, Vieao: S0mL (glicerol), 2006
(Tipo II — Sigma) biomassa: 200g /L, 37°C, 48h
Saccharomyces
cerevisiae 85 Frasco agitado, V eg0: 25mL, .
(Meisham-Mauri 100 S) 50 biomassa: 100g/L, 30°C, 4h Ni e Yao, 2007
Yeast Co.)

Rhizopus arrhizus 71 Salvi e
op < 22 6 Frasco agitado, Vies0: 150mL, 27°C, 8h  Chattopadhyay,
(NCIM) ) ¢ 2004

Legenda: C — conversdo; [Substrato] — concentrac@o de substrato; V e,z — volume de reagio
3.10.2 O hidroxiéster 3-hidroéxi-2-metilbutanoato de etila

O composto 3-hidréxi-2-metilbutanoato de etila apresenta dois centros estereogénicos
(FIGURA 19) e € util como material de partida na sintese de produtos naturais € na obtencao

de sistemas de cristais liquidos (KURAMOTO et al., 1999).

MO/\

CHs

*centros estereogénicos

FIGURA 19 - Hidroxiéster 3-hidr6xi-2-metilbutanoato de etila

Os sistemas de cristais liquidos sdo considerados fluidos com propriedades de auto-
organizacdo. O estudo destes materiais abrange desde aspectos da fisica bdasica, como
transicoes de fase, forcas intermoleculares e interfaciais, até as aplicagdes tecnolégicas na
industria alimenticia, lubrificantes, cosméticos, displays etc. Os cristais liquidos apresentam
propriedades Opticas, elétricas e/ou mecanicas semelhantes aos sélidos cristalinos
anisotropicos e propriedades mecanicas semelhantes aos liquidos, o que caracteriza a sua
fluidez. Em um dos tipos de cristal liquido, classificado como de mesofase colestérica, a

estrutura liquido-cristalina ¢ formada por moléculas quirais. Essas substancias apresentam
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reflexdo seletiva da luz muito sensivel a variacdes de temperatura, sendo utilizadas como
sensores de temperatura por mudanga de cor (BECHTOLD, 2005).
A Tabela 5 apresenta alguns resultados ja relatados da obtencdo dos estereoisOmeros

de 3-hidroxi-2-metilbutanoato de etila a partir da biorredugao de 2-metilacetoacetato de etila.

TABELA 5 - Sintese de 3-hidr6xi-2-metilbutanoato de etila por biorredugdo de 2-metilacetoacetato de etila
catalisada por células integras de diferentes espécies

C syn/ [Substrato]

Microrganismo (%) anti (mM) Condicoes Referéncia
Saccharomyces 87/13 . . . Nakamura et
cerevisiae 59 (2R3S) 40 Vieacio: 25mL, biomassa: 800g /L, 48h al.. 1989b
Penicillium 3/97 . . o Iwamoto et
purpurogenum 62 (25.38) 12,8 Frasco agitado, Vego: S0mL, 25°C, 24h al.. 2000

. 25/75 Frasco agitado, V eycz0: S0mL, Bingfeng et
Geotrichum sp. 8 2539 20 biomassa: 160g/L, 28°C, 48h al.. 1995
f;‘elerlol;’hsermop s 73 8020 s Vieagio: 20mL, Glicerol (250mM),  Ishihara et al.,
(DSM 297) (2R,3S) biomassa: 10g /L, 37°C, 20h 1996
Marchantia 38 4/96 3.3 Bridfita, Veacz0: 30mL, Nakamura et
polymorpha (25,35) ’ biomassa: 333g /L, 24h al., 1995

Legenda: C — conversdo; [Substrato] — concentracdo de substrato; Ve, — volume de reacdo

3.10.3 O hidroxiéster 3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila

O hidroxiéster 3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila € um intermedidrio na sintese de
fluoxetina (Prozac®), uma droga utilizada no tratamento de depressao, ansiedade, alcoolismo,
sindrome do panico, incontinéncia urindria, distirbios do sono, obesidade e bulimia. O grande
interesse nesta droga se deve aos seus reduzidos efeitos colaterais em comparacdo com 0s
antidepressivos triciclicos. Esta vantagem estaria relacionada a inibi¢do seletiva da recaptagdo
neuronal de serotonina, com baixa afinidade com os carreadores envolvidos na recaptacao de
outros neurotransmissores (dopamina e noradrenalina), e a auséncia de atuacdo sobre
receptores muscarinicos, a-adrenérgicos e histaminicos H; (ROBERTSON et al., 1988;
HAMMOND et al., 2007).

A fluoxetina possui um mercado anual biliondrio (DEVINE, HEID JR e TSCHAEN,
1997; HAMMOND et al., 2007). Embora seja usada terapeuticamente como racemato, existe
estereoespecificidade associada a sua acdo bioldgica (ROBERTSON et al., 1988). A diferenca

estd relacionada a atividade dos dois principais metabdlitos, (R)- e (S)- norfluoxetina
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(FIGURA 20). A (R)-norfluoxetina é de dez a vinte vezes menos ativa na inibi¢do da
recaptacao de serotonina que a (S)-norfluoxetina. Devido ao longo tempo de meia-vida (16-19
dias) da (S)-norfluoxetina, o tempo para a eliminacao da droga funcional no corpo € reduzido
com a administracdo isolada de (R)-fluoxetina. Em vista da sua aplicabilidade, as pesquisas
foram direcionadas para a sintese assimétrica de ambos os enantiomeros da fluoxetina e de

seus principais metabdlitos (HILBORN et al., 2001).

o 0
NHR; [:::T/\\“/«\NH&

Isémero (S) Isémero (R)

FIGURA 20 - Isdémeros (S) e (R) de fluoxetina (R; = CHj3) e seu principal metabdlito, norfluoxetina (R, = H)

A substancia 3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila também € precursora de outras
drogas estruturalmente semelhantes a fluoxetina e com compardvel estereoespecificidade,
como a nisoxetina e a atomoxetina, apresentadas na Figura 21 (BRACHER e LITZ, 1996). Os
dois compostos sdo inibidores seletivos da recaptacdo neuronal de noradrenalina
(LEMBERGER et al., 1976; SALVI e CHATTOPADHYAY, 2006). A (R)-atomoxetina
(comercializada como Strattera®) € nove vezes mais potente que o isomero () (KUMAR,
NER e DIKE, 1991). O seu uso € indicado no tratamento do transtorno do déficit de atengdao

com hiperatividade, mas ainda ndo esta disponivel no Brasil (LOUZA e MATTOS, 2007).
R1 R1

[:::T/L\“/«\NHCHg ' NHCHg
Isémero (S) Isdmero (R)

FIGURA 21 - Isdmeros (S) e (R) de nisoxetina (R; = OCH3;) e atomoxetina (R; = CH3)

Os compostos enantiomericamente puros (S)-fluoxetina, (R)-fluoxetina e (R)-
atomoxetina podem ser obtidos a partir de (S)-3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila (KUMAR,
NER e DIKE, 1991; CHENEVERT, FORTIER e RHLID, 1992). A Figura 22 apresenta uma

das rotas sintéticas possiveis para a obtenc¢do isolada dos dois isdbmeros da fluoxetina.
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(S)-3-fenil-3-hidroxi- / CF3
propanoato de etila ¢ /O/
o

NHCHj . HCI ©/\/\NHCH3 _HCI
(8)-fluoxetina (R)-fluoxetina

FIGURA 22 - Esquema para obtencdo de fluoxetina; reagentes e condi¢des: (a) LiAlHy, éter; (b) MsCl,
(CH;3CH,);3N, éter, -10-0°C; (c) solugdo aquosa a 40% de CH3;NH, em tetrahidrofurano, 70°C, sob pressao;
(d) NaH, dimetilacetamida, 90°C; p-clorobenzotrifluoreto, 100-105°C; (e) HCl g, éter; (f) trifluoro-p-cresol,
Ph;P, azodicarboxilato de dietila, éter, -23°C. Ms: mesilato
Fonte: CHENEVERT, FORTIER e RHLID, 1992

Na biorreducdo de benzoilacetato de etila ao 3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila, ja
foram realizados diversos estudos de varredura com microrganismos na forma livre, mas ha
poucos estudos com células imobilizadas. A Tabela 6 resume alguns métodos descritos na

literatura para esta reacao.

TABELA 6 - Sintese de 3-fenil-3-hidroxibutanoato de etila por biorredugdo de benzoilacetato de etila catalisada
por células integras de diferentes espécies de microrganismos

C ee [Substrato]

Microrganismo (%) (%) (mM) Condicoes Referéncia
Geotrichum 64 >08 59 Frasco agitado, V eg0: S0mL, Chénevert, Fortier
candidum ) ’ Biomassa: 100g/L, 27°C, 48h e Rhlid, 2002

. >99 Frasco agitado, V ¢g0: 100mL, Ribeiro et al.,
Geotrichum sp. % s 26 biomassa: 3,8g/L (peso-seco), 30°C, 24h 2005
Rhodotorula sp. >99 Frasco agitado, V ¢,g0: 100mL
(AS2.2241) 100 ") 10 biomassa: 120g/L, 30°C, 8h Yang et al., 2006
S. cerevisiae Biorreator, Vieaeo: 585mL; 100uL .
(recombinante — 96 >(z)7 55 NADP, biomassa: 60g/L (peso-seco), Engelking eztoaég
CM3260) 25°C, 48h
Bacillus pumilus 99 95,7 10 Frasco agitado, V eacz0: 300mL, He, Chang e
(Phe-C3) S biomassa: 3g/L (peso-seco), 30°C, 12h Zhang 2008
Kluyveromyces lactis >99 Vieagio: 1mL, biomassa: 100g/L,

(KCTC 7133) 2 s >0 30°C, 24h Cha et al, 2008
Pt gy % P Ve mh st g,
(CCT 3365) (S) & 2009

célcio, Biomassa: 76,6g/L, 30°C, 24h
Legenda: C — conversdo; [Substrato] — concentracdo de substrato; Ve, — volume de reacdo
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3.10.4 O hidroxiéster 4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila

O (8)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila € um importante intermedidrio na sintese de
estatinas, os farmacos mais usados com o objetivo de diminuir os niveis séricos de
lipoproteinas ricas em colesterol e reduzir os riscos de doenca arterial coronariana. Estes
efeitos sdo resultantes da atividade inibidora das estatinas sobre a enzima hidroximetilglutaril-
coenzima A (HMG-CoA) redutase, bloqueando as primeiras etapas da biossintese de
colesterol (AMIDJOJO e WEUSTER-BOTZ, 2005; CAMPO e CARVALHO, 2007).

Estudos de relacdo estrutura-atividade demonstraram que dois centros quirais sao
importantes para a inibi¢do efetiva de HMG-CoA redutase. A nova geracdo de estatinas
sintéticas enantiomericamente puras € representada por atorvastatina (Lipit0r®) e
rosuvastatina (Crestor®), Figura 23. Em 2002, a atorvastatina foi o fairmaco mais vendido no

mundo, rendendo para o fabricante Pfizer cerca de oito bilhdes de ddlares (CAMPO e

CARVALHO, 2007).

OH OH O {/2Ca2+

Ty ] /\/k/‘\/K
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(S)-4-cloro-3-hidroxi-
butanoato de etila N o

1/2Ca2+

rosuvastatina

atorvastatina

FIGURA 23 - Substancias obtidas a partir de (S)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila

O isomero (R)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila pode ser facilmente convertido em
(R)-carnitina (FIGURA 24), um fator essencial no transporte e metabolismo de 4dcidos graxos
de cadeia longa (ZHOU et al., 1983). A sua deficiéncia leva a graves problemas neuroldgicos.
Os principais usos da (R)-carnitina s@o na medicina esportiva e em nutri¢ao infantil (WANG e
HOLLINGSWORTH, 1999). A oxidacao de 4cidos graxos € a principal fonte de energia para
o musculo cardiaco e a administragdo de (R)-carnitina ¢ comum na preven¢ao do enfarte do
miocédrdio (HOPPEL, 2003). Devido a inibicdo competitiva da (S)-carnitina pelas enzimas
transportadoras, existe grande interesse na obtencao exclusiva da forma isomérica (R) (SONG

et al.,, 1995). O hidroxiéster (R)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila pode ainda ser utilizado
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como bloco de constru¢do quiral na sintese de (-)-macrolactin A (FIGURA 24), uma

substancia natural que exibe atividade antiviral e propriedades citotoxicas de células

cancerosas (MARINO et al., 2002).

(R)-4-cloro-3-hidroxi-
butanoato de etila

CH; OH O
CHa—
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N :
CHy @

(R)-carnitina
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o

(-)-macrolactin A

FIGURA 24 — Substincias obtidas a partir de (R)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila

Existe grande interesse na reducdo enantiosseletiva do substrato 4-cloroacetoacetato

de etila para a obtencdo isolada dos estereoisomeros de 4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila.

Em geral, elevadas enantiosseletividades sdo conseguidas apenas com a adicdo de inibidores

enzimaticos toxicos. A Tabela 7 apresenta, resumidamente, alguns métodos ja descritos.

TABELA 7 - Sintese de 4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila por biorreducdo de 4-cloroacetoacetato de etila
catalisada por células integras de diferentes espécies de microrganismos

C

ee

[Substrato]

Microrganismo %) (%) (mM) Condicoes Referéncia
Sacch.a.romy ces 95,2 Frasco agitado, V.00 SOmL, dlcool alilico, Houng et al.,
cerevisiae 62 s 733 biomassa: 400g/L, 30°C, 2h 2003
(Yung Chang Co.) ’ gt ’

S. cerevisiae 823 92,3 735 Frasco agitado, V eycz0: 20mL, Houng et al.,
(Yung Chang Co.) ’ S ’ Biomassa: 150g/L, 30°C, 12h 2007
S. cerevisiae 90 Biorreator, Ve.ci0: 435mL, acetato de n- Encelkine et
(recombinante — 100 ) 200 butila (17,2% v/v), biomassa: 50g/L gal 2%06
CM3260) (peso-seco), 100uL NADP, 25°C, 10h v

Lactobacillus kefir |0 >99 450 Biorreator, Vyeaso: 200mL; 2-propanol (5% Weﬁg;f}gﬁ:
(DSMZ 20587) S v/v), biomassa: 50g/L; 30°C; 3h 1998’
ZZ?;C ‘;Z;OMY;W ces 60 60 20 Tubos fechados, V eygzo: SmL, Molinari et al.,
(CBS 397) (R) biomassa: 50g/L (peso-seco), 24h 1999
Saccharomyces 100 86 20 Vieagio: 25mL, Brometo de alila: 4g/L, Forni et al.,
cerevisiae (FALA) (R) biomassa: 224g/L, 2h 2002

Legenda: C — conversdo; [Substrato] — concentracdo de substrato; Ve, — volume de reacdo
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4 METODOLOGIA

4.1 SUBSTRATOS DE REDUCAO

As reagoes de reducao foram realizadas com cinco f-cetoésteres (FIGURA 2, pagina
20):
e acetoacetato de etila (VETEC), 99%, densidade (d) = 1,030g/mL;
e acetoacetato de metila (Aldrich), 99%, d = 1,076g/mL;
e 2-metilacetoacetato de etila (Aldrich), 90%, d = 1,019g/mL,;
® Dbenzoilacetato de etila (Aldrich), 90%, d = 1,110g/mL;
e 4-cloroacetoacetato de etila (Aldrich), 95%, d = 1,218g/mL.

4.2 REDUCAO QUIMICA (PRODUCAO DO RACEMATO)

O racemato foi utilizado como padrdo para a caracterizagdo dos produtos apds a
reacdo microbioldgica. Adicionou-se 1g de substrato a 10ml de metanol. Lentamente, sob
agitacdo e em banho de gelo, 0,3g de boroidreto de sodio foi acrescentado a mistura. Apos
1,5h, a reagdo foi interrompida com a adi¢do de 4cido cloridrico a 10%, até que a solucdo
atingisse pH 5. O produto foi extraido com diclorometano. A fase organica sofreu secagem
com sulfato de sodio anidro, filtracdo e evaporacdo do solvente em evaporador rotatério

(RIBEIRO, 2007).

4.3 MICRORGANISMOS E CONDICOES DE CRESCIMENTO

Os microrganismos utilizados foram: Saccharomyces cerevisiae 40, Saccharomyces
cerevisiae 60, Saccharomyces cerevisiae 80, Hansenula sp., Candida sp., Pichia sp.,
Kluyveromyces marxianus, Rhodotorula rubra, Rhodotorula minuta, Rhodotorula lactosa,
Rhodotorula pallida F2, Rhodotorula pallida G, Aspergillus niger, Mucor ramannianus e
Trichoderma harzianum. Todos pertencem a Colecdo do Departamento de Engenharia
Bioquimica (Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro) e foram mantidos
por repiques sucessivos em agar Sabouraud (para as leveduras) ou agar batata dextrose (para

os fungos filamentosos). As culturas foram armazenadas a 4°C.
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Para a obtencdo de biomassa utilizada nos experimentos de biorreducdo, os
microrganismos foram cultivados em frascos Erlenmeyer de S00mL de capacidade, contendo
100mL de meio liquido com a seguinte composi¢ao (g/L): glicose, 10; extrato de levedura, 5;
peptona de carne, 5; sulfato de amonio, 1; sulfato de magnésio hepta-hidratado, 1 (RIBEIRO
et al., 2005). O pH inicial do meio foi ajustado para 5,5. Apds autoclavacdo (121°C, 20min),
os meios foram inoculados com esporos de fungos filamentosos (10° esporos) — obtidos de
culturas em agar dextrose batata — ou com células de leveduras — provenientes de culturas em
agar Sabouraud. Os meios inoculados foram incubados a 30°C em agitador/ incubador (Series
25D Incubator Shaker — New Brunswick), sob agitacdo de 150rpm, durante 48h. A biomassa
formada foi separada por centrifugacdo (3500rpm por 10 minutos) ou filtragdo, lavada com
dgua destilada e utilizada nas biotransformacdes na forma livre ou imobilizada, na

concentracao de 4g/L (peso-seco), exceto quando especificado.

4.4 IMOBILIZACAO DE MICRORGANISMOS

Células de leveduras foram imobilizadas em esferas de alginato de cdlcio de modo
semelhante ao descrito por Ribeiro et al. (2005). Células de leveduras (0,8g peso-seco),
obtidas de acordo com o item 4.3, foram misturadas a S0mL de solucdo de alginato de sédio
1,5% (p/v). A mistura foi acondicionada em frasco de Mariotte acoplado a uma mangueira de
silicone conectada a uma ponteira (para micropipeta automdtica) de 1mL (FIGURA 25) e
mantida sob agitacdo magnética. Em seguida, foi gotejada no interior de uma proveta de
250mL de capacidade contendo cerca de 200mL de uma solucao de cloreto de célcio a 0,1M,
formando esferas de alginato de célcio de 3,Imm de didmetro, em média, contendo
microrganismos. Apos 30 minutos a temperatura ambiente, as esferas foram utilizadas nos
experimentos de reducdo ou conservadas durante 15 dias, a 4°C, em pequenas garrafas de
cultura fechadas e totalmente preenchidas com solu¢do aquosa de CaCl, (0,1M), conforme

especificado nos resultados.
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Células + solugdo de alginato de
<«— s6dio 1,5% (p/v)

Agitacao

CaCl,0,1M

FIGURA 25 - Sistema para imobilizac¢do de células em esferas de alginato de cdlcio

Para a imobiliza¢dao em espuma de poliuretano, foi utilizado procedimento adaptado de
Tamalampudi et al. (2007). Fragmentos de espuma (d = O,OZg/cm3, marca 3M) previamente
lavados em &4gua destilada e autoclavados (121°C, 20min), foram adicionados ao meio de
crescimento descrito no item 4.3, logo apds a inoculacdo de células de leveduras ou esporos
de fungos filamentosos. Foram testados fragmentos de dois tamanhos diferentes: com 5mm’ e
com 25mm x 17mm x 17mm. Apds 48h, a 30°C e 150rpm, os fragmentos de espuma com a
biomassa formada aderida foram separados por filtracdo, lavados com &dgua destilada e

utilizados nas biotransformacgdes.

4.5 BIOTRANSFORMACAO

A biomassa (células livres ou imobilizadas), inicialmente na concentracdo de 4g/L, foi
adicionada a frascos Erlenmeyer de 500mL de capacidade preenchidos com 100mL de meio
de redugdo contendo (g/L): glicose, 50; cloreto de magnésio, 1. Apds 30min, adicionou-se o
substrato (0,5mL) solubilizado em 1mL de etanol. Decorridas 24h em agitador/ incubador a
30°C, 150rpm, a biomassa foi separada por centrifuga¢do ou filtracdo e os produtos presentes
no sobrenadante foram extraidos com acetato de etila. Os experimentos foram realizados em
duplicata. As amostras foram analisadas apds secagem com sulfato de sédio anidro, filtracdo e
evaporacgdo do solvente (RIBEIRO et al., 2005).

Nos estudos de reciclos com células imobilizadas em alginato de cdlcio, estas foram
lavadas com &gua destilada logo apds as biorreducdes e reutilizadas imediatamente ou
conservadas durante quinze dias, a 4°C, em pequenas garrafas de cultura fechadas e
totalmente preenchidas com solu¢cdo aquosa de CaCl, (0,1M), conforme especificado nos

resultados. As células imobilizadas que ficaram estocadas foram ativadas em meio para
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obtencdo de biomassa (item 4.3) durante 3h em agitador/ incubador a 30°C, 150rpm, antes de
serem reutilizadas.

Nos ensaios em sistema multifisico, o procedimento foi semelhante a
biotransformacdo em meio aquoso, sendo 20mL do meio de reagdo substituidos por 20mL de

acetato de etila ou acetato de n-butila.

4.6 SELECAO DAS CONDICOES DE BIORREDUCAO DE BENZOILACETATO DE
ETILA E 4-CLOROACETOACETATO DE ETILA

Para o estudo de algumas condi¢des de biorredugdo, foram utilizados planejamentos

estatisticos de experimentos.

4.6.1 Reducao de benzoilacetato de etila por células imobilizadas de R. rubra

Um planejamento fatorial fraciondrio, baseado no método de Taguchi (LOGOTHETIS,
1992; MEDEIROS, 2002), foi utilizado para avaliar algumas condi¢cdes da reducdo de
benzoilacetato de etila por células imobilizadas de R. rubra. Cinco varidveis — o didmetro das
esferas de alginato de célcio (diam), a massa de células em 100mL de meio de reagdo (Cel) e
as concentracdes de glicose (Gli), cloreto de magnésio (MgCl,) e benzoilacetato de etila
(BAE) — foram estudadas em um arranjo ortogonal composto por oito experimentos a dois
niveis (ANEXO 1) acrescido de trés pontos centrais. As colunas 1, 3, 4, 6 e 7 foram ocupadas
pelos cinco fatores, cujos dominios estdo definidos na Tabela 8. As varidveis de resposta
foram o percentual de conversdao e o excesso enantiomérico apds 18h de incubacgdo a 30°C e
150rpm. Células de R. rubra, obtidas segundo o item 4.3, foram ressuspensas em &agua
destilada e adicionadas a uma solucdo de alginato de sodio a 3% (p/v), de modo que a
concentracdo final deste fosse 1,5% (p/v) em 50mL de solug@o e a massa de células estivesse
de acordo com o dominio experimental. Esferas de alginato de célcio com tamanhos
diferentes (2,4mm; 3,Imm e 3,8mm) foram obtidas com ponteiras de 200uL, 1000uL e
5000uL, respectivamente, acopladas a mangueira de silicone durante a imobilizacdo das
células (item 4.4). As esferas foram utilizadas 30min apds a imobilizacdo. O substrato
(benzoilacetato de etila) foi solubilizado em ImL de etanol antes de ser adicionado ao meio.

Todos os experimentos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 500mL de capacidade
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contendo 100mL de meio de reducdo, conforme o planejamento.

TABELA 8 - Variaveis e dominios experimentais avaliados na reducéo de benzoilacetato de etila por células de
Rhodorotula rubra imobilizadas em alginato de cdlcio. Condicdes de incubacdo: 100mL de meio em frasco
Erlenmeyer com capacidade de 500mL, 30°C, 150rpm, 18h

Variavel independente i Nl:)els N
Cel: Massa de células™ em 100mL de meio (g) 0,20 0,40 0,60
diam: Diametro das esferas de alginato de cdlcio (mm) 2.4 3,1 3,8
BAE: Benzoilacetato de etila (mM) 26 39 52
MgCl,: Cloreto de magnésio (g/L) 0,0 1,0 2,0
Gli: Glicose (g/L) 10 30 50

*Determinada por peso-seco (80°C, 24h)

O software Statistica 6.0 foi utilizado na andlise dos resultados. Um experimento em

triplicata foi conduzido nas condi¢des 6timas indicadas pelo planejamento.

4.6.2 Reducao de 4-cloroacetocetato de etila por células imobilizadas de K. marxianus

Um arranjo ortogonal baseado no método de Taguchi, composto por oito experimentos
a dois niveis (ANEXO 1) e trés pontos centrais (LOGOTHETIS, 1992; MEDEIROS, 2002),
foi utilizado para avaliar algumas condi¢des da reducdo de 4-cloroacetoacetato de etila por
células imobilizadas de K. marxianus. Foram estudadas cinco varidveis, respectivamente
alocadas nas colunas 1, 3, 4, 6 e 7: volume de solu¢do de alginato de sédio a 1,5% contendo
células (V), massa de células em 100mL de meio (Cel) e as concentracdes de glicose (Gli),
cloreto de magnésio (MgCl,) e 4-cloroacetoacetato de etila (CAAE). As varidveis foram
alocadas nas colunas 1, 3, 4, 6 e 7. Os dominios experimentais estdo descritos na Tabela 9. As
varidveis de resposta foram o percentual de conversdo e o excesso enantiomérico apés 18h de
incubacao a 30°C e 150rpm. Células de K. marxianus, obtidas segundo o item 4.3, foram
ressuspensas em dgua destilada e adicionadas a uma solucdo de alginato de sodio a 3% (p/v),
de modo que o volume total e a massa de células estivesse de acordo com o dominio
experimental, e a concentragdo final de alginato de sddio fosse 1,5% (p/v). As células foram
imobilizadas em esferas de 3,1mm de didmetro (item 4.4) e utilizadas apds 30min. O didmetro
das esferas foi o0 mesmo em todos os experimentos, devido a grande dificuldade na obtencdo
de particulas menores. O substrato (4-cloroacetoacetato de etila) foi solubilizado em 1mL de

etanol antes de ser adicionado ao meio. Todos os experimentos foram realizados em frascos
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Erlenmeyer de 500mL de capacidade preenchidos com 100mL de meio de reducdo, conforme

o planejamento.

TABELA 9 - Varidveis e dominios experimentais avaliados na reducdo de 4-cloroacetoacetato de etila por
células de Kluyveromyces marxianus imobilizadas em alginato de cdlcio. Condi¢des de incubagdo: 100mL de
meio em frasco Erlenmeyer com capacidade de 500mL, 30°C, 150rpm, 18h

Variavel independente i Nw:)ls n
V: Volume de alginato de s6dio a 1,5% com células (mL) 30 50 70
Cel: Massa de células™ em 100mL de meio (g) 0,19 0,37 0,56
CAAE: 4-Cloroacetoacetato de etila (mM) 35 52,5 70
MgCl,: Cloreto de magnésio (g/L) 0,0 1,0 2,0
Gli: Glicose (g/L) 10 30 50

*Determinada por peso-seco (80°C, 24h)

O software Statistica 6.0 foi utilizado na analise dos resultados. Um experimento em

triplicata foi conduzido nas condi¢des 6timas indicadas pelo planejamento.

4.7 METODOS ANALITICOS

A composi¢ido enantiomérica e diasteroisomérica foi determinada por cromatografia
gasosa de alta resolugdo através do uso de colunas quirais de derivados de S-ciclodextrinas
(RAMOS et al., 2000; RAMOS et al., 2003). A configuracdo absoluta das amostras foi
determinada através de comparagdo com o racemato e com isdmeros isolados. Todas as
andlises foram feitas em cromatdgrafo a gds Hewlett Packard modelo HP5S890 com deteccao
por ionizacdo de chama, com injetor e detector a 250°C. Produtos de reducdo do substrato
4-cloroacetoacetato de etila foram separados com o emprego da coluna capilar LIPODEX E
(25m x 0,25mm x 0,25um), split 1/100, vazao do gas de arraste (Hy) de 1,20mL/min. A
temperatura da coluna, inicialmente 70°C, foi elevada a uma taxa de 5°C/min até 130°C, tendo
sido mantida constante por Smin. Os demais substratos e produtos foram separados em coluna
capilar BGB-176B (25m x 0,25mm x 0,25um), split 1/100. Para as amostras de redugdo de
acetoacetato de etila, a vazdo foi de 1,78mL/min e a temperatura da coluna foi mantida a
75°C. Para acetoacetato de metila e produtos de reducgdo, foi aplicada isoterma de 70°C e
vazdo de 1,64mL/min. Benzoilacetato de etila e produtos de reducdo foram analisados em

isoterma de 140°C e vazao de 1,40mL/min. Para 2-metilacetoacetato de etila, a vazao foi de
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1,86mL/min e a temperatura da coluna, inicialmente 40°C, foi elevada a uma taxa de 5°C/min
até 130°C.

A formacdo de produtos nas reducdes quimicas foi acompanhada por cromatografia
em camada fina utilizando placas de silica gel (Kiesegel 60 Fs4, 0,25mm de espessura) e a
mistura hexano e acetato de etila (7:3 v/v) como eluente. As substancias nas placas foram
visualizadas sob lampada de ultravioleta (254nm) e exposicao ao vapor de iodo.

As andlises por espectrofotometria no infravermelho (IV) com Transformada de
Fourier foram realizadas em um espectrofotometro Nicolet Magna-IR 760, com o emprego da
técnica de filme de KBr.

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H) e ressonéncia
magnética nuclear de carbono (RMN"C) foram obtidos em um espectrometro de Ressonéncia
Magnética Nuclear, fabricado por Briiker, modelo DRX-200, na frequéncia de observacao de
200MHz com sonda dual para tubos de Smm de diametro.

Os espectros de massas foram obtidos em espectrometro de massas Hewlett-Packard
(modelo HP5973) conectado a um cromatégrafo Hewlett-Packard (modelo HP6890),
utilizando impacto de elétrons, 70eV, analisador quadrupolo e modo de aquisicdo por
varredura linear (scan). Os fragmentos foram descritos entre suas unidades de massa atdmica
e carga (m/z) e abundancia relativa expressa para cada fragmento, em percentual (%) em

relacdo ao pico base.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 REDUCAO MICROBIOLOGICA DE S-CETOESTERES COM O USO DE CELULAS
LIVRES

Na primeira etapa do trabalho, vérias linhagens de microrganismos (leveduras e
fungos filamentosos) foram testadas quanto a capacidade de catalisar a reducdo de cinco
[-cetoésteres: acetoacetato de etila, acetoacetato de metila, 2-metilacetoacetato de etila,
benzoilacetato de etila e 4-cloroacetoacetato de etila. As biorreducdes foram conduzidas com
células livres previamente crescidas. Os resultados apresentados a seguir foram obtidos apos
24h de incubagdo. Nao foi realizado estudo cinético, portanto, ndo foi possivel verificar se
houve variacdo no excesso enantiomérico ao longo do tempo. As estruturas de substratos e
produtos foram confirmadas por espectrofotometria no infravermelho (IV), ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H), ressonancia magnética nuclear de carbono

(RMN"C) e espectrometria de massas (ANEXO 2).

5.1.1 Biorreducao de acetoacetato de etila

O substrato acetoacetato de etila € uma substancia simples e de baixo custo, tendo sido
escolhido para a etapa de triagem dos microrganismos capazes de catalisar a reducdo de
p-cetoésteres. Nesta reagao (FIGURA 26), o substrato foi adicionado na concentragao de 0,5%
v/v ou 39mM. Ao todo, quinze microrganismos foram utilizados, sendo trés espécies de
fungos filamentosos (Aspergillus niger, Trichoderma harzianum e Mucor ramannianus) e
doze linhagens de leveduras (Saccharomyces cerevisiae 40, Saccharomyces cerevisiae 60,
Saccharomyces cerevisiae 80, Kluyveromyces marxianus, Rhodotorula minuta, Rhodotorula
rubra, Rhodotorula pallida F2, Rhodotorula pallida G, Rhodotorula lactosa, Hansenula sp.,
Pichia sp. e Candida sp.). Os resultados estdo apresentados na Tabela 10. De acordo com a
literatura consultada, este € o primeiro relato do emprego de T. harzianum, M. ramannianus e

R. rubra na biorredugdo de f-cetoésteres.
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FIGURA 26 - Reducéo de acetoacetato de etila

TABELA 10 — Reducéo microbioldgica de acetoacetato de etila com células livres. Condigdes de incubagao:
100mL de meio em frasco Erlenmeyer com capacidade de 500mL, 30°C, 150rpm, 24h

Microrganismo Conversao (%) ee (%) Configuracao
1 Kluyveromyces marxianus 97 67 R
2 Hansenula sp. 92 85 S
3  Candida sp. 100 20 S
4  Saccharomyces cerevisiae 40 93 85 S
5 Saccharomyces cerevisiae 60 92 84 S
6  Saccharomyces cerevisiae 80 90 81 S
7 Rhodotorula rubra 99 73 S
8  Rhodotorula minuta 96 67 S
9  Pichia sp. 99 66 S
10  Trichoderma harzianum 100 19 R
11 Mucor ramannianus 100 39 S
12 Aspergillus niger 85 51 R
13 Rhodotorula lactosa 10 100 S
14 Rhodotorula pallida F2 33 67 S
15 Rhodotorula pallida G 6 100 S

Como pode ser observado na Tabela 10, a maioria das linhagens estudadas conduziu a
conversdes superiores a 85%, mas o excesso enantiomérico foi menos expressivo. Os
microrganismos K. marxianus, A. niger e T. harzianum forneceram excesso do isomero (R)-3-
hidroxibutanoato de etila, enquanto os demais levaram a formagdo predominante do (S)-
hidroxiéster correspondente. Alguns cromatogramas obtidos por cromatografia quiral podem
ser vistos na Figura 27. Apenas as biotransformagdes em presenca de R. lactosa, R. pallida F2
e R. pallida G resultaram em baixas conversdes (entradas 13, 14 e 15). Por esse motivo, essas

trés leveduras ndo foram utilizadas nos experimentos seguintes.
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FIGURA 27 - Cromatogramas referentes a redug@o de acetoacetato de etila, obtidos por
cromatografia gasosa quiral em coluna BGB-176B (25m x 0,25mm x 0,25um), 75°C
Legenda: A — substrato; B — 3-hidroxibutanoato de etila (racemato obtido por reacdo com NaBH,); C — (R)-3-
hidroxibutanoato de etila; D — reacdo com Rhodotorula rubra; E — reacdo com Kluyveromyces marxianus

A reducdo de acetoacetato de etila ao 3-hidroxibutanoato de etila por fermento de
panificacdo (S. cerevisiae) tem sido estudada como modelo de redu¢do microbioldgica de f-
cetoésteres (CHIN-JOE et al., 2002). Tradicionalmente, o fermento de panificacdo é usado
para reduzir enantiosseletivamente vdrios grupamentos carbonilicos aos compostos
hidroxilados correspondentes. Embora diversas desidrogenases estejam presentes, as reacoes
catalisadas por S. cerevisiae geralmente seguem a regra de Prelog, com a formacdo
predominante do isdmero (S) (SANTANIELLO et al., 1992).

Além do excelente percentual de conversdo conseguido com a levedura K. marxianus
(97%, entrada 1), esta se mostrou particularmente interessante por ter conduzido a um excesso
enantiomérico razodvel de (R)-3-hidroxibutanoato de etila (67% ee). A configuracdo anti-
Prelog do produto também foi conseguida com dois dos trés fungos filamentosos testados (7.
harzianum e A. niger), porém com baixo excesso enantiomérico (19% ee e 51% ee,
respectivamente entradas 10 e 12).

Dentre os microrganismos que forneceram excesso de (S)-3-hidroxibutanoato de etila

e conversao igual ou superior a 90%, Hansenula sp e as trés linhagens de S. cerevisiae
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apresentaram as melhores enantiosseletividades, chegando a 85% ee com Hansenula sp.
(entrada 2) e S. cerevisiae 40 (entrada 4). Esses resultados sdo coerentes com os encontrados
previamente por Ribeiro et al. (2003), que obtiveram o isomero (S) quando empregaram S.
cerevisiae, Hansenula sp. e Dekera sp. (58% ee, 81% ee e 73% ee, respectivamente) e o
isomero (R) com o uso de Aspergillus niger (30% ee) e K. marxianus (18% ee), com
conversdes acima de 85%.

Em estudo de varredura com acetoacetato de etila (20mM) realizado por Molinari et
al. (1999), K. marxianus também levou a formagao de produto com configuracao anti-Prelog,
porém com menos que 5% ee. Melhores resultados foram conseguidos com Pichia etchellsii,
com conversdo maior que 98% e 80% de excesso do isdmero (R). Outros microrganismos
testados, como Candida utilis, Pichia fermentans e Pichia minuta, levaram a formacgao
predominante do ($)-hidroxiéster, com conversoes superiores a 90% e excesso enantiomérico
que variou entre 75-85%. A melhor enantiosseletividade (S) foi conseguida com 50g/L de S.
cerevisiae (peso-seco), com conversao de 90% e mais que 98% ee. Esses resultados sao
compardveis aos apresentados neste trabalho, onde foi utilizado o dobro da concentracdo de
substrato (39mM), menor quantidade de biomassa (4g/L) e igual periodo de incubagio 24h.

Salvi e Chattopadhyay (2004) utilizaram o fungo filamentoso Rhizopus arrhizus na
reducdo de acetoacetato de etila e obtiveram 89% de excesso do (S)-hidroxiéster apés 8 dias
de incubacdo. O micélio do fungo Mucor rouxii obtido em aerobiose foi utilizado por
Mangone et al. (2002) e também forneceu o isémero (S5), com conversao de 100% apds 17h e
com 60% ee. Quando células do mesmo fungo obtidas em anaerobiose foram utilizadas, o
excesso enantiomérico de (S) foi de 95%, com conversao total conseguida apés 24h. Portanto,
a configuracio Prelog também € mais comum entre fungos filamentosos e a
enantiosseletividade pode estar relacionada as condic¢des de cultivo, como aeragao.

Albuquerque et al. (2007) conseguiram excelente excesso enantiomérico (acima de
99%) na obtencdo de (S)-3-hidroxibutanoato de etila. A reacdo foi realizada com o emprego
de uma linhagem de S. cerevisiae haploide e em meio contendo hexano. Porém, a reacao foi
muito lenta: apds 200h de incubacdo, apenas cerca de 40% de conversao foi alcangada.

Em meio contendo glicerol e sacarose, Wolfson et al. (2006) obtiveram mais de 99%
de excesso do isomero (S) quando utilizaram células de S. cerevisiae livres e imobilizadas em
alginato de célcio. Apés 48h de incubagio, a conversio foi de 74% e 99%, respectivamente. E
possivel que a substitui¢ao da glicose por outro cossubstrato aumente a enantiosseletividade.

Em estudos com bridfitas, Speicher, Roeser e Heisel (2003) também obtiveram

produtos conforme previsto pela regra de Prelog. Marchantia polymorpha, Marchantia
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plicata, Riccia fluitans e Asterella blumeana foram utilizadas com 70 a 90% de conversao,
sendo o maior excesso enantiomérico (acima de 95%) conseguido com Riccia fluitans. No
entanto, células vegetais apresentam cultivo mais lento e dispendioso em comparacdo com as

culturas de microrganismos (SATO, 2001).

5.1.2 Biorreducao de acetoacetato de metila

Doze microrganismos que resultaram em elevadas conversdes na biotransformacao de
acetoacetato de etila (S. cerevisiae 40, S. cerevisiae 60, S. cerevisiae 80, K. marxianus, R.
minuta, R. rubra, Hansenula sp., Pichia sp., Candida sp., A. niger, T. harzianum e M.
ramannianus) foram utilizados em redugdes com o substrato acetoacetato de metila (FIGURA
28), na concentracdo de 0,5% v/v ou 46mM. Os resultados das andlises de cromatografia

quiral estdo apresentados na Tabela 11.

0 (0] [H] OH O OH O
/U\/U\O/ reducdo )\/U\O/ * : O/
acetoacetato (R)-3-hidroxi- (8)-3-hidroxi-

de metila butanoato de metila butanoato de metila

FIGURA 28 - Reducéo de acetoacetato de metila

TABELA 11 — Redug¢do microbiolégica de acetoacetato de metila com células livres. Condi¢gdes de incubacdo:
100mL de meio em frasco Erlenmeyer com capacidade de 500mL, 30°C, 150rpm, 24h

Microrganismo Conversao (%) ee (%) Configuracao
1 Kluyveromyces marxianus 84 5 S
2 Hansenula sp. 79 88 S
3 Candida sp. 98 76 S
4 Saccharomyces cerevisiae 40 63 79 S
5  Saccharomyces cerevisiae 60 47 82 S
6  Saccharomyces cerevisiae 80 91 84 S
7 Rhodotorula rubra 87 37 S
8  Rhodotorula minuta 90 35 S
9  Pichia sp. 96 80 S
10  Trichoderma harzianum 100 24 S
11 Mucor ramannianus 100 64 S
12 Aspergillus niger 90 45 R
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Todos os microrganismos testados foram capazes de reduzir o substrato acetoacetato
de metila. A. niger foi o Unico que apresentou enantiosseletividade (R), com 45% ee e
conversao de 90% (TABELA 11, entrada 12). A maior enantiosseletividade (S) foi conseguida
com Hansenula sp. (88% ee), com 79% de conversdo (entrada 2). Pichia sp. também
conduziu a bons resultados, com 80% ee e 96% de conversao (entrada 9). S. cerevisiae 40 e S.
cerevisiae 60 forneceram conversdes de apenas 63% e 47%, respectivamente (entradas 4 e 5).

Alguns cromatogramas tipicos podem ser vistos na Figura 29.
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FIGURA 29 - Cromatogramas referentes a reducgio de acetoacetato de metila, obtidos por
cromatografia gasosa quiral em coluna BGB-176B (25m x 0,25mm x 0,25um), 70°C.
Legenda: A — substrato; B — 3-hidroxibutanoato de metila (racemato obtido por reagdo com NaBHy);
C —reacdo com Pichia sp.; D — reacdo com Mucor ramannianus; E — reacdo com Aspergillus niger

O fermento de panificacdo (S. cerevisiae) € o biocatalisador mais utilizado na redugio
de acetoacetato de metila, com formacdo predominante de (§)-3-hidroxibutanoato de metila
(NORTH, 1996; EMA et al., 1998; WOLFSON et al., 2006; NI e YAO, 2007). Ema et al.
(1998) atingiram 97% ee e 49% de conversdo com S. cerevisiae, mas a concentracdo de

substrato foi de apenas 16,7mM. Wolfson et al. (2006) obtiveram mais de 99% ee e somente
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17% de conversdao em 48h de incubacdo de células livres de S. cerevisiae com 184mM do
substrato em meio sacarose e glicerol. Nas mesmas condi¢cdes, mas com células de S.
cervisiae imobilizadas em alginato de cdlcio, a conversado foi de 95%, com mais de 99% ee. O
fungo Rhizopus arrhizus foi utilizado por Salvi e Chattopadhyay (2004) na redugdo de
acetoacetato de metila, com conversdao de apenas 22% e 71% ee para o (S)-hidroxiéster.
Assim, os resultados obtidos no presente trabalho estdo coerentes com os descritos na

literatura.

5.1.3 Biorreducao de 2-metilacetoacetato de etila

Apds os ensaios com os f-cetoésteres ndo-substituidos, acetoacetato de etila e
acetoacetato de metila, os doze microrganismos que levaram a conversdes superiores a 40%
foram utilizados nas biotransformagdes com o substrato 2-metilacetoacetato de etila
(FIGURA 30) na concentragao de 0,5% v/v ou 32mM. Este substrato apresenta um centro
quiral no carbono « e foi adicionado na forma racémica. Portanto, quatro produtos (dois pares
de enantidmeros) poderiam ser obtidos. A Tabela 12 apresenta os resultados das andlises
cromatograficas. O excesso diasteroisomérico (ed) foi calculado entre o somatdrio dos
isdmeros syn € 0 somatério dos isOmeros anti®. Cromatogramas tipicos podem ser vistos na
Figura 31. A estereoquimica dos produtos foi proposta com base na informacdo de que S.
cerevisiae catalisa a reducdo de 2-metilacetoacetato de etila, resultando no actimulo
predominante do isdmero syn-(2R,3S5)-3-hidréxi-2-metilacetoacetato de etila (NAKAMURA
et al., 1989b; IWAMOTO et al., 2000).

o] 0] [H] OH O (EDH 0
/‘H/U\O/\ redugdo /H)‘\O/\ " /\H‘\O/\
(S)-2-metilacetoacetato syn-(2S,3R)-3-hidroxi- anti-(28,3S)-3-hidréxi-

de etila 2-metilbutanoato de etila 2-metilbutanoato de etila

0 0 H] OH O OH O
/U\./U\O/\ reducdo /\/U\O/\ * /k;/U\O/\
(R)-2-metilacetoacetato syn-(2R,3S)-3-hidroxi- anti-(2R,3R)-3-hidroéxi-

de etila 2-metilbutanoato de etila  2-metilbutanoato de etila
FIGURA 30 - Reducdo de 2-metilacetoacetato de etila
6ed = |D>syn- Zantil

2.syn + 2.anti
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TABELA 12 - Redugdo microbioldgica de 2-metilacetoacetato de etila com células livres. Condi¢des de
incubagdo: 100mL de meio em frasco Erlenmeyer com capacidade de 500mL, 30°C, 150rpm, 24h

Conversao ee (2R,3S) ee (25,3S) ed

Microrganismo (%) syn (%) anti (%) (%) synlanti
1 Kluyveromyces marxianus 99 14 100 66 1/4,9
2 Hansenula sp. 40 78 100 20 1/1,5
3 Candida sp. 93 59 100 76 1/7,2
4  Saccharomyces cerevisiae 40 24 73 100 37 2,2/1
5  Saccharomyces cerevisiae 60 10 83 100 47 2,8/1
6  Saccharomyces cerevisiae 80 15 80 100 68 2,1/1
7  Rhodotorula rubra 93 79 100 60 3,9/1
8  Rhodotorula minuta 89 79 100 61 4/1
9  Pichia sp. 73 78 100 27 1,7/1
10 Trichoderma harzianum 100 76 100 24 1/1,6
11 Mucor ramannianus 100 77 100 29 1/1,8
12 Aspergillus niger 87 50 100 77 1/7,6
A
. v B
J ‘
L D
[
3 4 5 t (min) \

FIGURA 31 - Cromatogramas referentes a reducdo de 2-metilacetoacetato de etila, obtidos por
cromatografia gasosa quiral em coluna BGB-176B (25m x 0,25mm x 0,25um), 100°C
Legenda: A — substrato; B — 3-hidréxi-2-metilbutanoato de etila (racemato obtido por reagdo com NaBH,);
C — reag@o com Candida sp.; D — reacdo com Trichoderma harzianum; E — reagdo com Rhodotorula rubra

Todos os microrganismos testados foram capazes de reduzir o substrato

2-metilacetoacetato de etila na concentracdo de 0,5% v/v ou 32mM, sendo que as trés
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linhagens de S. cerevisiae levaram a conversoes inferiores a 25%. Apenas Candida sp., K.
marxianus, R. rubra, R. minuta, T. harzianum, M. ramannianus € A. niger mantiveram o
percentual de conversao obtido com os substratos nao-substituidos.

K. marxianus, Candida sp., Hansenula sp., T. harzianum, M. ramannianus e A. niger
conduziram ao excesso de anti-(25,35)-3-hidréxi-2-metilbutanoato de etila, enquanto os
demais microrganismos forneceram predominantemente o hidroxiéster syn-(2R,3S). Nenhum
metabdlito correspondente ao anti-(2R,3R) foi detectado nas condicdes estudadas, ou seja, o
excesso enantiomérico para o isomero anti-(25,3S) foi de 100% em todos os casos. Os
melhores resultados foram conseguidos com Candida sp. e A. niger, com os quais a relagdo
anti/syn foi a mais elevada (7,2/1 e 7,6/1, respectivamente) e as conversdes foram de
aproximadamente 90% (TABELA 12, entradas 3 e 12). A maior relacido syn/anti (3,9/1) com
conversio acima de 90% foi obtida com R. rubra, com excesso enantiomérico do isOGmero
syn-(2R,3S) de 79% (entrada 7).

Iwamoto et al. (2000) avaliaram os metabdlitos reduzidos de 2-metilacetoacetato de
etila por sete fungos filamentosos em meio contendo 0,2% do substrato. Apds a reagdo, os
autores detectaram a presenca dos hidroxiésteres syn-(2S,3R), anti-(25,3S) e anti-(2R,3R),
mas ndo observaram a formacdo do isomero syn-(2R,3S). Dos sete fungos testados, cinco
formaram preferencialmente o isdmero anti com as razdes syn/anti variando entre 45/55 a
7/93. O fungo Penicillium purpurogenum forneceu a maior diasterosseletividade (syn/anti =
3/97), sendo que as enantiosseletividades de anti-(25,35) e syn-(25,3R) foram 90% e 99%,
respectivamente. Buisson et al. (1987) demonstraram que a reducdo de 2-metilacetoacetato de
etila pelo fungo Curvularia lunata também levou a formacido majoritdria do anti-(2S,35)-
hidroxiéster correspondente. Esses resultados foram superiores, porém compativeis, com 0s
obtidos neste trabalho em presenca de 7. harzianum, M. ramannianus e A. niger. Além disso,
sugerem uma tendéncia dos fungos filamentosos em conduzir ao acumulo do isdmero anti-
(25,39).

Nakamura et al. (1989b) relatam em seu trabalho que a estereoquimica de reducao de
p-cetoésteres por fermento de panificacdo produz os (S)-hidroxiésteres correspondentes com
excesso enantiomérico razodvel e que a substitui¢ao na posi¢do o por um grupamento alquila
pode aumentar a seletividade. Portanto, se o substituinte em o tem estrutura que exerce grande
diferenca na taxa de redug@o entre os enantiomeros (25)- e (2R)- do f-cetoéster, espera-se
obter um produto com elevado excesso diasteroisomérico. Outro fator que influencia na
estereosseletividade desta reagdo € a possibilidade de isomerizacdo do f-cetoéster na posicao

o. Se a taxa de isomerizagdo entre os substratos de configuragdo (25) e (2R) ndo € rdpida o
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suficiente em comparacdo com a taxa de reducdo, o rendimento quimico do produto nunca
excederd 50%, mesmo que a seletividade da enzima para os isdmeros (2S) e (2R) seja
excelente. Por outro lado, se a racemizagao da posi¢ao a ocorre mais rapido do que a reducdo,
o material de partida permanece racémico até a sua total conversio em produto, sendo
esperada elevada diasterosseletividade.

Nakamura et al. (1989b) avaliaram a isomerizacao do substrato 2-metilacetoacetato de
etila na reducdo catalisada por fermento de panificacdo através do acompanhamento, por
espectrometria de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, da incorporacdo de deutério
na posi¢do a do substrato e do produto. A taxa de incorporagdo de deutério na posi¢do a do f-
cetoéster foi maior do que a taxa de biorredu¢do, mas ndo houve incorporacio de deutério ao
hidroxiéster formado. Essas sdo as condic¢des cinéticas que favorecem a diasterosseletividade.

Na reducdo de 2-metilacetoacetato de etila pela bactéria Bacillus stearothermophilus,
Ishihara et al. (1996) verificaram que a razdo sym/anti dos produtos de reducdo pdde ser
alterada de 80/20 para 98/2 apenas pela adicdo de MgCl,, com mais de 99% ee para syn-
(2R,3S), provavelmente pela inibicdo de enzimas que catalisam a formacao do anti-(2S,35)-
hidroxiéster. Outros inibidores enzimaticos tradicionais, como alcool alilico, cloroacetato de
etila e metilvinilcetona, ndo provocaram alteragdes. No presente trabalho, é possivel que o
meio de reacdo contendo MgCl, também tenha favorecido a formagdo do isomero syn-
(2R,3S). Assim, a retirada deste componente poderia aumentar o acimulo do isdmero anti-
(28,3S) por A. niger e Candida sp.

Bingfeng et al. (1995) verificaram que a aeracdo pode influenciar na relagdo anti/syn
das redugdes deste substrato catalisadas por Geotrichum candidum: sob condi¢des aerdbias,
os produtos anti predominaram (anti/syn = 75/25), ao contrdario do que ocorreu em
anaerobiose (anti/syn = 40/60). Buisson et al. (1987) observaram a estereoinversao entre os
isdmeros syn e anti em presenca de G candidum, mas o fendmeno nao foi relatado por
Iwamoto et al. (2000) quando utilizou P. purpurogenum para catalisar a mesma reacdo. A
estereoinversdo estd relacionada a oxidag@o enantiosseletiva e reversivel de um dos isdmeros
de um d4lcool secundério quiral, seguida da reducdo irreversivel em favor da formacdo do
outro isomero (STRAUSS, FELFER e FABER, 1999) e parece ser frequente com G
candidum (NAKAMURA, FUIJII e IDA, 2001; BUISSON et al., 1987), tendo sido também
observada com Candida parapsilosis (PADHI et al., 2006), Sphingomonas paucimobilis
(ALLAN e CARNELL, 2001) e Nocardia diaphanozonaria (KATO, MITSUDA e OHTA,
2003). Como nao foi realizado estudo cinético neste trabalho, ndo foi possivel verificar a sua

ocorréncia com os microrganismos testados.
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Ao contrério do que ja foi relatado para fermento de panificacio (NAKAMURA et al.,
1989b) e vdrias espécies do género Bacillus (ISHIHARA et al., 1996), que reduzem
preferencialmente o isdmero (R) da mistura racémica de 2-metilacetoacetato de etila, a alga
Chlorella sp. favoreceu a redugdo da forma (S) do S-cetoéster nas condi¢des estudadas por
Kuramoto et al. (1999). Em meio contendo 0,4% do substrato, os autores conseguiram a
relacdo anti/syn de 53/47 com elevada enantiosseletividade (89% ee para o hidroxiéster anti-
(28,35) € 99% ee para o syn-(2S,3R)).

Em estudos com células vegetais, Nakamura et al. (1995) obtiveram excelentes
excessos diasteroisoméricos com elevadas conversdes do substrato 2-metilacetoacetato de
etila ap6s 24h de reagdo. Com a bridfita Marchantia polymorpha, conseguiu-se seletividade
anti (anti/syn = 96/4), com excesso enantiomérico acima de 99% para o isomero anti-(2S5,35);
com Glycine max, houve seletividade syn (syn/anti = 23/2), com 97% ee para o syn-(2R,3S5)-
hidroxiéster. Speicher, Roeser e Heisel (2003) obtiveram mais de 90% de seletividade anti
com Marchantia polymorpha, Marchantia plicata, Riccia fluitans e Asterella blumeana,
sendo que com Marchantia plicata, além do alto excesso diasteroisomérico (maior que 98%)
o excesso enantiomérico do isdmero anti-(25,3S) chegou a 96%. Todavia, mesmo com bons
resultados, o cultivo de células vegetais geralmente € mais complexo e custoso do que as

culturas de microrganismos, tendo uso industrial limitado (SATO, 2001).

5.1.4 Biorreducao de benzoilacetato de etila

Os microrganismos S. cerevisiae 40, S. cerevisiae 60, S. cerevisiae 80, Hansenula sp.,
Pichia sp., Candida sp., K. marxianus, R. rubra, R. minuta, A. niger, T. harzianum e M.
ramannianus foram testados, na forma livre, quanto a capacidade de catalisar a redugdo do
substrato benzoilacetato de etila (FIGURA 32) na concentracido de 0,5% v/v ou 26mM. Os

resultados das andlises de cromatografia gasosa quiral estdo apresentados na Tabela 13.
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(S)-3-fenil-3-hidroxi- (R)-3-fenil-3-hidroxi-
propanoato de etila propanoato de etila
FIGURA 32 — Reducio de benzoilacetato de etila

benzoilacetato de etila
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TABELA 13 — Reducdo microbioldgica de benzoilacetato de etila com células livres. Condig¢des de incubagao:
100mL de meio em frasco Erlenmeyer com capacidade de 500mL, 30°C, 150rpm, 24h

Microrganismo Conversao (%) ee (%) Configuracao
1 Kluyveromyces marxianus 59 100 N
2 Hansenula sp. 0 - -
3  Candida sp. 23 100 S
4  Saccharomyces cerevisiae 40 18 100 S
5  Saccharomyces cerevisiae 60 34 100 S
6  Saccharomyces cerevisiae 80 22 100 S
7 Rhodotorula rubra 61 96 S
8  Rhodotorula minuta 57 100 S
9  Pichia sp. 51 100 S
10 Trichoderma harzianum 19 13 S
11 Mucor ramannianus 89 19 S
12 Aspergillus niger 0 - -

A. niger e Hansenula sp. ndo foram capazes de catalisar a reacdo nas condicdes
estudadas. Os demais microrganismos levaram a conversdao do substrato com formacado
predominante de (S)-3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila, sendo que, com K. marxianus, R.
minuta e Pichia sp. houve 100% de excesso enantiomérico e conversdes superiores a 50%
(TABELA 13, entradas 1, 8 € 9).

A maior conversdo foi conseguida com M. ramannianus (89%), mas o excesso
enantiomérico do isomero (S) foi modesto, 19% (entrada 11). Em trabalhos posteriores, este
microrganismo poderia ser utilizado em estudos de otimiza¢do na tentativa de obter excesso
do (R)-hidroxiéster. Em um dos raros processos de biorreducdo com células integras em que
este hidroxiéster foi obtido, realizado por Ema et al. (2006), os genes das enzimas carbonil
redutase de S. cerevisiae e glicose desidrogenase foram expressados em Escherichia coli. O
isdmero (R) foi obtido com 70% ee.

Os resultados conseguidos com R. minuta (entrada 8) foram superiores aos obtidos por
Milagre et al. (2009) com outra linhagem da mesma espécie (13% de conversiao e 60% ee) e
com os demais microrganismos utilizados pelos mesmos autores na auséncia de inibidores
enzimaticos. No presente trabalho, onde a concentragdo de substrato utilizada foi de 26mM,
embora a conversao ndo tenha sido de 100% em 24h de reacdo, o excesso enantiomérico foi
superior ao obtido por Chénevert, Fortier e Rhlid (1992) com S. cerevisiae (87-93%) e
recentemente por He, Chang e Zhang (2008) com Bacillus pumilus (95,7% ee). Os resultados

aqui apresentados sd@o comparéveis aos obtidos por Ribeiro et al. (2005) com Geotrichum sp.
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nas mesmas condi¢des (79% de conversdo em 24h, com mais de 99% ee). Com Rhodotorula
sp., Yang et al. (2006) obtiveram mais que 99% ee para o isomero (S) e conversdao completa
apos 8h de reagdo. A concentracdo de substrato, entretanto, foi de apenas 10mM.

Cha et al. (2008) também realizaram uma varredura em busca de um biocatalisador
capaz de reduzir o substrato benzoilacetato de etila com conversdo e excesso enantiomérico
elevados. Os microrganismos Candida magnoliae, Geotrichum candidum, Kluyveromyces
lactis e Candida parapsilosis forneceram excessos do isomero (S) superiores a 95%, sendo
que os melhores resultados foram obtidos com K. lactis, com 92% de conversao apds 24h de
reacdo e mais de 99% ee. Quando utilizaram o extrato total de K. lactis na reducdo, esta
ocorreu em presenca de NADPH e ndo ocorreu em presenga de NADH, demonstrando que a
principal enzima envolvida ¢ NADPH-dependente. Os autores identificaram a enzima como a
subunidade alfa de uma d4cido graxo-sintase, clonaram e sobreexpressaram em Pichia
pastoris. O microrganismo recombinante conduziu a 91% de conversdao com mais de 99% ee,
quando foram utilizados 50mM de substrato em 14h de rea¢do e sem um sistema adicional
para a regeneracdo de cofatores. No entanto, todas as reacdes foram realizadas em
microescala (1mL).

Xu e Yuan (2005) utilizaram uma lipase de Candida rugosa para resolver uma mistura
racémica de 3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila e conseguiram excesso enantiomérico de
99,7% do hidroxiéster (S). O método consistiu na esterificacdo do grupamento hidroxila com
acido butirico, seguida da hidrélise enzimatica seletiva. Nesse tipo de resolu¢do de racematos,
o produto pode ser facilmente purificado por cromatografia, mas o maximo rendimento
possivel é de 50%.

A estereoinversdo € uma alternativa na resolu¢cdo de misturas de dlcoois secunddrios
quirais e a vantagem consiste na possibilidade de obtencdo de 100% de um dos enantiomeros.
Padhi et al. (2006) estudaram a estereoinversdao de (R)-3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila
catalisada por Candida parapsilosis ATCC 7330 e observaram a presenga de isdmero (S5)-3-
fenil-3-hidroxipropanoato de etila (68%) ap6s 6h de incubacdo. A partir de 4h de incubacao, o
p-cetoéster benzoilacetato de etila foi detectado, indicando que o mecanismo da catélise por
C. parapsilosis envolve a oxidac@o do hidroxiéster (FIGURA 33). No presente trabalho, além
da reducdo do p-cetoéster, é possivel que também tenha ocorrido estereoinversdo do (R)-
hidroxiéster formado para que tdo elevado excesso enantiomérico do isdmero (S) fosse

conseguido. Futuros estudos cinéticos poderdo fornecer esclarecimentos a respeito.
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FIGURA 33 - Estereoinversdo de (R)-3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila por
Candida parapsilosis ATCC 7330: formagdo de um intermediario S-cetoéster
Fonte: PADHI et al., 2006

Engelking et al. (2006) obtiveram mais que 97% de excesso do isomero (S) nas
redugdes catalisadas por uma linhagem de S. cerevisiae recombinante, com a sobreexpressao
de uma acido graxo-sintase de S. cerevisiae e glucose desidrogenase de Bacillus subtilis. Apds
48h de incubagdo, a conversado foi completa. A adicdo de NADP foi necesséria, pois as células
de E. coli foram permeabilizadas com Triton X-100. Vale ressaltar que as linhagens selvagens,
como as utilizadas no presente trabalho, sdo preferidas as recombinantes, por serem robustas e
mais adequadas ao uso em escala industrial (RIBEIRO et al., 2008).

Dentre os microrganismos testados por Milagre et al. (2009), o que apresentou melhor
desempenho foi Pichia kluyveri, com 89% de conversio e apenas 66% de excesso
enantiomérico do isdmero (S). Apds a imobilizacdo em esferas de alginato de célcio, uso do
inibidor enzimadtico cloroacetofenona e adi¢do de glicose, o excesso enantiomérico foi de
99%. Engelking et al. (2006) verificaram que o rendimento e a enantiosseletividade ndo
sofreram variacdes com o aumento da concentracdo de benzoilacetato de etila (27mM a
480mM) ou a adicao de uma fase organica (acetato de n-butila) nas reducdes catalisadas por
S. cerevisiae recombinante. Com base nessas informacdes, alguns recursos da tecnologia de
bioprocessos, como a imobilizacdo de biocatalisadores e a modificacdo de parametros da

reacdo, poderiam ser utilizados para melhorar esses resultados.

5.1.5 Biorreducao de 4-cloroacetoacetato de etila

Os microrganismos utilizados anteriormente — S. cerevisiae 40, S. cerevisiae 60, S.
cerevisiae 80, Hansenula sp., Pichia sp., Candida sp., K. marxianus, R. rubra, R. minuta, A.
niger, T. harzianum e M. ramannianus — foram testados, na forma livre, quanto a capacidade
de catalisar a reducdo do substrato 4-cloroacetoacetato de etila (FIGURA 34) na concentracao
de 0,5% v/v ou 35mM. Os resultados das anédlises de cromatografia gasosa quiral podem ser

vistos na Tabela 14.
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FIGURA 34 - Reducéo de 4-cloroacetoacetato de etila

TABELA 14 - Redugdo microbiolégica de 4-cloroacetoacetato de etila com células livres. Condig¢des de
incubacdo: 100mL de meio em frasco Erlenmeyer com capacidade de 500mL, 30°C, 150rpm, 24h

Microrganismo Conversao (%) ee (%) Configuracao
1 Kluyveromyces marxianus 95 81 S
2 Hansenula sp. 86 57 S
3 Candida sp. 83 56 S
4  Saccharomyces cerevisiae 40 63 81 S
5  Saccharomyces cerevisiae 60 64 79 S
6  Saccharomyces cerevisiae 80 56 82 S
7 Rhodotorula rubra 100 48 S
8  Rhodotorula minuta 100 50 S
9  Pichia sp. 67 76 S
10  Trichoderma harzianum 95 83 S
11 Mucor ramannianus 98 84 S
12 Aspergillus niger 36 90 S

Todos os microrganismos foram capazes de reduzir o substrato 4-cloroacetoacetato de
etila com a formacdo predominante do isémero (S5)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila. O
maior excesso enantiomérico (90%) foi obtido com A. niger, mas a conversdao foi de apenas
36% (TABELA 14, entrada 12). R. rubra e R. minuta tiveram desempenho semelhante, com
100% de conversdao no periodo de 24h, porém com 48% ee e 50% ee, respectivamente
(entradas 7 e 8). As linhagens 40 e 60 de S. cerevisiae também levaram a resultados
equivalentes, com excesso enantiomérico em torno de 80% e conversio de 63%-64%
(entradas 4 e 5). K. marxianus, M. ramannianus e T. harzianum forneceram bons resultados,
com conversdes em torno de 95% e acima de 80% ee (entradas 1, 10 e 11).

Ja foram descritos varios fungos filamentosos, leveduras, bactérias e actinomicetos
capazes de catalisar esta reacdo (KITA, KATAOKA e SHIMIZU, 1999). Na maioria dos casos
houve a formag¢do predominante do isdmero (S), como também ocorreu no presente trabalho.
Algumas vezes € dificil encontrar um biocatalisador adequado pela varredura de

microrganismos porque a coenzima NADPH ¢é frequentemente requerida nesta redu¢ao e nem
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sempre estdo presentes na mesma célula um sistema eficiente de reciclo de NADPH e uma
enzima redutora de 4-cloroacetoacetato de etila (KITA, KATAOKA e SHIMIZU, 1999;
YANG, YAO e LIN, 2004).

A espécie K. marxianus foi também utilizada por Molinari et al. (1999), mas o isdmero
oposto ((R)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila) foi obtido com 60% ee e 60% de conversao.
Com excec¢do do periodo de incubacdo, que foi de 24h, as condicdes de reacdo foram muito
diferentes: os autores empregaram a levedura liofilizada, na concentracdo de 50g/L (peso-
seco), o substrato foi adicionado na concentracdo de 20mM e o volume total de meio era de
apenas SmL.

Alguns artificios t€m sido usados para melhorar a estereosseletividade de
bioconversdes com células integras. Depois de um estudo de otimizagdo, Houng et al. (2003)
relataram que a adi¢do de 4lcool alilico, um inibidor enzimético, poderia contribuir para o
aumento da enantiosseletividade (S) de fermento de panificacdo na reducdo deste substrato
para 95,2% ee. Em condigdes diferentes e na auséncia do inibidor, os autores obtiveram
82,1% ee com o mesmo biocatalisador (HOUNG et al., 2007). Entretanto, grande quantidade
de biomassa foi empregada (150-400g/L), muito superior a concentra¢do utilizada no presente
trabalho (4g/L peso-seco). Além disso, como o dlcool alilico é carcinogénico e volétil, o seu
uso ndo € recomenddvel em bioprocessos industriais por motivos de seguranga operacional.

Ao contririo do élcool alilico, o brometo de alila € um inibidor enzimético que
direciona a reducdo de 4-cloroacetoacetato de etila catalisada por fermento de panificacdo
para a formacdo predominante do (R)-hidroxiéster (FORNI et al., 2002; YU et al., 2007). Yu
et al. (2007), obtiveram mais de 99% de excesso do isdmero (R) nas reducdes em presenca
deste inibidor catalisadas por fermento de panificacdo permeabilizado em brometo de
cetiltrimetilamonio. O mesmo isdmero foi obtido por Ema et al. (2006) com excesso de 97%
na auséncia de inibidores, mas com uma linhagem recombinante de E. coli que expressava os
genes das enzimas carbonil redutase de S. cerevisiae e glicose desidrogenase e na presenca de
quantidades cataliticas de NADP".

Um sistema multifdsico, com uma fase orginica formada por dibutilftalato, permitiu
que He et al. (2006) alcangassem a conversao de 94,5% e 97,7% ee com o fungo filamentoso
Aureobasidium pullulans. Em meio aquoso, a maxima conversdo foi de 68,6%. Com uma
linhagem selvagem da bactéria Lactobacillus kefir e com o uso de glicose como cossubstrato,
Amidjojo e Weuster-Botz (2005) conseguiram reduzir o substrato 4-cloroacetoacetato de etila
com 87% de excesso do (S)-hidroxiéster e baixa conversdo. No entanto, quando 2-propanol

foi utilizado como cossubstrato, 100% de conversdo e acima de 99% ee foram alcancados. O
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aquecimento de células a aproximadamente 50°C também po6de aumentar a
estereosseletividade de fermento de panificacdo para até 97% ee do isomero (S) (YANG, YAO
e LIN, 2004). O aquecimento de células de leveduras desidratadas em acetona foi capaz de
aumentar para mais de 98% ee do mesmo isdmero, mas a adi¢do de quantidades cataliticas de
coenzima e a presen¢a de um sistema para a sua regeneracdo, como glicose desidrogenase,
foram necessarias (YASOHARA et al., 1999). Os resultados obtidos no presente trabalho
foram compativeis com os encontrados na literatura para células selvagens em meio aquoso,
porém sem pré-tratamento ou uso de inibidores. Isso sugere que algumas técnicas poderiam

aumentar a conversao e a enantiosseletividade da reacgao.

5.1.6 Comparacio entre os substratos utilizados

No presente trabalho, além da influéncia da linhagem do microrganismo empregada
nas biorreducdes, também foram observadas importantes variacdes na conversdo € na
enantiosseletividade quando substratos diferentes foram reduzidos por biocatalisadores
idénticos e nas mesmas condi¢des (TABELA 15). Portanto, a estrutura do substrato é capaz de
afetar as biotransformagdes, conforme relatado por Molinari et al. (1999), Ishihara et al.

(1996) e Nakamura et al. (2003).

TABELA 15 - Comparagdo entre substratos e alguns microrganismos (células livres) utilizados nas
biorredugdes. Conversdes (C) e estereosseletividades obtidas apds 24h de incubagdo a 30°C, 150rpm

o o o o (0] O o o N o o
Microrganismo /u\/u\o/\ )‘\/U\O/ )H/H\O/\ CJ\J\O CIMO/\
C ee C ee C ed C ee C ee
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 K marxianus 97 67 (R) 84 5(8) 99 66 (25,39) 59 100 (S) 95 81 (S)
2 Hansenula sp. 92 85 (9) 79 88 (9) 40  20(25,39) 0 - 86 57 (S)
3 8. cerevisiae 40 93 85 (S) 63 79 (S) 24 37 (2R,35) 18 100 (S) 63 81 (S)
4 R. rubra 99 73 (S) 87 37(S) 93 60 (25,39) 61 96 (S) 100 48 ()
5 T harzianum 100 19(R) | 100 24(S) | 100 24 (25,39) 19 13 (S) 95 83 (S)
6 A. niger 85 51 (R) 90 45 (R) 87 77 (25,39) 0 - 36 90 ()

Os hidroxiésteres quirais obtidos a partir da reducdo dos substratos acetoacetato de

etila e acetoacetato de metila provavelmente apresentam as mesmas aplicagdes como blocos
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de construgdo, pois se diferenciam apenas pelo grupamento éster metilico ou etilico. Embora
a variagdo estrutural seja aparentemente pequena, em geral, os resultados obtidos na reducdo
de acetoacetato de etila foram superiores aos conseguidos na redugdo do S-cetoéster metilico,
como pode ser visto na Tabela 15. S. cerevisiae 40 forneceu conversdo de apenas 63% na
reducdo de acetoacetato de metila, muito inferior ao excelente resultado obtido na redugdo de
acetoacetato de etila, onde a conversao foi de 93% (TABELA 15, entrada 3). A. niger foi o
unico que permaneceu com enantiosseletividade (R) na redug¢do de ambos os substratos, com
elevada conversdo (85-90%) e moderado excesso enantiomérico (45-51%), conforme
apresentado na Tabela 15, entrada 6. Curiosamente, K. marxianus apresentou a maior
enantiosseletividade (R) na reducdo do f-cetoéster etilico (67%), mas levou a apenas 5% ee
do isomero (S) na reducdo de acetoacetato de metila (entrada 1).

A substituicdo na posi¢do o por um grupamento metila foi capaz de provocar
importantes alteracdes nas biorreducdes catalisadas por Hansenula sp. e S. cerevisiae 40. Com
estes dois microrganismos, as conversoes de 2-metilacetoacetato de etila foram inferiores a
50%. Com o substrato nao-substituido, acetoacetato de etila, as conversdes foram superiores a
90% (entradas 2 e 3). Por outro lado, algumas linhagens como K. marxianus, R. rubra e A.
niger, mantiveram as elevadas conversdes obtidas com acetoacetato de etila, porém com
inversao de configuragdo na posi¢do 3 (entradas 1, 4 e 6).

Dentre os cinco [-cetoésteres utilizados neste trabalho, benzoilacetato de etila foi o
que apresentou as mais baixas conversdes. Nao houve reducdo em presenca de Hansenula sp.
e A. niger (entradas 2 e 6). Por outro lado, o excesso enantiomérico foi de 100% para o (S)-
hidroxiéster na maioria dos casos em que houve conversdo. Possivelmente, o grupamento
apolar fenil ligado ao carbono na posi¢do £ do f-cetoéster promove um impedimento estérico
capaz de diminuir a atividade catalitica de algumas enzimas, o que aumentaria a
esterosseletividade do biocatalisador, mas diminuiria a taxa de conversdo. Houve inversao de
configuragdo na reducdo deste substrato em presenca de K. marxianus em compara¢do com
acetoacetato de etila, cujo produto principal foi o (R)-hidroxiéster. A inversdo de configuracdao
também foi observada por Ribeiro et al. (2005) em seus estudos com a mesma linhagem da
levedura K. marxianus e demonstra que a enantiosseletividade pode ser afetada pela estrutura
do substrato.

Ao contrdrio, a presenca de um dtomo de cloro ligado ao carbono da posi¢cdo 4 do 4-
cloroacetoacetato de etila, que confere polaridade a ligacdo, ndo parece ser capaz de aumentar
a estereosseletividade das redugdes catalisadas pelos microrganismos apresentados na Tabela

15. Além disso, as conversdes com este substrato foram mais altas do que com benzoilacetato
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de etila com todos os microrganismos testados, embora o excesso enantiomérico tenha sido
geralmente menor. 7. harzianum, que converteu apenas 19% do substrato benzoilacetato de
etila, com 13% ee, foi considerado um dos melhores biocatalisadores na reducdao de 4-
cloroacetoacetato de etila, com 95% de conversdo e 83% ee (entrada 5). Hansenula sp. que
ndo foi capaz de catalisar a reducdo de benzoilacetato de etila, levou a 86% de conversdo de
4-cloroacetoacetato de etila, com moderada enantiosseletividade (57% ee) (entrada 2). Da
mesma forma que observado para o substrato benzoilacetato de etila, houve inversdo de
configuracdo do produto com os microrganismos K. marxianus € A. niger em comparacao
com o substrato acetoacetato de etila (entradas 1 e 6).

A literatura frequentemente descreve exemplos de que o comprimento da cadeia
carbOnica e a presencga de alguns substituintes podem afetar a biorreducao (MOLINARI et al.,
1999; ISHIHARA et al., 1996; NAKAMURA et al., 2003), provavelmente devido a variagdes
no ajuste do substrato ao sitio ativo da enzima. Na redugdo de ésteres de 4-cloroacetoacetato
de etila por fermento de panificagdo, por exemplo, o éster octilico foi predominantemente
reduzido ao (R)-hidroxiéster correspondente, enquanto o éster etilico foi reduzido com
excesso do isomero (S) (SHIEH, GOPALAN e SIH, 1985). Yang et al. (2006) observaram
variacdo entre ésteres metilico, isopropilico e t-butilico de 2-fenil-2-oxoetanoato nas
biorredugdes catalisadas por uma espécie do género Rhodotorula. Salvi e Chattopadhyay
(2004) também observaram diferenca no excesso enantiomérico na obtengdo de ésteres de 3-
(8)-hidroxibutanoato com o emprego do fungo Rhizopus arrhizus: com o éster metilico os
autores conseguiram 71% ee e 22% de conversdo, enquanto com o éster etilico foi possivel
obter 89% ee e 39% de conversdo no mesmo periodo de incubacio (oito dias). Por outro lado,
apenas o (S)-hidroxiéster foi obtido quando acetoacetato de etila e acetoacetato de #-butila
foram reduzidos em presenca de culturas de células de bridfitas (SPEICHER, ROESER e
HEISEL, 2003). Portanto, pela escolha apropriada do biocatalisador e do substrato, é possivel

direcionar a sintese do produto com a configuracao de interesse.

52 VARIACAO DAS CONDICOES DE BIORREDUCAO DO SUBSTRATO
BENZOILACETATO DE ETILA

A imobilizagdo de biocatalisadores, a adicdao de solventes organicos e a modificacdo de
parametros da reacdo foram empregadas com o proposito de melhorar os resultados

preliminares obtidos com células livres na biorreducao de benzoilacetato de etila.
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5.2.1 Reacao com o uso de células imobilizadas

A imobilizacdo é uma técnica frequentemente utilizada por facilitar o isolamento de
produtos e permitir a reutilizacdo do biocatalisador. Em processos de biotransformacgao
estereoseletiva, além dessas vantagens, outras podem ser conseguidas, devido a influéncia da
imobiliza¢do na configuragcdo do produto, no excesso enantiomérico e na conversao, conforme
relatam trabalhos anteriores (BUQUE et al., 2002; RIBEIRO et al., 2005). Em relacdo ao uso
de células imobilizadas na biorreducdo de benzoilacetato de etila, hd raros estudos
(MILAGRE et al., 2009). Face as vantagens que podem ser obtidas, o efeito da imobilizacao
na reacdo foi avaliado no presente trabalho.

A técnica de aprisionamento em gel, especialmente utilizando alginato de cdlcio, é a
mais usada para imobilizacdo de células vivas (PRADELLA, 2001; MORENO-GARRIDO,
2008). O alginato de calcio j4 foi utilizado com sucesso em biorreducdes, conforme relatado
por Fatima et al. (2007), que compararam algumas matrizes: agarose, carragenana,
poliacrilamida e alginato de célcio na reducdo de 1-acetonaftona por Candida viswanathii. O
gel de alginato de cdlcio foi o que levou a maior conversdo do substrato e eficiéncia de
imobilizacao.

As leveduras S. cerevisiae 40, Pichia sp., Hansenula sp., Candida sp., K. marxianus e
R. rubra foram imobilizadas em esferas de alginato de cdlcio e testadas novamente quanto a
capacidade de reduzir o substrato benzoilacetato de etila. Os resultados podem ser vistos na

Tabela 16.

TABELA 16 — Reducdo microbioldgica de benzoilacetato de etila com células livres e imobilizadas em alginato
de célcio. Condicdes de incubagdo: 100mL de meio em frasco Erlenmeyer com capacidade de 500mL, 30°C,
150rpm, 24h

Microrganismo Células livres Células imobilizadas

Conversao (%) ee (%) |Conversao (%) ee (%)

1 Kluyveromyces marxianus 59 100 (S) 70 100 (S)

2 Hansenula sp. 0 - 0 -

3 Candida sp. 23 100 (S) 25 100 (S)

4 Saccharomyces cerevisiae 40 18 100 (S) 78,5 100 (S)

5 Rhodotorula rubra 61 96 (S) 84 100 (S)

6 Pichia sp. 51 100 (S) 56 100 (S)
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O (S)-hidroxiéster foi obtido com 100% ee em todos os casos em que houve
conversdo. Este grau de pureza enantiomérica permite a aplicacdo do produto (S$)-3-fenil-3-
hidroxipropanoato de etila como bloco de construcdo quiral. Apds a imobilizagcdo, K.
marxianus, S. cerevisiae 40 e R. rubra conduziram a conversdes muito mais elevadas em
comparacdo com as células livres (TABELA 16, entradas 1, 4 e 5). A diferenca mais
acentuada foi observada com S. cerevisiae 40: com células livres a conversdo foi de apenas
18%, enquanto com as células imobilizadas foi de 78,5% (entrada 4). Células livres e
imobilizadas de Candida sp. e Pichia sp. levaram a resultados similares (entradas 3 e 6), mas
a imobilizacdo apresenta a importante vantagem de reduzir as etapas de purificacdo do
produto.

Uma das principais contribui¢des deste trabalho foi o emprego de R. rubra na reducao
de benzoilacetato de etila. Dentre os microrganismos aqui apresentados, este foi o que levou
aos melhores resultados (entrada 5). Além de ndo ter sido encontrado qualquer relato na
literatura do uso desta levedura na redugdo de f-cetoésteres, a linhagem utilizada foi capaz de
catalisar a reacdo com excelente enantiosseletividade (100% ee) e com elevada conversdo
(84%) ap6s a imobilizacdo em alginato de cdlcio. A conversdo pode ser ainda mais alta se
alguns parametros reacionais forem modificados. Alguns autores também obtiveram a mesma
enantiosseletividade com microrganismos selvagens, porém com concentracdes de substrato
inferiores (YANG et al., 2006), em presenca de inibidores enzimaticos toxicos (MILAGRE et
al., 2009) ou em microescala (CHA et al., 2008).

Milagre et al. (2009) também verificaram aumento das bioconversdes de
benzoilacetato de etila e derivados apds a imobilizagdo de microrganismos em alginato de
calcio, sem variagdes importantes no excesso enantiomérico. Na auséncia de inibidores, a
maxima conversao, obtida com Pichia stipitis, foi de 85% (70% ee). A concentragdo de
substrato foi de apenas 0,5mM. Os autores demonstraram que benzoilacetato de etila tem alta
afinidade pelo gel, ao contrdrio de seu produto de reducao.

Como nao houve redu¢do em presenca de Hansenula sp. mesmo apds a imobilizagdo,
a linhagem nado deve possuir enzimas ativas nas condi¢des estudadas com seletividade para
benzoilacetato de etila. A mesma linhagem foi capaz de reduzir os demais substratos. Esta
peculiaridade pode ser explorada em bioprocessos envolvendo misturas de cetoésteres onde
apenas alguns deles devem ser reduzidos. Além disso, confirma as observacgdes anteriores de
que a estrutura do substrato pode influenciar nas biorreducoes.

Os microrganismos imobilizados foram estocados a 4°C, em pequenas garrafas de

cultura fechadas e totalmente preenchidas com solu¢do de cloreto de cdlcio 0,1M, e
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reutilizados apds quinze dias. Em todos os casos, ndo houve conversido do substrato com as
células estocadas, mesmo apds a ativacdo em meio para obtencdo de biomassa durante 3h
(item 4.5, péagina 60). Este resultado negativo possivelmente se deve as condicdes de
estocagem e/ou a exposicdo prolongada das células ao substrato e produtos residuais, de
natureza téxica, durante o primeiro uso. O estado fisiolégico das células, dificil de ser
controlado com a imobiliza¢do, também pode ter cooperado para o observado (CANILHA,
CARVALHO e SILVA, 2006).

Como um ensaio controle, células de R. rubra foram imobilizadas e estocadas nas
mesma condi¢des, porém utilizadas na redugdo uma unica vez apds 15 dias de
armazenamento. Neste ensaio, também ndo houve conversdo. As enzimas podem ter sofrido
algum tipo de inibicdo em decorréncia da imobilizacdo, seguida da estocagem em baixa
temperatura € em condi¢des que dificultaram as trocas gasosas. Estudos anteriores em
biorreducdo de acetoacetato de etila e 2-acetil-¢butirolactona com células imobilizadas da
mesma linhagem de K. marxianus demonstraram que a reutilizacdo do biocatalisador foi
possivel em intervalos superiores a quinze dias, com elevadas conversdes (RIBEIRO, 2003;
RIBEIRO, 2007). Todavia, as células imobilizadas foram mantidas em frascos Erlenmeyer de
500mL de capacidade, contendo pequeno volume de solucao CaCl, 0,1M, e fechados de modo
a permitir a entrada de ar, condi¢Oes diferentes daquelas do presente trabalho. Houng et al.
(2003) também verificaram que a estocagem de fermento de panificacdo a 4°C, durante dez
dias, exerceu influéncia na redugdo de 4-cloroacetoacetato de etila, principalmente com a
diminuicdo do excesso enantiomérico.

Simultaneamente, foi realizada tentativa de imobilizacdo dos trés fungos filamentosos
e da levedura Candida sp. em fragmentos de espuma de poliuretano com 0,5cm’. Somente um
dos cultivos de M. ramannianus foi efetivamente imobilizado, mas os fragmentos ficaram
aglomerados. Ainda assim, o microrganismo foi utilizado, mas nido houve reducdo do
substrato benzoilacetato de etila, ao contrario do que ocorreu com o micélio disperso, quando

a conversao foi de 89%.

5.2.2 Reacao em sistema multifasico

A adic¢do de uma fase organica ao meio aquoso em bioprocessos estd frequentemente
relacionada a facilidade de recuperacdo do produto e ao aumento da produtividade, por

permitir a adi¢do de substrato em concentracdes mais elevadas. No entanto, o tipo de solvente
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orginico e a quantidade precisam ser cuidadosamente estabelecidos (LEON et al., 1998;
CARVALHO e FONSECA, 2006).

O microrganismo K. marxianus (células livres e imobilizadas em gel de alginato de
calcio) apresentou bom desempenho na reducdo do S-cetoéster benzoilacetato de etila em
meio aquoso e foi utilizado com o objetivo de reduzir o mesmo substrato em meio contendo
20% de acetato de etila. Nas novas condi¢des, ndo houve conversdo. Para verificar se a
auséncia de conversdo estava relacionada a alguma agdo toxica do solvente, as células foram
separadas do meio reacional por centrifugacdo logo apds a incuba¢do na presenca da fase
organica e uma alcada dessas células foi cultivada em placa de Petri contendo agar
Sabouraud. Como foi observado crescimento abundante, a auséncia de biorredugdo nessas
condicdes ndo parece estar relacionada a toxicidade de acetato de etila ou do fS-cetoéster, pois
ao menos parte das células se manteve vidvel apos a exposi¢ao ao solvente organico. Também
nao houve conversio em presenga do fungo 7. harzianum quando utilizado em meio
composto por 20% de acetato de etila. Todavia, mesmo em meio aquoso, a conversio deste
substrato pelo fungo foi baixa (19%) e ndo foi possivel tirar conclusdes a respeito.

Mangone et al. (2002) utilizaram a mistura acetato de etila/dgua na reducdo de
acetoacetato de isopropila por Mucor rouxii e obtiveram apenas 0,9% de conversdo apds 36h
de incubagdo. Quando a reacdo foi conduzida em meio aquoso, 100% de conversdo foi
atingida apds 17h de incubagdo; com a mistura hexano/dgua, foi alcancada conversdao de
100% ap6s 24h. Considerando-se que também nao houve conversdo em presenga de acetato
de etila nos resultados aqui apresentados, a alta afinidade de f-cetoésteres pelo solvente
provavelmente impede a sua utilizacdo em sistema multifésico.

A mistura acetato de n-butila/dgua foi utilizada por Engelking et al. (2006) na reducao
de benzoilacetato de etila por S. cerevisiae e ndo foi observada variacdo na conversdao € no
excesso enantiomérico em comparagao com o meio aquoso. No presente trabalho, o solvente
acetato de n-butila foi testado na concentragdo de 20%, mas houve dificuldade para
concentrar a amostra em evaporador rotatorio (pelo elevado ponto de ebulicdo do solvente) e

as andlises cromatogréficas nao foram realizadas.

5.2.3 Selecao das condicoes de biorreducao

Diante da elevada conversdo obtida com a levedura R. rubra imobilizada em gel de

alginato de célcio e do excelente excesso enantiomérico, este biocatalisador foi selecionado
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para o estudo de algumas condicdes experimentais, uma vez que o presente trabalho se trata
do primeiro relato do emprego deste microrganismo na reducdo de benzoilacetato de etila e
que ha poucos estudos com células imobilizadas nesta reacdo.

O tamanho das esferas de alginato de cdlcio é um importante parametro pelo efeito de
difusdo de substratos, produtos e oxigénio na matriz. Geralmente, esferas menores se mostram
mais favordveis a atividade catalitica pela menor limitacdo na transferéncia de massa
(BUQUE et al., 2002). Buque et al. (2002) testaram esferas com didmetro de 1,2mm, 1,7mm e
2,4mm na reducdo de acetoacetato de etila por S. cerevisiae e Fatima et al. (2007) testaram os
diametros de 1,8mm, 2,4mm, 3,2mm e 3,8mm na redu¢do de l-acetonaftona por Candida
viswanathii. Ambos concluiram que os menores tamanhos forneceram melhores conversoes,
sem variacdes importantes no excesso enantiomérico dos produtos. Por outro lado, a
transferéncia de massa de benzoilacetato de etila poderia ser favorecida por sua maior
afinidade com a matriz polimérica do que com o meio aquoso (MILAGRE et al., 2009).
Assim, o tamanho das particulas poderia nao influenciar como o previsto. Por esses motivos,
o diametro das esferas foi estudado neste trabalho e o dominio experimental (2,4mm, 3,1mm
e 3,8mm) foi escolhido com base nos tamanhos obtidos com as ponteiras proprias para o uso
em micropipetas automdticas (FIGURA 35). Nao foi possivel obter esferas menores de acordo

com a técnica empregada.

FIGURA 35 - Células de Rhodotorula rubra imobilizadas em esferas de alginato de célcio
com diferentes didmetros. Em detalhe, esferas lado a lado (cores invertidas).
Legenda: A — 2,4mm; B — 3,1mm; C — 3,8mm de didmetro

Fatima et al. (2007) compararam diferentes concentracdes de alginato na preparacao
do gel (1%, 1,25%, 1,5%, 1,75%, 2% p/v) e concluiram que, com o aumento da concentragao,

a conversdo de l-acetonaftona ao produto hidroxilado diminuiu. No entanto, as particulas
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obtidas com 1,25% de alginato ndo eram esféricas e apresentavam baixa resisténcia mecanica.
O gel a 1,5%, mais adequado, foi selecionado para ser utilizado em todos os experimentos do
atual estudo.

Elevadas concentracdes de células aumentam as taxas de conversdo de cetoésteres e
afetam a enantiosseletividade (FATIMA et al., 2007; BUQUE et al., 2002). Por outro lado, a
alta densidade de células nas esferas de alginato de cdlcio pode ter efeito negativo, pois as
células também sdo capazes de alterar a transferéncia de massa de substrato, produto e
oxigénio (BUQUE et al., 2002). Assim, além do efeito principal da concentracdo de células, €
importante estudar o efeito de interacdo entre a concentragdo de células e o didmetro das
esferas.

A concentracdo de substrato ¢ uma varidvel importante em qualquer biorreducdo,
podendo favorecer ou inibir a atividade enzimatica e alterar a estereosseletividade (YANG,
YAO e GUAN, 2005). Nas redugdes catalisadas por células, a toxicidade do substrato é um
agravante e limita a quantidade a ser utilizada (FATIMA et al., 2007). Todavia, bioprocessos
com altas concentracdes de substrato s@o mais vidveis economicamente. O uso de células
imobilizadas poderia reduzir o efeito toxico do substrato por formar uma barreira que protege
as células, permitindo que seja adicionado em concentragdes mais elevadas (MILAGRE et al.,
2009). A maior massa de células também poderia favorecer um incremento no volume de
substrato, sendo este mais um efeito de interacdo possivel. As concentra¢des de benzoilacetato
de etila nas biorreducdes catalisadas por células selvagens descritas na literatura variaram
entre SmM e 50mM (HE, CHANG e ZHANG, 2008; MILAGRE et al., 2009; RIBEIRO et al.,
2005; YANG et al., 2006; CHA et al., 2008). Neste trabalho, a concentracio minima foi a
mesma utilizada por Ribeiro et al. (2005) (0,5% v/v ou 26mM), e a méxima foi de 1% v/v ou
52mM.

A presenca de um cossubstrato € essencial para a regeneragcdo de cofatores envolvidos
nas biorreducdes de cetoésteres. Glicose € a substincia mais utilizada com esta finalidade
(HE, CHANG e ZHANG, 2008; MILAGRE et al., 2009; RIBEIRO et al., 2005; CHA et al.,
2008; ENGELKING et al., 2006) e foi empregada inicialmente na concentracdo de 50g/L, a
mesma descrita por Ribeiro et al. (2005). Como quantidades menores sdo utilizadas mesmo
com elevadas concentragdes de células (HOUNG et al., 2007), esta varidvel foi incluida no
planejamento com a inten¢do de ter sua concentracdo diminuida. Os estudos de Buque et al.
(2002) com esferas de alginato de célcio de 1,2mm a 2,4mm indicaram que ndo houve
limitacdo no transporte de glicose nas esferas, independente da concentracdo de células

empregada (6,2-37g/L — peso seco). Isso sugere que os seus efeitos de interacdo podem ser
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desprezados.

Cloreto de magnésio, outro componente do meio de reagdo, foi inicialmente utilizado
na concentragdo de 1g/L, de acordo com Ribeiro et al. (2005). Os fons magnésio podem fazer
parte de grupos prostéticos, sendo necessdrios para a atividade de algumas enzimas
(MADIGAN, MARTINKO e PARKER, 2004). MgCl, pode ainda atuar como inibidor
enzimatico, capaz de aumentar a estereosseletividade na reducdo 2-metilacetoacetato de etila
por Bacillus stearothermophilus (ISHIHARA, YAMAGUCHI e NAKAJIMA, 2003) e mesmo
inverter a enantiosseletividade de fermento de panificacdo na reducdo de 3-oxopentanoato de
etila (NAKAMURA et al., 1989a). Contudo, a adicdo do sal pode ndo ter qualquer efeito,
conforme verificado por Houng et al. (2003) na redu¢do de 4-cloroacetoacetato de etila por
fermento de panificacdo. Para que fosse avaliada a real necessidade da adi¢do de cloreto de
magnésio ao meio de reagdo, a varidvel foi estudada no intervalo de concentracdes de O a
2¢g/L.

Sendo assim, cinco varidveis — diametro das esferas de alginato de célcio (diam), a
massa de células em 100mL de meio (Cel) e as concentracdes de glicose (Gli), cloreto de
magnésio (MgCl,) e benzoilacetato de etila (BAE) — foram selecionadas para esta etapa do
estudo. Empregou-se um planejamento fatorial fraciondrio, baseado no método de Taguchi
(LOGOTHETIS, 1992; MEDEIROS, 2002), com um arranjo ortogonal de oito experimentos a
dois niveis, distribuidos em sete colunas (ANEXO 1). As variaveis ou fatores foram alocados
nas colunas 1, 3, 4, 6 e 7, de acordo com a Figura 36 e o Quadro 3. As demais colunas foram

mantidas vazias para o estudo das interagdes.

InteragBes entre duas colunas
(Col\ Col 1 2 3 4 5 6
W3 D I 4 7
(2) 1 6 7 4
(3) 7 6 5
(4 1 2
(5) 3
(6)

FIGURA 36 - Interagdes entre duas colunas no planejamento de Taguchi com oito experimentos a dois niveis
Fonte: Adaptado de MEDEIROS, 2002
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QUADRO 3 - Distribui¢do de fatores e interacdes em colunas do planejamento de Taguchi para o estudo das

condi¢des de biorreducdo de benzoilacetato de etila por células imobilizadas de Rhodotorula rubra

Fator ou interacao Coluna
Massa de células em 100mL de meio (Cel) 1
Cel x diam 2
Diametro das esferas (diam) 3
Concentragdo de benzoilacetato de etila (BAE) 4
Cel x BAE 5
Concentragdo de cloreto de magnésio (MgCl,) 6
Concentragdo de glicose (Gli) 7

Este arranjo permitiu avaliar algumas interacoes: entre a massa de células e o didmetro

das esferas; entre o didmetro das esferas e a concentragdo de cloreto de magnésio; e entre a

massa de células e a concentracdo de substrato. Trés experimentos do ponto central (onde

todas as varidveis estdo no nivel 0, conforme Tabela 8, pdgina 62) foram incluidos para

avaliar a reprodutibilidade e permitir a andlise de varidncia (ANOVA). O percentual de

conversdo e o excesso enantiomérico apds 18h de incubagdo foram escolhidos como varidveis

de resposta. O excesso enantiomérico ji era de 100%, mas esta varidvel € dependente das

condi¢des reacionais e deve ser mantida alta. A Tabela 17 mostra os resultados encontrados

nos onze experimentos.

TABELA 17 - Resultados do planejamento de Taguchi para o estudo da biorredugcdo de benzoilacetato de etila
catalisada por células de Rhodotorula rubra imobilizadas em alginato de calcio. Condi¢des de incubagdo: 100mL
de meio em frasco Erlenmeyer com capacidade de 500mL, 30°C, 150rpm, 18h

Fatores Variaveis de resposta
N° Exp. Cel (2) diam BAE MgCl, Gli Conversao ee

(mm) (mM) (L) (gL) (%) (%)
1 0,20 2.4 26 0,0 10 15,8 100
2 0,20 2.4 52 2,0 50 5,0 100
3 0,20 3.8 26 2,0 50 30,1 100
4 0,20 3.8 52 0,0 10 10,7 100
5 0,60 3,8 26 0,0 50 75,2 100
6 0,60 3,8 52 2,0 10 29,6 100
7 0,60 2.4 26 2,0 10 72,5 100
8 0,60 2.4 52 0,0 50 21,9 100
9 0,40 3,1 39 1,0 30 33,9 100
10 0,40 3,1 39 1,0 30 36,8 100
11 0,40 3,1 39 1,0 30 32,3 100

Legenda: Cel — massa de células (determinada por peso-seco) em 100mL de meio de reagdo; diam — didmetro
das esferas de alginato de cdlcio; BAE — concentracdo de benzoilacetato de etila; MgCl, — concentracdo de

cloreto de magnésio; Gli — concentragdo de glicose
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Como pode ser visto na Tabela 17, mesmo com a modificacdo de algumas condi¢des
de reacdo, o excesso enantiomérico se manteve 100%. Portanto, somente a conversdo precisa
ser melhorada neste dominio experimental. Os melhores resultados foram obtidos nos
experimentos 5 e 7, onde a concentracdo de cé€lulas foi mdxima e a de substrato, minima.
Embora a conversdo tenha sido menor do que nos estudos preliminares com R. rubra
imobilizada (item 5.2.1, pagina 84), o tempo de incuba¢do também foi menor (18h). E nitido
o efeito negativo da concentracdo de substrato: mesmo com o aumento da quantidade de
células, as conversdes em meio contendo 1,0% de benzoilacetato de etila foram baixas. Além
disso, a presenca de MgCl, no meio de reagdo nio parece ser essencial, ja que estd ausente no
experimento que levou a maior conversdo (entrada 5).

A significancia estatistica de cada efeito foi avaliada por andlise de varidncia
(ANOVA). O coeficiente de variacdo, calculado entre as réplicas do ponto central, foi de
apenas 6,6% e forneceu informacdo sobre a reprodutibilidade de todo o método. A Figura 37

mostra o diagrama de Pareto para a varidvel de resposta (percentual de conversao).

/// 10225

Cel

BAE

Cel x BAE

T IYIVEY Y

diam %4,?1 184
Ml 2.1 0?551 5
Cel x diam -1 ,48?9%
i 05579775
p=II: ,IIIIS

Efeitos estimnados (valores absolutos)

FIGURA 37 - Diagrama de Pareto normalizado para a varidvel de resposta (percentual de
conversio) do planejamento experimental para o estudo da biorredugdo de benzoilacetato de etila
Legenda: Cel — massa de células em 100mL de meio de reacdo; BAE — concentracdo de
benzoilacetato de etila; diam — didmetro das esferas de alginato de cdlcio;

MgCl, — concentragdo de cloreto de magnésio; Gli — concentragdo de glicose
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De acordo com o diagrama de Pareto (FIGURA 37), os efeitos a direita da linha que
indica um valor de p igual a 0,05 (concentracdes de substrato e de células) foram
significativos (p < 0,05) e considerados no modelo. Glicose e MgCl, nao foram significativos
nas concentragdes estudadas (p > 0,05) e ndo fizeram parte do modelo. Com base nisso, no
experimento de confirmacdo, glicose foi utilizada no nivel minimo (10g/L) e MgCl, foi
excluido do meio (o nivel minimo foi 0g/L). A Equag@o 3 representa o dominio experimental

(variaveis normalizadas):
% conversdo = 33,1 + 17,2 X Cel + 3,80 X diam - 15,8 X BAE — 8,25 X Cel X BAE [3]

Onde Cel é a concentragdo de células no meio de reagdo, diam é o didmetro das
esferas de alginato de cdlcio, BAE € a concentracao de benzoilacetato de etila.

A Tabela 18 mostra os coeficientes de regressdo, desvios-padrdo e os valores de p
associados aos pardmetros. O modelo apresentou R? igual 2 0,99 e R’ ajustado de 0,98, o que

indica um bom ajuste do modelo aos dados experimentais.

TABELA 18 - Resultados da andlise de regressdo do planejamento para o estudo da biorreducdo de
benzoilacetato de etila por células imobilizadas de Rhodotorula rubra (varidveis normalizadas)

Coeficiente Desvio-padrao p
Intersecao 33,1 0,69 0,00043
Cel 17,2 0,81 0,00219
Diam 3,80 0,81 0,04221
BAE -15,8 0,81 0,00259
Cel x BAE -8,25 0,81 0,00942

Legenda: Cel — massa de células em 100mL de meio de reacdo; diam — didmetro das esferas de alginato de
célcio; BAE — concentracdo de benzoilacetato de etila

Na Tabela 18 € possivel visualizar o efeito negativo da concentracdo de substrato e
positivo da concentragdo de células e do diametro das esferas. A interacdo entre a
concentracdo de células e a concentracdo de substrato foi significativa e apresentou efeito
negativo. Esses resultados sdo coerentes com os relatados por Buque et al. (2002), em que
elevadas concentracdes de células aumentaram as taxas de conversao de acetoacetato de etila,
mas sao contrarios a observagdo dos mesmos autores de que esferas de imobilizacdo menores
sdo favordveis a reducdo. Essa diferenca possivelmente se deve a afinidade de benzoilacetato
de etila com a matriz polimérica. O efeito negativo da concentracdo de substrato ¢é
freqiientemente relatado (FATIMA et al., 2007; HE et al., 2006).

Assim, no dominio estudado, as melhores condicoes para a biorreducdo de
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benzoilacetato de etila por células imobilizadas de R. rubra apontadas pelo modelo foram:
e Massa de células em 100mL de meio de reacdo: 0,60g (peso-seco);
¢ Diametro das esferas de alginato de calcio: 3,8mm;
e Concentracdo de benzoilacetato de etila: 26mM;
e Concentragdo de glicose: 10g/L;

e Concentragdo de MgCl,: Og/L.

Para verificar se o modelo poderia prever o percentual de conversdo e avaliar o grau
de reprodutibilidade, trés ensaios foram realizados nas condi¢des acima. A conversdo obtida
ap6s 18h de incubacio foi de 81% * 1,3% e o excesso enantiomérico foi de 100% para o
isdomero (S). Esses resultados se encontram acima do previsto pela Equacdo 3 (78% de
conversao) e dentro da faixa de 95% do intervalo de confianga (70,6-85,7%). O coeficiente de
variagdo foi de 1,6%. A Figura 38 mostra os perfis cromatograficos do substrato, do racemato
e da reducdo de benzoilacetato de etila por células imobilizadas de R. rubra. As células
imobilizadas utilizadas nos ensaios de confirmag¢do foram imediatamente reutilizadas nas
mesmas condi¢des, mas ndo houve conversdo apds 18h de incubacdo, provavelmente pela

toxicidade do substrato e/ou produto.

\

\ \ | \ \ | \ | \ |

10 12 14 16  tg (min)

FIGURA 38 - Cromatogramas referentes a reducdo de benzoilacetato de etila, obtidos
por cromatografia gasosa quiral em coluna BGB-176B (25m x 0,25mm x 0,25um), 140°C
Legenda: A — substrato; B — 3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila (racemato obtido por
reacdo com NaBH,); C — reacdo em presenca de Rhodotorula rubra imobilizada em
alginato de cdlcio nas condi¢des indicadas pelo planejamento estatistico de experimentos
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Com um planejamento estatistico formado por apenas onze experimentos, foi possivel
reduzir o substrato benzoilacetato de etila com 81% de conversdao em 18h de incubagdo, com
excelente enantiosseletividade para o isomero (S) (100% ee) e na auséncia de inibidores
enzimdticos. A estabilidade de um microrganismo selvagem, a facilidade operacional
proporcionada pela imobilizacdo do biocatalisador, a simplicidade do meio de reagdo
(somente glicose 10g/L) sdo caracteristicas que favorecem o uso da levedura R. rubra nesta
reacdo. Estudos posteriores devem explorar um novo dominio experimental, com
concentracdes menores de glicose e maiores de células, e as condi¢des para reciclos do
biocatalisador. E possivel que o aumento na quantidade de biomassa permita maior adi¢io de
substrato e a diminuicdo do periodo de incubagdo. Outras varidveis, como o pH e a

temperatura, merecem ser investigadas.

5.3 VARIACAO DAS CONDICOES DE BIORREDUCAO DO SUBSTRATO
4-CLOROACETOACETATO DE ETILA

Para melhorar os resultados obtidos na biorredu¢do de 4-cloroacetoacetato de etila
com células livres, foram utilizados alguns recursos da tecnologia de bioprocessos, como a
imobilizacdo de biocatalisadores, a adi¢do de solventes orginicos e a modificacdo de

parametros da reacao.

5.3.1 Reacao com o uso de células imobilizadas

As leveduras S. cerevisiae 40, Pichia sp., Hansenula sp., Candida sp., K. marxianus,
R. rubra foram testadas quanto a capacidade de reduzir o substrato 4-cloroacetoacetato de

etila apos imobilizacdo em esferas de alginato de cdlcio. Os resultados podem ser vistos na

Tabela 19.
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TABELA 19 - Redugio microbiolégica de 4-cloroacetoacetato de etila com células livres e imobilizadas em
alginato de cdlcio. Condi¢Oes de incubacdo: 100mL de meio em frasco Erlenmeyer com capacidade de 500mL,
30°C, 150rpm, 24h

Microrganismo Células livres Células imobilizadas

Conversao (%) ee (%) |Conversao (%) ee (%)
1 Kluyveromyces marxianus 95 81 (S) 77 84 (S)
2 Hansenula sp. 86 57 (S) 52 63 (S)
3 Candida sp. 83 56 (S) 49 49 (S)
4 Saccharomyces cerevisiae 40 63 81 (S) 42 86 (S)
5 Rhodotorula rubra 100 48 (S) 97 32 (S)
6 Pichia sp. 67 76 (S) 75 78 (S)

O hidroxiéster (§)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila foi o principal produto em todos
os casos. Com a imobilizacdo, Candida sp. € R. rubra forneceram menores conversdes €
excessos enantioméricos em comparacdo com as células livres (TABELA 19, entradas 3 e 5).
Células de K. marxianus, Hansenula sp. e S. cerevisiae 40 levaram a conversdes menores,
mas com aumento na enantiosseletividade (entradas 1, 2 e 4). A conversdao maxima (97%) foi
conseguida com R. rubra, mas com apenas 32% ee (entrada 5). Dentre os microrganismos
imobilizados, K. marxianus foi considerado o melhor biocatalisador na reducdo de
4-cloroacetoacetato de etila, com 84% de excesso do isdmero (S) e moderada conversio
(77%) apods 24h (entrada 1). Embora os resultados com células livres de M. ramannianus
tenham sido superiores na conversdo (98%) e idénticos na enantiosseletividade (TABELA 14,
entrada 11, pagina 79), K. marxianus aprisionado em gel de alginato de célcio foi o
biocatalisador selecionado para os estudos seguintes, pela grande facilidade de isolamento do
produto proporcionada com a imobilizagdo.

Os microrganismos imobilizados foram estocados a 4°C em pequenas garrafas de
cultura totalmente preenchidas com solucao de cloreto de célcio 0,IM e reutilizados apos 15
dias. Nao houve conversdo, possivelmente devido ao método de estocagem, conforme
verificado na redugdo de benzoilacetato de etila por células imobilizadas de R. rubra (item
5.2.1, pagina 84).

Na redug¢do microbiana de 4-cloroacetoacetato de etila, foram encontrados poucos
estudos com células imobilizadas. Nakamura et al. (1985) imobilizaram S. cerevisiae em
alginato de célcio, carragenana, poliacrilamida e poliuretano. As matrizes que apresentaram
melhores resultados foram poliuretano e alginato de cdlcio. A imobilizacdo em poliuretano
levou a formagdo do isdmero (S) com 82% de ee. A imobilizacdo em alginato de cdlcio, ao

contrario do obtido no presente trabalho, conduziu principalmente ao (R)-hidroxiéster, com
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16% ee.

Tendo em vista os resultados de Nakamura et al. (1985), os fungos filamentosos A.
niger, M. ramannianus e T. harzianum foram imobilizados, segundo a técnica de
Tamalampudi et al. (2007), porém com fragmentos maiores de espuma (2,5cm x 1,7cm x
1,7cm), uma vez que os de 0,5cm3 ndo se mostraram eficientes na reducdo de benzoilacetato
de etila (item 5.2.1, pagina 84). Apenas M. ramannianus e A. niger ficaram aderidos na
espuma satisfatoriamente e foram utilizados na reducdo de 4-cloroacetoacetato de etila. No
entanto, o micélio ndo se manteve totalmente aderido durante o periodo de reacdo. Ambos
levaram a formag¢do predominante do isdmero (S), porém com baixas conversoes: 19% (95%
ee) com M. ramannianus ¢ 12% (80% ee) com A. niger. Essas conversdes foram muito
inferiores as obtidas com as células livres — 98% com M. ramannianus e 36% com A. niger
(TABELA 14, entradas 11 e 12, pdgina 79), o que indica que a técnica ou o material ndo

foram adequados.

5.3.2 Reacao em sistema multifasico

Células livres e imobilizadas de K. marxianus foram utilizadas na tentativa de reduzir
o substrato 4-cloroacetoacetato de etila em meio contendo 20% de acetato de etila. Em um
dos ensaios com células imobilizadas, a conversdo foi de apenas 0,69% (100% do isémero
(5)). Nao houve conversdo nos demais experimentos em presenca de solvente organico. O
substrato benzoilacetato de etila também nao sofreu reagdo nas mesmas condicdes (item 5.2.2,
pagina 86) e baixa conversdo foi relatada por Mangone et al. (2002) na redugdo de
acetoacetato de isopropila por Mucor rouxii (0,9%). Estas observagdes indicam que acetato de

etila ndo é um solvente apropriado para a redugdo de S-cetoésteres em sistemas multifasicos.

5.3.3 Seleciao das condicoes de biorreducao

Considerando-se a facilidade operacional proporcionada pelo uso de biocatalisadores
imobilizados e o bom desempenho de K. marxianus na reducdo de 4-cloroacetoacetato de
etila, este microrganismo aprisionado em esferas de alginato de calcio foi selecionado para os
estudos seguintes. Os ensaios com substratos diferentes ndo foram realizados

cronologicamente na ordem apresentada.
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Pelos mesmos motivos apresentados no item 5.2.3 (pdgina 87), que trata do
planejamento experimental para a biorreducio de benzoilacetato de etila, foram estudadas as
varidveis concentracdo de MgCl,, de glicose, de 4-cloroacetoacetato de etila e de células no
meio reacional. As concentragdes de 4-cloroacetoacetato de etila nas biorredugdes catalisadas
por células descritas na literatura variaram entre 15mM e 300mM (AMIDJOJO e WEUSTER-
BOTZ, 2005; HE et al., 2006; YANG et al., 2006; HOUNG, et al., 2007). Neste trabalho, a
concentracdo minima foi 0,5% v/v ou 35mM, e a méxima foi de 1% v/v ou 70mM.

O volume de solucdo de alginato contendo células foi também incluido. Esta varidvel
estd diretamente relacionada com a densidade de células no interior das esferas e pode
representar economia de reagentes e espaco no reator, mas pode afetar a difusdo de substratos,
produtos e oxigénio (BUQUE et al., 2002). Além disso, como foi observado que o alginato de
célcio interage com o substrato benzoilacetato de etila (MILAGRE et al., 2009), € possivel
que alguma influéncia também exista na biorreducdo de 4-cloroacetoacetato de etila. Portanto,
as interacdes entre o volume de solucdo de alginato de sédio e a quantidade de células, bem
como o volume dessa mesma solucdo e a concentragao de substrato sdo possiveis. O tamanho
das esferas de alginato de cdlcio ndo foi avaliado pela grande dificuldade em produzir esferas
muito pequenas com a técnica empregada, tendo sido utilizado o didmetro de 3,1mm em todos
os experimentos desta etapa.

Ao todo, cinco varidveis — volume de solugdo de alginato de cdlcio contendo células
(V) e as concentracdes de 4-cloroacetoacetato de etila (CAAE), cloreto de magnésio (MgCl,),
glicose (Gli) e células no meio de reagdo (Cel) — foram estudadas em um arranjo ortogonal de
oito experimentos a dois niveis, distribuidos em sete colunas (ANEXO 1), baseado nas
recomendacdes de Taguchi (LOGOTHETIS, 1992). As varidveis foram alocadas nas colunas
1,3,4,6¢e7, de acordo com o Quadro 4.

QUADRO 4 - Distribuicdo de fatores e interagdes em colunas do planejamento de Taguchi para o estudo das
condig¢des de biorreducdo de 4-cloroacetoacetato de etila por células imobilizadas de Kluyveromyces marxianus

Fator ou interacao Coluna

Volume de alginato de sédio 1,5% com células (V)

V x Cel

Massa de células em 100mL de meio (Cel)
Concentragdo de 4-cloroacetoacetato de etila (CAAE)
V x CAAE

Concentracgdo de cloreto de magnésio (MgCl,)

~N N AW -

Concentragdo de glicose (Gli)
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Trés experimentos do ponto central (com todas as varidveis no nivel 0, conforme
Tabela 9, pagina 63) foram incluidos para avaliar a reprodutibilidade e permitir a andlise de
variancia (ANOVA). As varidveis de resposta, percentual de conversio e excesso
enantiomérico, foram determinadas apds 18h de incubacdo. A Tabela 20 mostra os resultados

encontrados nos onze experimentos. Todos conduziram ao excesso do isdmero ().

TABELA 20 - Resultados do planejamento de Taguchi para o estudo da biorredugdo de 4-cloroacetoacetato de
etila catalisada por células de Kluyveromyces marxianus imobilizadas em alginato de cdlcio. Condigdes de
incubacdo: 100mL de meio em frasco Erlenmeyer com capacidade de 500mL, 30°C, 150rpm, 18h

N Fatores Variaveis de resposta
Exp. A\ Cel CAAE MgCl, Gli Conversao ee

(mL) (8) (mM) (g/L) (g/L) (%) (%)
1 30 0,19 35 0,0 10 38,6 86,3
2 30 0,19 70 2,0 50 11,8 84,9
3 30 0,56 35 2,0 50 100 94,3
4 30 0,56 70 0,0 10 46,2 85,5
5 70 0,56 35 0,0 50 100 95,0
6 70 0,56 70 2,0 10 53,6 86,3
7 70 0,19 35 2,0 10 26,2 91,0
8 70 0,19 70 0,0 50 10,8 100
9 50 0,37 52,5 1,0 30 38,4 88,4
10 50 0,37 52,5 1,0 30 34,8 87,7
11 50 0,37 52,5 1,0 30 36,4 88,0

Legenda: V — volume de solucdo de alginato de sédio 1,5% p/v contendo células; Cel — massa de células
(determinada por peso-seco) em 100mL de meio de reacdo; CAAE — concentracdo de 4-cloroacetoacetato de
etila; MgCl, — concentracdo de cloreto de magnésio; Gli — concentracdo de glicose

De acordo com a Tabela 20, nos experimentos 3 € 5 (onde a concentragdo de células
foi maxima e a de substrato, minima) foram obtidas conversdes de 100% e elevado excesso
enantiomérico (95,0% e 94,3%, respectivamente). Em ambas as condi¢des, tanto a conversao
como a enantiosseletividade foram superiores as obtidas com células livres de K. marxianus
(95% de conversdo e 81% ee, TABELA 14, entrada 1, pagina 79). A Figura 39 mostra os
cromatogramas do experimento 5, do substrato, do racemato e do padrao do isémero (S). A
maior quantidade de biomassa e a menor concentracdo de substrato sdo coerentes com as
conclusdes de He et al. (2006) na mesma reagdo, porém catalisada por Aureobasidium
pullulans e foram também favordveis a biorreducdo de benzoilacetato de etila (item 5.2.3,
pagina 87). A adicao de MgCl, parece ndo ter qualquer efeito no dominio estudado, conforme
também observado por Houng et al. (2003) na reducdo de 4-cloroacetoacetato de etila por

fermento de panificagdo.
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FIGURA 39 - Cromatogramas referentes a reduc@o de 4-cloroacetoacetato de etila,
obtidos por cromatografia gasosa quiral em coluna LIPODEX E (25m x 0,25mm x 0,25um),
temperatura inicial de 70°C, elevada a uma taxa de 5°C/min até 130°C
Legenda: A — substrato; B — 4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila (racemato obtido por redu¢do com NaBH,);
C — (5)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila; D — Reacdo com células imobilizadas de Kluyveromyces marxianus
(experimento 5 do planejamento estatistico de expermentos); E — Coinjecdo de B e D

Nao foi possivel estabelecer correlacdo entre as varidveis estudadas e o excesso
enantiomérico, mas a boa reprodutibilidade foi verificada pelo baixo desvio-padrdo entre as
réplicas do ponto central (0,36%). Excluindo-se o experimento 8, onde a conversdo foi de
apenas 10,8%, as mesmas condi¢des que proporcionaram mdaxima conversao conduziram a
maior enantiosseletividade. Assim, buscou-se apenas um modelo para prever o percentual de
conversao no dominio estudado.

A andlise de variancia apontou as concentracdes de substrato, células e glicose como
significativas (p < 0,05). Ao contrario, o volume de solucdo de alginato de s6dio com células
e MgCl, ndo foram significativos. Por isso, o sal MgCl, foi excluido do meio reacional, uma
vez que seu nivel minimo foi zero, e a solucao de alginato de sédio com células foi utilizada
no nivel minimo (30mL) no experimento de confirmag¢do. Essa observacdo demonstra

também que a densidade de células no interior das esferas, dentro da faixa estudada, ndo
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parece ter influéncia. A Figura 40 mostra o diagrama de Pareto para a varidvel de resposta

(percentual de conversao).
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FIGURA 40 - Diagrama de Pareto normalizado para a varidvel de resposta (percentual de conversio)
do planejamento experimental para o estudo da biorredugdo de 4-cloroacetoacetato de etila
Legenda: Cel — massa de células em 100mL de meio de reacdo; CAAE — concentracdo de 4-
cloroacetoacetato de etila; Gli — concentrag@o de glicose; V — volume de solugdo de alginato de
sédio 1,5% p/v contendo células; MgCl, — concentracdo de cloreto de magnésio

A Equacio 4 representa o dominio experimental (varidveis normalizadas):

% conversdo = 45,4 + 26,6 X Cel - 17,8 x CAAE + 7,25 X Gli [4]

Onde Cel € a concentracao de células no meio de reacdo, CAAE é a concentragdo de 4-
cloroacetoacetato de etila e Gli € a concentracdo de glicose.

Os coeficientes de regressdo, desvios-padrdo e os valores de p associados aos
parametros estdo apresentados na Tabela 21. Com os valores elevados de R’ e R’ ajustado
(0,96 e 0,94, respectivamente), o modelo foi considerado satisfatério para representar os

dados experimentais. O coeficiente de variagdo encontrado foi de 4,9%.
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TABELA 21 - Resultados da andlise de regressdo do planejamento para o estudo da biorredugdo de 4-
cloroacetoacetato de etila por células imobilizadas de Kluyveromyces marxianus (varidveis normalizadas)

Coeficiente Desvio-padrao )/
Intersecdo 45.4 0,54 0,00014
Cel 26,6 0,64 0,00057
CAAE -17,8 0,64 0,00128
Gli 7,25 0,64 0,00764

Legenda: Cel — massa de células em 100mL de meio de reacdo; CAAE — concentracdo de 4-cloroacetoacetato de
etila; Gli — concentragdo de glicose

Embora a andlise estatistica tenha indicado que a concentracdo de glicose deveria ser
utilizada no nivel maximo, € possivel que o efeito de interacdo entre a concentracdo de
substrato e a de células seja significativo, pois ambos se localizam na coluna 7 (ANEXO 1). A
varidvel glicose deve ser novamente estudada nos planejamentos futuros, porém localizada
em coluna onde as interagdes associadas sejam negligencidveis.

Portanto, com base na Equagdo 4, foram indicadas as seguintes condi¢des para a
reducdo de 4-cloroacetoacetato de etila catalisada por células imobilizadas de K. marxianus
em 100mL de meio de reagdo:

e Massa de células: 0,56g (peso-seco);

¢ (Concentragdo de 4-cloroacetoacetato de etila: 35mM;

¢ (Concentragdo de glicose: 50g/L;

e Concentracao de MgCl,: Og/L;

e Volume de solucao de alginato de sédio contendo células: 30mL.

Um experimento em triplicata foi realizado nas condicdes acima. A conversdo obtida
foi de 99% = 1,7% e o excesso enantiomérico do isémero (S) foi de 91% * 2,5%. O
percentual de conversdo foi acima do previsto pela Equacdo 4 (97%) e se encontra dentro da
faixa de 95% do intervalo de confiancga (91,7-100%). O coeficiente de variacdo foi de 1,7%.

Logo apds os ensaios de confirmacdo, as esferas contendo células K. marxianus foram
reutilizadas nas mesmas condicdes. Ap6s 18h de incubagdo, a conversdo foi de 17,7%, com
73% ee. A baixa conversao provavelmente foi causada pela exposicao prolongada ao substrato
e/ou produto, de natureza toxica, e evidencia a necessidade de desenvolver métodos de
estocagem e regeneracdo que permitam reciclos do biocatalisador.

Ao final do planejamento estatistico, foi possivel determinar as condi¢des para a
reducdo de 4-cloroacetoacetato de etila com 99% de conversdo e 91% ee em 18h de

incubacao. Segundo Houng et al. (2003), pelo menos 95% de excesso enantiomérico € exigido
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para que uma substdncia possa ser utilizada como bloco de construcdo quiral. Esta
enantiosseletividade € dificilmente obtida, mas foi alcangada no presente trabalho, em um dos
experimentos do planejamento estatistico (entrada 5).

De acordo com a literatura consultada, a mdxima enantiosseletividade conseguida com
microrganismos selvagens, em meio aquoso € na auséncia de inibidores enzimaticos foi de
92,3% ee, obtida apés um extenso estudo de otimizacdo (HOUNG et al., 2007). No entanto,
os autores utilizaram 150g/L de células de S. cerevisiae para reduzir 73,5mM de substrato, em
20mL de meio de reagdo. Os resultados aqui apresentados foram obtidos com apenas 5,6g/L
(peso-seco) de células. Portanto, K. marxianus imobilizado em alginato de célcio € um
biocatalisador promissor para esta reagdo. Nos préximos estudos, é recomenddvel incluir
outras varidveis, como a temperatura, o pH, a concentra¢do de glicose e a concentracdo de
células. E possivel ainda que a conversio mdxima seja atingida antes de 18h, sendo necessério

um estudo cinético.
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6 CONCLUSOES

Dentre os quinze microrganismos testados (doze leveduras e trés fungos filamentosos),
doze foram capazes de catalisar a reducéo do f-cetoéster acetoacetato de etila com conversiao
igual ou superior a 85% e foram selecionados para os estudos com outros substratos. De
acordo com a literatura consultada, este € o primeiro relato do emprego de Trichoderma
harzianum, Mucor ramannianus € Rhodotorula rubra na biorreducao de f-cetoésteres.

O ($)-hidroxiéster foi obtido em excesso na maioria das biorredugdes, porém com
variagdo na conversdo € no excesso enantiomético entre os substratos € microrganismos
utilizados. Kluyveromyces marxianus, Trichoderma harzianum e Aspergillus niger
apresentaram enantiosseletividade (R) na reducdo de acetoacetato de etila, mas houve
inversdo de configuracdo em comparacdo com os demais substratos. Aspergillus niger foi o
tnico que manteve a enantiosseletividade (R) também na reducdo de acetoacetato de metila.

Em geral, acetoacetato de etila levou a conversdes e excessos enantioméricos mais
elevados do que acetoacetato de metila, com destaque para Hansenula sp. que conduziu aos
maiores excessos enantioméricos dos (S)-hidroxiésteres correspondentes aos dois substratos
(>85% ee).

O p-cetoéster a-substituido 2-metilacetoacetato de etila sofreu reducgdo catalisada
pelos doze microrganismos, sendo que Aspergillus niger e Candida sp., levaram aos maiores
acumulos de anti-(2S5,35)-3-hidréxi-2-metilbutanoato de etila, enquanto Rhodotorula rubra e
Rhodotorula minuta forneceram principamente o isdmero syn-(2R,3S), com aproximadamente
90% de conversao.

Com excecdo de Hansenula sp. e Aspergillus niger, todos 0s microrganismos foram
capazes de catalisar a reducdo de benzoilacetato de etila, com formagao predominante de (S)-
3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila. As conversdes foram mais baixas em comparacdo com
0s outros substratos, mas o excesso enantiomérico foi de 100% na maioria dos casos. Os
melhores resultados foram alcancados com Rhodotorula rubra: apés a imobilizagdo em
alginato de cdlcio e um planejamento fatorial fraciondrio, o produto (S)-3-fenil-3-
hidroxipropanoato de etila foi obtido com 100% ee e 81% de conversio, em 18h de
incubacao.

A biorredu¢do do substrato 4-cloroacetoacetato de etila ocorreu com todos os
microrganismos testados e o principal produto foi o hidroxiéster (S5)-4-cloro-3-

hidroxibutanoato de etila. Mucor ramannianus e Kluyveromyces marxianus foram
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considerados os melhores biocatalisadores para esta reacdo. Com a imobilizacdo em alginato
de célcio e o planejamento fatorial fraciondrio, Kluyveromyces marxianus levou a 99% de
conversao, com 91% ee do isdmero (S)-4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila, em 18h de
incubacgdo. A reutilizagdo dos biocatalisadores imobilizados, no entanto, ndo apresentou bons
resultados, o que evidencia a necessidade de estudos posteriores.

O solvente acetato de etila ndo se mostrou adequado para a reducdo dos substratos
benzoilacetato de etila e 4-cloroacetoacetato de etila em sistema multifasico, mesmo com a
imobilizacdo do biocatalisador. A imobilizacdo de fungos filamentosos em espuma de
poliuretano também ndo apresentou resultados satisfatorios nas condi¢des empregadas.

A elevada enantiosseletividade com elevada conversdo, alcancadas na redugdo de
benzoilacetato de etila e 4-cloroacetoacetato de etila € raramente obtida com microrganismos
selvagens, em meio aquoso e na auséncia de inibidores. A imobilizacdo e o planejamento
estatistico permitiram reduzir o tempo de incubacdo, com aumento no percentual de

conversao e na enantiosseletividade.



106

7 PERSPECTIVAS

e Avaliar o desempenho de células de Candida sp. e Rhodotorula rubra imobilizadas em
alginato de cdlcio na reducdo de 2-metilacetoacetato de etila, por terem sido estes
biocatalisadores 0s que apresentaram as maiores diasterosseletividades anti e syn,

respectivamente.

e Estudar novos dominios experimentais na reducdo de benzoilacetato de etila e 4-
cloroacetoacetato de etila, incluindo concentragdes maiores de células e menores de glicose,

além das varidveis pH e temperatura.

e Desenvolver métodos de estocagem e reutilizacdo das células imobilizadas.

e Realizar estudos cinéticos, apos o estabelecimento das melhores condi¢des de redugdo.

e Escalonar o processo de sintese.

e [solar e caracterizar as enzimas com atividade redutora presentes em Kluyveromyces

marxianus € Rhodotorula rubra, como contribui¢do cientifica e possivel comercializa¢do das

enzimas.
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ANEXO 1 — Arranjo ortogonal OAg(2) segundo recomendado por Taguchi

ANEXOS

Tr. | Col: 1 2 3 4 5 6 7
1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
2 -1 -1 -1 +1 +1 +1 +1
3 -1 +1 +1 -1 -1 +1 +1
4 -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1
5 +1 -1 +1 -1 +1 -1 +1
6 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1
7 +1 +1 -1 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 -1 +1 -1 -1 +1
a b c a b

b c c b

c

Grupo 1 2 3

TABELA 1A — Arranjo ortogonal OAg(2”) segundo recomendado por Taguchi

Fonte: MEDEIROS, 2002

(Col)\ Col 1 2 3 4 5 6
1) 3 2 5 4 7

Q) 1 6 7 4

3) 7 6 5

@) 1 2

(5) 3
(6)

TABELA 2A — Interacdes entre colunas de um arranjo ortogonal OAg(2’) segundo
recomendado por Taguchi.
Fonte: MEDEIROS, 2002
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ANEXO 2 — Espectros de Infravermelho, RMN e Massas

A seguir estdo apresentados alguns espectros, assinalados com base nos trabalhos de
Silverstein e Webster (2000), Ema et al. (1998) e Chénevert, Fortier e Rhlid (1992).

Espectros de Infravermelho (andlises realizadas no Departamento de Quimica Inorganica do
Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro)

FIGURA 1A - Espectro de infravermelho de acetoacetato de etila, pdgina 125
IV (filme) — 1770cm™ (C=0), 1720cm™ (C=0)

FIGURA 2A - Espectro de infravermelho de 3-hidroxibutanoato de etila obtido por reducao
quimica, pagina 125
IV (filme) — 3444cm™ (C-OH), 1735cm™ (C=0)

FIGURA 3A — Espectro de infravermelho do produto (bruto) de reduciao de acetoacetato de
etila com o uso de Kluyveromyces marxianus (células livres), pagina 126
IV (filme) — 3435cm™ (C-OH), 1735cm™ (C=0)

FIGURA 4A — Espectro de infravermelho do produto (bruto) de reducio de acetoacetato de
etila com o uso de Rhodotorula rubra (células livres), pdgina 126
IV (filme) — 3449cm™ (C-OH), 1739cm™ (C=0)

FIGURA 5A - Espectro de infravermelho de 2-metilacetoacetato de etila, pagina 127
IV (filme) — 1743cm™ (C=0), 1717cm™ (C=0)

FIGURA 6A — Espectro de infravermelho de 3-hidroxi-2-metilbutanoato de etila obtido por
reducdo quimica, pagina 127
IV (filme) — 3434cm™ (C-OH), 1731cm’™ (C=0)

FIGURA 7A - Espectro de infravermelho do produto (bruto) de redugdo de 2-
metilacetoacetato de etila com o uso de Candida sp. (células livres), pagina 128
IV (filme) - 3504cm™ (C-OH), 1739cm™" (C=0)

FIGURA 8A - Espectro de infravermelho do produto (bruto) de redugdo de 2-
metilacetoacetato de etila com o uso de Rhodotorula rubra (células livres), pagina 128
IV (filme) — 3504cm™ (C-OH), 1732cm™ (C=0)

FIGURA 9A — Espectro de infravermelho de benzoilacetato de etila, pagina 129
IV (filme) — 1739cm™ (C=0), 1689cm™ (C=0)

FIGURA 10A — Espectro de infravermelho do produto (bruto) de redu¢do de benzoilacetato
de etila com o uso de Rhodotorula rubra (células livres), pagina 129
IV (filme) — 3512cm™ (C-OH), 1737cm™ (C=0), 1687cm™* (C=0)

FIGURA 11A - Espectro de infravermelho de 4-cloroacetoacetato de etila, pagina 130
IV (filme) — 1750cm™ (C=0), 1731cm™ (C=0)
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FIGURA 12A — Espectro de infravermelho de 4-cloro-3-hidroxibutanoato de etila obtido por
reducdo quimica, pagina 130
IV (filme) — 3464cm™ (C-OH), 1740cm’™ (C=0)

FIGURA 13A - Espectro de infravermelho do produto (bruto) de redugcdo de 4-
cloroacetoacetato de etila com o uso de Kluyveromyces marxianus (células livres), pagina 131
IV (filme) — 3468cm™ (C-OH), 1739cm™ (C=0)

FIGURA 14A — Espectro de infravermelho do produto de reducao de 4-cloroacetoacetato de
etila com o uso de Mucor ramannianus (células livres), pagina 131
IV (filme) — 3448cm™ (C-OH), 1731 cm™ (C=0)

Espectros de RMN (anélises realizadas no Deparmento de Quimica Organica do Instituto de
Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro)

FIGURA 15A - Espectro de RMN'H de 3-hidroxibutanoato de metila obtido por reducdo
quimica, pagina 132

RMN'H (200MHz) CDCl3/8-ppm: 1,19 [d, J = 6,0Hz, 3H, CH3-CH-OH], 2,41-2,45 [m, 2H,
CHOH-CH,-C=0], 3,67 [s, 3H, CH3-0], 3,83-4,22 [m, 1H, CH-OH].

FIGURA 16A — Espectro de RMN"C de 3-hidroxibutanoato de metila obtido por reducao
quimica, pagina 132

RMN"*C (200MHz) CDCl3/5-ppm: 22,5 (CH3;CH), 42,7 (CH,), 51,7 (CH-OH), 64,2 (CH;0),
173,2 (C=0).

FIGURA 17A — Espectro de RMN'H de 2-metil-3-hidroxibutanoato de etila obtido por
reducao quimica, pagina 133

RMN'H (200MHz) CDCl3/3-ppm: 0,84 [d, J = 6,0Hz, 3H, CH;-CH-C=0], 1,17 [t, J = 4,0Hz,
3H, CH3-CH,-O], 1,24 [d, J = 6,0Hz, 3H, CH3-CHOH], 3,50-4,41 [m, picos sobrepostos,
CHOH-CH-CH3;, CH,-CH3, CH-OH].

FIGURA 18A — Espectro de RMN"C de 2-metil-3-hidroxibutanoato de etila obtido por
reducao quimica, pagina 133

RMN"C (200MHz) CDCl3/8-ppm: 12,8 (CH3-CH-C=0), 21,0 (CH;-CHOH), 37,8 (CHOH-
CH-CH3), 60,8 (CH-OH), 68,3 (CH>), 175,0 (C=0).

FIGURA 19A - Espectro de RMN'H do produto (bruto) de reducdo de benzoilacetato de etila
com o uso de Rhodotorula rubra (células imobilizadas), pagina 134

RMN'H (200MHz) CDCls/5-ppm: 1,26 [t, J = 7Hz, 3H, CH;-CH,-O], 2,71-2,76 [m, 2H,
CHOH-CH,-C=0], 4,12-4,29 [m, 2H, CH,-CH3, 2], 5,11-5,17 [m, 1H, CH- OH, 5], 7,28-7,97
[m, 5H, C6H§]-

FIGURA 20A - Espectro de RMN"C do produto (bruto) de redugdo de benzoilacetato de etila
com o uso de Rhodotorula rubra (células imobilizadas), pagina 134

RMN"*C (200MHz) CDCl3/5-ppm: 14,2 (CH3), 43,6 (CHOH-CH,-C=0), 61,0 (CH-OH), 70,5
(CH»-CH3), 172,5 (C=0).



