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RESUMO

Neste trabalho, foi realizada a reducdo enantiosseletiva das cetonas: p-
nitroacetofenona, acetoacetato de etila, a-cloroacetofenona e zerumbona mediada
por fungos endofiticos da Amazobnia, linhagens de Saccharomyces cerevisiae
(Fermento de p&o comercial- FP e linhagens industriais CAT-1 e PE-2) e a resolucao
do &lcool racémico zerumbol por lipase B de Candida antarctica em meio organico.
As cetonas foram reduzidas com NaBH, obtendo-se &lcoois racémicos que foram
utiizados como padrbes para as analises cromatograficas. Na reducao
enantiosseletiva da p-nitroacetofenona por fungos endofiticos amazoénicos foram
obtidos alcoois quirais com excelentes resultados, em 72h, os alcoois tiveram boas
porcentagens de conversbes (87% para CF02_03, 61% para CF03_05) e altos
excessos enantioméricos (ee) (97% e 91%). Os fungos que apresentaram maiores
enantiosseletividades foram as cepas CF02_03 e o CF03_05. Esses microrganismos
foram capazes de formar seletivamente alcoois enantiomericamente puros, sendo a
cepa CF02_03 bastante seletiva para a formacdo de um dos isbmeros e a cepa
CF03_05 foi seletiva para o outro enantiomero. Nas reacdes de reducdo do
acetoacetato de etila, os fungos endofiticos produziram um sub-produto nao
desejado em 24 horas de reacdo. O fungo CF03_05 obteve a maior conversao
(78%) desse produto em 72 horas. As reagdes de reducdo da a-cloroacetofenona
foram realizadas com as cepas CG05 04 e CF03_04. Em 72h produziram alcoois
quirais com as conversdes de 19% e 26% respectivamente, e apresentaram bons
excessos enantioméricos (23% e 47%). Nas reacdes de reducdo do acetoacetato de
etila mediada por FP obteve-se em 36h uma conversao de 0.85% e ee de 26%. Nas
reacoes de reducdo do acetoacetato de etila utilizando linhagens industriais de
Saccharomyces cerevisiae, CAT-1 e PE-2, obteve-se maior conversdo e ee,
destacando-se a reacdo com a cepa PE-2, em 36h, obteve-se 45% de conversao e
ee de >99%, embora com a outra cepa CAT-1 foi obtido uma conversdo baixa de
24% e ee de >99%. Na reacao de reducéo da p-nitroacetofenona utilizando a casca
e polpa do tucuma verificou-se que a formacdo dos alcoois ocorre em 48 horas,
sendo que a maior conversdo (86%) foi obtida com a casca e o maior ee (46%) foi
obtido com a polpa. Segundo dados na literatura, a formacdo dos alcoois se deve
provavelmente a presenca de fungos endofiticos ou enzimas do fruto. A reducao
enantiosseletiva da zerumbona ndo ocorreu quando utilizou-se fungos endofiticos,
fermento de pdo e tucumé. Entretanto, realizou-se a resolucdo do zerumbol
racémico com a enzima Novozyme 435 obtendo-se boa conversao (50%), altos
excessos enantioméricos (>99 e >99%) e razao enatiomérica >200. De modo geral,
obtiveram-se resultados bastante promissores com biocatalisadores alternativos
para reducdo enantiosseletiva de cetonas, com elevado excesso enantiomérico e
porcentagem de conversdo. Um resultado que se destacou foi a seletividade de
duas cepas fangicas onde os enantibmeros foram formados distintamente com cada
uma das cepas. Com este resultado pode-se vizualizar a prospeccéo de diferentes
biocatalisadores com enantiosseletividades distintas para uma mesma reacao.

Palavras-chave: amazénia; fungos endofiticos; alcoois quirais; biorreducéo
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ABSTRACT

This study was performed, enantioselective reduction of ketones: p-
nitroacetophenone, ethyl acetoacetate, a-chloroacetophenone and zerumbone
mediated by endophytic fungi of the Amazon, Saccharomyces cerevisiae (Baker
yeast commercial and industrial strains FP, CAT-1 and PE-2 and the resolution of
racemic alcohol zerumbol by lipase B from Candida antarctica in organic medium.
The ketones were reduced with NaBH,4 to racemic alcohols were used as standards
for GC analysis. In the enantioselective reduction of p-nitroacetophenone by
endophytic fungi the chiral alcohols were obtained with excellent results in 72 hours,
the alcohols had good conversion percentage (87% to CF02_03, 61% to CF03_05)
and high enantiomeric excess (ee) (97% and 91%). Fungi that showed higher
enantioselectivities were strains CF02_03 and CF03_05. These microorganisms
were able to selectively form enantiomerically pure alcohols, and the strain CF02_03
quite selective for the formation of one isomer and the strain CF03_05 was selective
for the other enantiomer. In the reactions of reduction of ethyl acetoacetate, the
endophytics have produced an unwanted product in 24 hours of reaction. The fungus
CFO03_05 obtained the highest conversion (78%) of the product in 72 hours. The
reduction reactions of a-chloroacetophenone were performed with the strains
CGO05_04 and CFO03_04. Chirals alcohols produced in 72 hours with conversions
showed of 19% and 26% respectively, and good enantiomeric excesses (23% and
47%). In the reactions of reduction of ethyl acetoacetate mediated FP was obtained
in 36h and a conversion of 0.85% and 26% ee. In the reactions of reduction of ethyl
acetoacetate using industrial strains of Saccharomyces cerevisiae, CAT-1 and PE-2,
has been a higher conversion and ee, highlighting the reaction with strain PE-2, 36h,
we obtained 45 % conversion and ee of >99%, although another strain with the CAT-
1 was obtained from a low conversion of 24% and ee> 99%. In the reduction reaction
of p-nitroacetophenone using the peel and pulp of tucuma found that the formation of
alcohols in 48 hours, and the highest conversion (86%) was obtained from the bark
and the highest ee (46%) was obtained from the pulp. According to data in the
literature, the formation of alcohols is probably due to the presence of endophytic
fungi or enzymes of the fruit. The enantioselective reduction of zerumbone not
occurred when it was used endophytic fungi, baker yeast and tucuma. However,
there was the resolution of racemic zerumbol with enzyme Novozyme 435 resulting
in good conversion (50%), high enantiomeric excess (>99 and >99%) and
enantiomeric ratio >200. In general, we obtained very promising results with
alternative biocatalysts for enantioselective reduction of ketones with high
enantiomeric excess and conversion. One result that stood out was the selectivity of
two fungal strains where the enantiomers were formed distinctly with each of the
strains. With this result we can visualize the exploration of different biocatalysts with
different enantioselectivities for the same reaction.

Keywords: Amazon; endophytic fungi; chirals alcohols; bioreduction
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1- INTRODUCAO

1.1 Consideracdes gerais

Os avancos em sintese organica nos ultimos anos vém possibilitando a
preparacdo de compostos opticamente puros, em particular Uteis em relagdo as suas
propriedades biolégicas. A producdo de farmacos e moléculas precursoras tem
contribuido para o crescente desenvolvimento de novos processos industriais
(FABER et al., 1997; FABER; PATEL, 2000; DERMIJIAN et al., 2000; CHARTRAIN
et al., 2001).

Um método conhecido para obtencdo de compostos enantiomericamente
puros € o0 uso de enzimas, as enzimas conhecidas industrialmente como
biocatalisadores sdo catalisadores altamente seletivos e vém sendo empregadas na
biotransformacg&o de moléculas bioativas. As modificagBes estruturais nas moléculas
podem levar ao aumento da atividade biol6égica ou a inibicdo de efeitos indesejaveis
(FABER, 2007).

A utilizacdo de microrganismos como catalisadores para a reducdo
assimétrica, ou seja, a transferéncia de dois &tomos de hidrogénio
com a introducdo de um novo centro quiral, de cetonas pré-quirais produzindo os
alcoois correspondentes € uma técnica bem estabelecida na area de biocatalise
(WENDHAUSEN, 1998). E reconhecidamente um método valioso para a preparacao
de alcoois quirais de excelente pureza oOptica. Industrialmente, os fungos sdo mais
valorizados porque as enzimas por eles produzidas geralmente sdo extracelulares, o
que facilita sua recuperacdo do meio (VULFSON, 1994). No entanto, quando é
necessario, biocatalisadores dependentes de cofatores, a utilizagdo de células
inteiras de leveduras € de grande interesse como é o caso da utilizacdo pela
industria de panificagdo de Saccharomyces cerevisiae, mais conhecida como
fermento de pao biolégico. Além do fermento de pédo, o uso de células vegetais tém
aumentado significativamente na sintese organica e esses biocatalisadores sdo
facilmente encontrados em supermercados e manipulados em laboratérios quimica
organica (RODRIGUES et al., 2001; NAKAMURA et al., 2009).



Neste contexto, o presente projeto tem por objetivo estudar a biorreducao de
diferentes cetonas e a resolucdo enzimética do zerumbol, para a obtencdo de

alcoois enantiomericamente puros.
1.2 Compostos Quirais

A maioria das substancias existentes nos organismos vivos sdo quirais,
incluindo o DNA, enzimas, anticorpos e horménios. Em compostos organicos o
centro quiral € um carbono com hibridizacéo sp® que esta ligado a quatro 4&tomos ou
grupo diferentes (Figura 1) (QMCWEB, 2010). Uma molécula é denominada quiral
guando sua imagem especular ndo puder ser sobreposto a molécula original.

Um dos exemplos mais comuns de moléculas quirais sdo chamadas de
enantibmeros. Sao duas substéncias com a mesma estrutura contendo centro ou
centros quirais, uma a imagem especular da outra, que nao se sobrepdem, sao
isbmeros entre si, cada um com atividades biolégicas distintas. Sdo chamados de
diastereoisdmeros aqueles que sdo a imagem especular um do outro, porém sao
sobreponiveis(ROMERO, 1998).

Um grande numero de farmacos apresentam quiralidade e tém em sua
estrutura um ou mais atomos com orientacéo tridimensional muito bem definida. E
de extrema importancia que estes farmacos estejam na forma enantiomericamente
pura, ou seja, apenas na orientacdo correspondente a atividade do farmaco, para
que efeitos indesejados, ocasionados pelo enantiomero que nao tem efeito
terapéutico, ocorram (COELHO, 2001).

Centro
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Figura 1- Representagédo de um centro quiral (COELHO, 2001).

1.2.1 Enantidbmeros

Os enantibmeros séo isdmeros 6pticos que possuem um ou mais centros

quirais. Essas substancias tém as mesmas propriedades quimicas e fisicas (exceto



o desvio da luz polarizada), sao dificeis de serem separadas e com grande facilidade
sao formadas simultaneamente obtendo-se assim o racémico, ou seja, 50% de um
dos enantidmeros, por exemplo, 0 R e 50% do outro enantiomero S (ROMERO,
1998).

Cada enantibmero tém caracteristicas diferentes, podem apresentar
propriedades biolégicas diferentes. O limoneno € um exemplo classico, enquanto
qgue o isbmero R (-) apresenta o odor de laranja, o isbmero S (+) apresenta o odor de
limdo. Outro exemplo da importancia de se ter substancias enantiomericamentes
puras € o medicamento etambutol que tem efeito bioldégico recomendado para a
tuberculose, onde um dos pares de enantidmeros tem efeito tuberculéstéatico, porém
o outro tem efeito adverso grave e pode causar cegueira, Figura 2 (QMCWERB,
2001).
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Figura 2- Exemplo de pares de enantibmeros com atividades biol6gicas diferentes.
(A) Limoneno, (B) Etambutol, (C) Talidomida (QMCWEB, 2010; ALBUQUERQUE
2007)

Outro exemplo classico de medicamento é a talidomida, um sedativo leve que
pode ser utilizado no tratamento de nauseas, muito comum no periodo inicial da
gravidez. Na década de 60, foi lancado e considerado seguro para as gestantes,
sendo administrado como uma mistura racémica, no entanto mal se sabia que um
dos enantibmeros causava deformacdo congénita, afetando principalmente a mé
formacao de bragos e pernas do bebé. Este acontecimento despertou a atencéo da
comunidade cientifica farmacéutica sobre a importancia de se ter no mercado
farmacos enantiomericamente puros (COELHO, 2001).

No mercado mundial existem varios farmacos que ja sao vendidos na forma
opticamente pura, ou seja, sem a mistura do outro enantiomero. A venda de
farmacos na forma racémica ainda ocorre. Entretanto estudos sdo necessarios para
identificar qual dos enantibmeros € responsavel pelo efeito terapéutico do
medicamento e se 0 outro enantibmero tem algum efeito adverso ou em diferentes
propor¢cdes da mistura dos enantiomeros (RODRIGUES; MORAN, 2001).

1.2.2 Alcoois quirais

Alcoois opticamente ativos sdo conhecidos como um importante bloco de
construcdo quiral na sintese de compostos biologicamente ativos para diferentes
setores industriais tais como industria farmacéutica, agroquimica e de fragrancias.
No entanto, quando preparados por métodos biotecnoldgicos, podem ser aplicados
na industria de alimentos e aromas naturais (ZAGOZDA; PLENKIEWICZ, 2006).

Séo exemplos de alcoois quirais utilizados pela indastria: o (S)-mentol, um
terpeno quiral tendo grande aplicagdo como aromatizante pelo efeito refrescante; o
(R)-lavandulol importante aditivo na industria de perfume, o (S)-(+)-sulcatol
importante insumo para a sintese de produtos naturais; o 3-hidroxibutanoato de etila,
um dos alcoois quirais mais utilizados como precursor em sintese organica e o 1-

octen-3-ol, o ferdbmonio importante na atragdo dos mosquitos, tendo chamado a



atencdo de muitos pesquisadores do Brasil. (FRATER, 1979; TAKEN, 1999; SILVA

et. al., 2000).
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Figura 3- Exemplos de &lcoois quirais utilizados na industria (TEMBA et al., 2003)

O uso de sistemas com células inteiras de microrganismos e vegetais tem
conduzido a preparacdo de alcoois quirais com alta seletividade e rendimento e na
maioria dos casos a formacdo de compostos com configuracdo S € observada
(CORDEL, et al., 2007).

Portanto, € vantajoso, a utilizacdo de microrganismos e vegetais como
biocatalisadores alternativos em transformacfes para a introducdo de compostos
pré-quirais e quirais (YADAVA et al., 2002).

1.3 Enzimas

A maior parte da histdria da bioquimica refere-se a historia da pesquisa sobre
enzimas. A catdlise bioldgica foi inicialmente reconhecida e descrita no final de 1700,
em estudos sobre a digestdo da carne por secre¢cbes do estdbmago. Em 1850, Louis
Pasteur concluiu que a fermentacé&o do acucar em alcool por leveduras € catalisada
por “fermentos”. Ele postulou que esses fermentos eram inseparaveis da estrutura
das células vivas de levedura, uma hipétese chamada vitalismo, que prevaleceu por
muitos anos (LEHNINGER et al, 2002).



Em 1897, Eduard Buchner descobriu que os extratos de levedura, podiam
fermentar o agucar até alcool, provando que a fermentacdo era promovida por
moléculas que continuavam funcionando mesmo quando removidas das células.
Frederick W, Kiilhne denominou tais moléculas de enzimas. A medida que as nogdes
do vitalismo da vida foram refutadas, o isolamento de novas enzimas e
investigacbes das suas propriedades propiciaram o progresso da bioquimica
(LEHNINGER et al, 2002).

As enzimas sdo conhecidas industrialmente como biocatalisadoras, estdo
presentes em todas as células vivas, onde exercem as fungdes vitais de controle dos
processos de transformacdo dos nutrientes em energia e em material celular,
participam da quebra de nutrientes complexos em substancias mais simples (BOM e
JUNIOR, 1999).

Com excec¢do de um pequeno grupo de moléculas de RNA que apresentam
propriedades cataliticas, todas as enzimas sdo proteinas que atuam como
catalisadores quirais controlando as velocidades na maioria das reacfes bioldgicas
(BRENELLI, 1994; LEHNINGER et al., 2002).

As enzimas sao catalisadores muito eficientes e podem catalisar entre 100 e
1000 reacdes por segundo (GOULD, 1975). A velocidade que a enzima transforma
cada enantibmero (substrato) € chamada de conversao (c), e é expresso em forma
de porcentagem, entretanto a porcentagem da pureza dos enantibmeros convertidos
é descrito como excesso enantiomérico (ee) (AITKEN e KILENYI, 1992).

As enzimas sdo quase todas formadas por L-aminoacidos, portanto,
catalisadores quirais. Como conseqiéncia, qualquer tipo de quiralidade ou pro-
quiralidade presente no substrato € reconhecida durante a formacdo do complexo
enzima-substrato (enantiosseletividade). Elas conseguem distinguir entre grupos
funcionais iguais em diferentes regibes da mesma molécula-substrato (regio e
diastereosseletividade), podem também selecionar entre grupos de reatividade

similar, mas de natureza quimica diferente (quimiosseletividade) (KREUTZ, 1999).

As enzimas constituem entdo um caminho metabdlico no qual as moléculas
vdo sendo transformadas, com alta seletividade, até 10'® vezes mais rapidas em

condicbes brandas de pH e temperatura. A alta seletividade enzimatica



(especificidade) baseia-se na complementaridade estrutural, ou seja, o
reconhecimento matuo entre a enzima e o substrato (GARRETT et al., 1995).

1.3.1 Modelos de Catélise enzimética

Existem varias teorias que tentam explicar o mecanismo de ac¢do da enzima.
Um dos exemplos mais classicos é o modelo proposto por Fisher em 1984, neste
mecanismo conhecido como “chave-fechadura”, a enzima e o substrato interagem
como uma chave (substrato) e fechadura (enzima). Este mecanismo foi aceito por
muitas décadas, hoje este conceito ndo é mais utilizado, pois, a enzima assume uma
estrutura tridimensional completamente rigida.

Outras teorias descrevem melhor a interago entre enzima com o substrato. E
0 caso da “regra de trés pontos” proposto por Ogston em 1948, neste modelo sugere
gue a enzima para ser altamente enantioseletiva o substrato deve ser mantido em
trés pontos de ligacdo distintos com o sitio catalitico, portanto a conformacédo e a
composi¢do quimica do sitio ativo determinam a especificidade e a eficiénica da
catalise. O complexo de enzima substrato resulta das ligacdes formadas entre o
substrato e as cadeias laterais de varios aminoacidos dentro do sitio ativo. Estas
ligacdes sdo principalmente ndo covalentes como interacdes hidrofobicas, ligacdes
de hidrogénio e dispersdes de london. As ligacdes ndo covalentes sdao em geral
interacdes de natureza fraca, 0 que é uma caracteristica para que o substrato e o
produto sejam liberados do sitio ativo (SILVERMAN, 2000).

1.3.2 Classificacdo enziméatica

De acordo com a classificacdo da Unido Internacional de Bioquimica e

Biologia Molecular (IUBMB) as enzimas se dividem em seis grupos principais.



Tabela 1. Classificacao internacional das enzimas (LEHNINGER et al., 2002).

N° Classe Tipo de reacao catalisa
1 Oxiredutases Transferéncia de életrons
(ions hidretos ou atomos de H)
2 Tranferases Reacdes de tranferéncia de
grupos
3 Hidrolases Reacdes de hidrolise

(Transferéncias de grupos
funcionais para a agua)

4 Liases Adicao de grupos as duplas
ligacdes ou formacéo de
duplas ligagbes por meio de
remocao de grupos

5 Isomerases Tranferéncia de grupos dentro
da mesma molécula para
formar isbmeros

6 Ligases Formacéo de ligacfes do tipo
C-C, C-S, C-O e C-N por meio

de reacBesde condensacao

acopladas a quebra do ATP

Atualmente, muitas enzimas s&o disponibilizadas comercialmente e vem
sendo utilizadas ha mais de 100 anos na transformacédo de compostos organicos
nao naturais. As enzimas para uso industrial s&o utilizadas na producdo de
detergentes, racdo animal, pdo, vinho, suco de laranja e no tratamento da matéria
téxtil e couro. Os biocatalisadores quirais assumem grande importancia na producéo
de farmacos, justificando assim que 10% da producdo mundial de farmacos € obtida
através de processos enzimaticos (FABER, 2004; NOVOZYMES, 2010).

Frente aos catalisadores sintéticos que contém metais, os catalisadores
enzimaticos sao vantajosos, pois sdo completamente seletivos e biodegradaveis
(FABER, 2004).

As enzimas séo sintetizadas pelas células dos organismos vivos e podem ser

obtidas tanto na forma de extrato bruto (células inteiras) ou quanto purificados
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(enzimas puras). As vantagens em utilizar, enzimas isoladas ou parcialmente
purificadas, estdo na maior produtividade, alta especificidade e a facilidade no
isolamento dos produtos. Entretanto, fatores tais como o custo, a aquisicdo de
enzimas isoladas, possam inviabilizar sua aplicacdo. Enquanto os processos que
utilizam células inteiras oferecem menores custos e sado interessantes para
aplicacao em sistemas dependentes de cofatores, tornando 0s processos vantajosos
(ROBERTS, 1999; KOELLER, 2001; KRISHNA, 2002; QUEZADA et al.,, 2009).

Atualmente, cerca de 3200 enzimas sao identificadas pela Unido Internacional
de Bioquimica (FABER, 2004). As rea¢fes mais promovidas em biocatalise sdo de
hidrolise, pela facilidade do manuseio e estabilidade das enzimas hidrolases, no
caso as lipases sdo as mais utilizadas, seguida da classe das enzimas oxirredutases
(GOTOR-FERNADEZ, 2006; MATSUDA, 2009).

1.3.3 Lipases

Lipases sdo enzimas inseridas na classe das serinos hidrolases que catalisam
a hidrdlise de triacilglicerdis aos correspondentes acidos graxos e glicerol. A maioria
das lipases sdo extracelulares e ndo necessitam de cofatores para atuar. Estdo
presentes em diversos organismos tais como animais, plantas, fungos e bactérias
(KLIBANOV, 2001).

As lipases, em particular, tém sido as enzimas com maior potencial de
emprego, tanto em pesquisas cientificas quanto em processos tecnolégicos, devido
a algumas caracteristicas relacionadas com estabilidade, seletividade e
especificidade por substrato (COLLEN, 2006).

As lipases catalisam a transferéncia de grupos acilas de compostos doadores
para uma ampla variedade de compostos aceptores (alcoois, aminas, acidos
carboxilicos). Dependendo do tipo do doador acila e do aceptor, as reacdes
catalisadas por lipases incluem a esterificacdo, tioesterificacdo, amidacéao,
transesterificacdo (Figura 4), sintese de peptideos e formacdo de peraxidos
(FABER, 1997; ATHALE, 2002; MOTALBETTI, 2005).
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Figura 4- Reac0Oes catalisadas por lipases em aplicacdo na biocatalise (GHANEM,
2007).

Muitas lipases comerciais sdo isoladas de diferentes microrganismos, tais
como: Candida rugosa (cylindracea), Geotrichum candidum, Rhizomucor miehei e
Pseudomonas cepacia (Figura 5) e tém sido amplamente utilizadas na pesquisa
cientifica (SHIMADA et al., 1994; WANASUNDARA e SHANRIDI,1998; GUNSTONE,
1999; OKADAe MORISSEI, 2007).
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Figura 5- Representacdo esquematica da estrutura cristalina da Lipase de
Burkholderia cepacia (3.1.1.3) com ampliacdo do sitio catalitico (RCSB - PROTEIN
DATA BANK, 2010).

As lipases utilizadas na fabricacdo de detergentes sdo de origem bacteriana,
porém a maioria das lipases comerciais sdo predominantemente de origem fangica.
As lipases fungicas tem sido empregadas no desenvolvimento de aromas do leite e
da manteiga e em diversos produtos alimenticios. Apesar de um grande numero de
lipases fungicas estarem descritas na literatura, somente as enzimas de poucas
espécies, tém demonstrado possuir a estabilidade adequada para serem
empregadas em reacdes de sintese nos laboratorios de quimica organica e, assim,
serem consideradas como de relevancia a aplicagédo industrial (MARGOLIN, 1993).

Uma lipase amplamente utilizada na biocatalise e em sintese orgéanica é a
lipase B isolada da levedura Candida antarctica. E conhecida comercialmente como
Novozyme 435, sendo uma enzima moderadamente termoestavel que retém a sua
atividade catalitica durante muitas horas, quando incubada entre 30°C e 40°C
(HOMANN et al., 2001).
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Figura 6- Representacdo esquematica da estrutura cristalina da lipase B de Candida
antarctica (RCSB - PROTEIN DATA BANK, 2010).

1.3.4 Oxiredutases (Desidrogenases)

Segundo Faber (2007), é possivel obter a producdo biocatalitica de alcoois
quirais por meio de varios caminhos, uma via € através de enzimas das classes das
oxiredutases. As oxiredutases catalizam reacdes de oxireducdo com transferéncia
de elétrons para o substrato (DEHYDROGENASE.ORG., 2009).

As oxiredutases sdo enzimas que catalisam rea¢cdes de Oxido-reducédo e sao
de trés tipos: as oxidases, oxigenases e desidrogenases. Entre elas, as
desidrogenases sdo extensamente usadas para a reducdo de aldeidos ou cetonas
(FABER, 2007; GOLDBERG et al., 2007). Geralmente, as enzimas que transferem
elétron de uma molécula para outra sdo chamadas de oxiredutases.

As desidrogenases tém sido aplicadas principalmente na reducao de
compostos carbonilicos. A alcool desidrogenase (ADH) é uma enzima da classe das
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desidrogenases muito eficiente e utilizada em sintese de alcoois opticamente ativos
(Figura 7).

Figura 7- Representacdo esquematica da estrutura cristalina da Alcool
desidrogenase com o seu cofator NADH (RCSB - PROTEIN DATA BANK, 2010).

O processo de atuacdo das ADHs requerem a presenca de cofatores e
coenzimas que sao responsaveis pela transferéncia de hidrogénio, no caso das
biorreducbes (Figura 8). As ADHs utilizam como cofatores as piridimicas
(Nicotidamina adenina difosfato - NAD(P)H) que podem ser reciclados através de
métodos quimicos e enzimaticos (WENDHAUSEN, 1998).

0 H OH

)k — )i
R R
R Ry /\ ! 2

1

NAD(P)H NAD(P)*

Figura 8- Reducdo de cetonas catalisada por Alcool desidrogenases e com o
cofator Nicotidamina Adenina Difosfato (PEREIRA, 1995).
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AN NH,

OH OX

X=H Nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD")
X=PO32 Nicotinamida adenina dinucleotideo Fosfato (NADP*)

Figura 9 — Cofator Nicotidamina Adenina Difosfato (NAD(P)H) (WENDHAUSEN,
1998)

Um exemplo de fonte de desidrogenases € o fermento de péo
(Saccharomyces cerevisiae), estdo presentes no interior do fermento e reduzem
duplas ligagbes produzindo centros quirais, sdo duas enzimas que atuam nas
reacoes de reducdo: alcool desidrogenase e a lactato desidrogenase. Estas enzimas
estdo localizadas no interior do microrganismo, portanto, 0 composto quimico a ser

transformado penetra nas células vivas e depois sai (PEREIRA, 1995).

1.4 Biocatélise

Biocatalise ou biotransformacédo, em sentido amplo, € o uso de enzimas ou
células inteiras como catalisadores em processos produtivos, envolve todos os
processos onde a acdo de enzimas sdo responsaveis por transformacdes quimicas.
A biocatalise e as biotransformagfes tém uma longa histéria. A aplicagdo de
enzimas em transformac¢cdes quimicas vai desde o antigo Egito a Mesopotania,
arquivos literarios registram a fermentacao alcodlica da uva na producéo de vinho e
no preparo do pao (JOHANNES et al., 2006; GAHNEM, 2007).
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A biocatélise é hoje um dos campos mais promissores dentro das novas
tecnologias para sintese de compostos de alto valor agregado (DEMIRJIAN et al.,
2000). A importancia do uso de enzimas em biocatélise tem se mostrado cada vez
mais evidente, devido a grande versatilidade de reacfes a serem catalisadas,
condi¢cbes brandas de reacgdo, natureza regio, quimio e enatiosseltiva sdo algumas
de suas vantagens (BONNEAU et al., 1996; SAXENA et al., 1999).

A industria quimica vem utilizando os biocatalisadores ha muito tempo gracas
a capacidade de reconhecimento quiral das enzimas (FABER e PATEL, 2000;
ISHIGE; SHIMIZU, 2005). Uma alternativa para a obtencdo de compostos
opticamente ativos é através de transformacfes enzimaticas (LEONARD et al.,
2004). Do surgimento de novas tecnologias que estdo se tornando cada vez mais
disponiveis, certamente levara as industrias a utilizarem a biocatalise como uma
alternativa técnica e economicamente viavel para a sintese assimétrica (DE CONTI;
RODRIGUES; MORAN, 2001).

Considerando que 10 % da producdo mundial de farmacos é obtida por
processos enzimaticos, a biocatalise € uma alternativa para a obtencdo de
compostos anantiomericamente puros. Para viabilizar o custo de processos
enzimaticos, é necessaria a utilizacdo de biocatalisadores alternativos, em destaque,

células inteiras de microrganismos.

1.5 Utilizacdo de microrganismos em Reac¢des de Reducéo

O uso de microrganismos como biocatalisadores vém sendo utilizados por mais
de 100 anos, a obtencdo do L-tartarato de aménio de DL-tartarato de amoénio
utiizando o fungo Penicillium glaucum, teve o primeiro uso relatado em
biotransformacdes (HANSON, 1992).

Os microrganismos sao de particular interesse na busca de novos
biocatalisadores consequentemente na descoberta de novas enzimas, devido ao
grande potencial de producdo de metabdlitos secundarios, com grandes aplicacdes
nas mais diferentes éareas (desde quimicas, biolégica, farmacéutica etc.)
(DERMIJIAN, 1999).

Na biocatalise, os microrganismos sdo empregados como catalisadores em

reacoes de transesterificacao, esterificacdo e reducdes etc. Um dos microrganismos
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mais utilizados em reacdes de reducdo é a levedura Saccharomyces cerevisiae. O
fermento de péo biolégico nessas reacdes envolve um baixo custo ao contrario do

alto custo de catalisadores quimicos.

Zanotto e colaboradores utilizaram o fermento de pao (FP) para a reducdo da
acetofenona, obtendo maiores excessos enantioméricos quando o FP foi imobilizado
(ZANOTTO, 2003).

Cl cl
FP/K10/G/S, FP/S

>

hexano, 20°C e 30°C

R)-()

Figura 10- Representacdo esquematica da reacdo de reducdo da acetofenona
utilizando o fermento de pé&o bioldgico (FP), imobilizado com Montmorilonita-k10
(K10), acrescido de glicose (G) e ou Sacarose (S), em meio organico (%c: <10 e
%ee: >99) (ZANOTTO, 2003).

Além de células inteiras de microrganismos, as células vegetais estao sendo
muito utilizadas em reagdes de reducdo. Baldassarre (2000) iniciaram os estudos
com células inteiras de vegetais em reducdes assimétricas, por exemplo, a cenoura
Daucus carota, e obtiveram alcoois quirais com bons excessos enantioméricos (97%
e 98%). Em seguida, Yadav e colaboradores, utilizaram a cenoura para reduzir uma
série de cetonas alifaticas, aromaticas, cetonas ciclicas e B-cetoésteres e dentre
elas obtivera boas conversdes (80% e 82%) utilizando a p-nitroacetofenona e p-
fluoracetofenona sendo que os indices de pureza enantiomérica (%ee) eram de 90%
e 96% respectivamente com configuragéo S (YADAV et al., 2002).

Além da cenoura outras células vegetais sdo empregadas em reacdes de
reducdes tais como a mandioca, batata, gengibre etc. Rodriguez e colaboradores
(2007) investigaram se as enzimas que atuaram na redugao eram 0s vegetais ou 0S
microrganismos endofiticos. O estudo comprovou que as enzimas de bactérias e
leveduras endofiticas isoladas da cenoura comprovaram atividade catalitica em
reacoes de reducgdo principalmente da enzima isolada de levedura Pichia sp.,
obtiveram excelentes porcentagens de conversdo >99 % quando comparadas com o

fermento de péo bioldgico e a propria cenoura que obtiveram respectivamente 96%
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e 85% de conversdo do acetoacetato de etila alfa-propargil a a-substituintes-3-
cetoésteres.

Recentemente, Borges e colaboradores  (2007) estudaram a
estereoseletividade da oxidacao de tioridazina e a hidroxilacao de flavonas utilizando
fungos endofiticos como biocatalisadores em reacdes de oxidacdo. Pedrine e
colaboradores (2009) isolaram de varias plantas fungos endofiticos para a reducéo
enantiosseletiva de compostos carbonilicos obtendo alcoois secundarios quirais com

altos excessos enantioméricos.

1.5.1 Fungos endofiticos

A definicdo de microrganismos endofiticos e patogénicos sao distintas. Muitas
areas usam o termo endofitico conforme a interacdo € positiva (ndo hé
desenvolvimento de sintomas de doencas para 0 hospedeiro), ou patogénica quando
negativa (com prejuizo para o hospedeiro).

O termo endofitico designa o habitat de onde o microrganismo foi obtido,
esses microrganismos residentes no interior (endo) da planta (fito). Geralmente, o
termo endofitico se deve a metodologia utilizada para transferir o material retirado da
superficie vegetal aos meios de cultura artificiais.

Um endéfito pode evoluir para uma condi¢cdo de fitopatdgeno em situacdes
em que a planta hospedeira ndo dispde de nutrientes para o desenvolvimento
controlado do microrganismo (PETERS, et al., 1998; REDMAN et al., 1999).

Os fungos endofiticos ndo sdo muito explorados em biotransformacdes
microbianas, em outras areas cientificas eles despertam interesse no isolamento de
seus metabdlitos secundarios produzidos pelo fungo associado com a planta.

Pedrini e colaboradores (2009), utilizaram fungos endofiticos isolados de
folhas, galhos e cascas de plantas da floresta Amaz6nica do (Quito-Equador), para
reduzir cetonas comerciais como: acetofenona, e cetonas ciclicas obtiveram alcoois
quirais com altos excessos enantiomeéricos. Na Figura 10, é observado na reacao de
reducdo pelos fungos Phomopsis sp. e Epicoccum sp. das cetonas ciclicas
racémicas: 2-metilciclohexanona e 6-metil-5-heptan-2-ona, obtendo 96% e >99% de

excessos enantioméricos.
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Figura 11- Reducéo de cetonas por fungos endofiticos (PEDRINI et al., 2009).

1.5.2 Saccharomyces cerevisiae (levedura)

A fermentacdo refere-se ao processo vital dos microrganismos anaerdbicos
na presenca de uma fonte de carbono, energia e nutrientes. Diferente da
biotransformacéo, a fermentacédo ocorre através de reacdes em VAarios passos que
nao sdo possiveis de acontecer fora da célula. A primeira observacdo da acéo
fermentativa de S. cerevisiae data de 1874 e a primeira biorreducao, transformacéo
do furfuraldeido para élcool furfurilico, foi reportado em 1898 (CZUK et al., 1991).

A S. cerevisiae, que utiliza glicose ou sacarose como fonte de energia, € o
biocatalisador mais popular utilizado pelos quimicos organicos. A facilidade de
manuseio, a faz alvo de escolha quando se quer conduzir reacfes de oxidacdo-
reducdo. E utilizado preferencialmente na forma de célula inteira, ao invés de
enzimas isoladas, evitando, dessa forma, o problema da dificuldade de reciclar o
cofator necessario quando se usa a enzima pura (CZUK et al., 1991).

O fermento de pdo é um microrganismo bastante resistente capaz de se
desenvolver numa faixa de pH ampla de 2,4 a 8,6 (JONES et al., 1981), sendo que
a temperatura 6tima para o crescimento foi constatado 30°C e o pH étimo foi 5,0
(ALBUQUERQUE, 2007) e atemperatura ideal para a desativagéo das células seria
de 20°C (ZANOTTO, 2003).
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Para os quimicos organicos, modificar a estrutura do substrato € uma tarefa
bem mais simples que procurar entre 0s varios microrganismos existentes um que
seja apropriado para obter um composto com determinada configuracéo
(NAKAMURA et al., 1984). No entanto, o fermento biolégico consegue catalisar
varios tipos de reacdes: reducdo, condensacao e oxidacédo (BARE et al, 1991).

Na area de pesquisa em sintese organica, a reducdo de compostos
carbonilicos para formar centros opticamente ativos é sem duavida a sua maior
participacdo em reducdes enantiosseletivas. A enantiosseletividade na reducdo de
grupos carbonilicos, por fermentos de pado € fortemente influenciada pela
concentracdo do substrato e do produto formado (CHEN et al., 1984). Geralmente
nas reducdes utilizando fermento de pdo a pureza dos enantibmeros, ou seja, 0S
excessos enantioméricos (ee) sdo altos somente quando as concentracdes nao
ultrapassam 1g/L (1g de substrato por litro de biomassa). Na Figura 12 observa-se a

reducdo de um B-cetoéster por Saccharomyces cerevisiae (PATROCINIO, 1991).

R

Figura 12 — Reducdo do acetoacetato de etila por Saccharomyces cerevisiae
(PATROCINIO, 1991).

Considerando a importancia da quiralidade na eficiéncia de farmacos, a
reducdo de compostos carbonilicos (cetonas, dicetonas e ésteres), catalisada por
microrganismos ou enzimas isoladas, surge como uma rota simplificada na
preparacdo de alccois quirais opticamente puros, que sdo importantes blocos de
construgédo para industria farmacéutica (SHIMIZU et al., 1998; KATZ et al., 2003;
JOHANSON et al.,2005).
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1.6 Reducdes Enantiosseletivas de compostos carbonilicos por

microrganismos

A utilizacdo de microrganismos para a reducdo assimétrica de cetonas proé-
quirais produzindo os alcoois correspondentes é uma técnica bem estabelecida na
area de biocatélise (WENDHAUSEN, 1998). Apesar de ndo serem muito conhecidos
COMO usuais precursores quirais, 0s alcoois quirais sdo também precursores
importantes, servindo como blocos de construcdo de diversos compostos de
importancia biolégica (TEMBA et al., 2003).

A reducdo enantiosseletiva de compostos carbonilicos mediada por
Saccharomyces cerevisiae tornou-se uma valiosa ferramenta para a preparagao de
alcoois quirais. A levedura, conhecida como fermento de pé&o bioldgico, tem sido o
microorganismo mais empregado pelos quimicos sintéticos, principalmente na
reducdo assimétrica de carbonilas (FABER, 2007).

Uma das reacdes mais Uteis em sintese assimétrica € a reducdo de uma
cetona proquiral a um &lcool Opticamente ativo (BROW et al., 1987). Os alcoois
formados neste processo podem ser utilizados no inicio de uma sintese como
intermediarios na construcdo de moléculas quirais maiores ou podem servir como 0
produto final desejado diretamente (MIDLAND, 1989). As reducdes assimétricas
podem ser feitas empregando-se agentes redutores quimicos quirais (COREY et al.
a, 1987; COREY et al. b, 1987; COREY et al.,, 1990; COREY, 1989) ou entédo
através de enzimas ou microrganismos inteiros (JONES, 1991).

Apesar da preparacdo de alcoois quirais ser efetuada por vias sintéticas
complexas (ELIEL et al, 1994; KAGAN, et al, 1982; KRAMER; PFANDER et al.,
1982; NOYORI, 1992), a sua obtengcdo pode ser feita a partir da reducéo de
compostos carbonilicos.

Um grande numero de artigos e revisdes tem sido publicado na reducéo de
carbonilas a,B-insaturadas por microrganismos. Rivilla e colaboradores (2009)
reduziram a 4-etilciclohexanona utilizando células inteiras do fungo filamentoso
Botrytis cinerea resultando o alcool (S)-1-feniletanol com um alto excesso

enantiomérico de 85% e conversao de 53,3% (Figura 13).
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Figura 13- Reducdo enantiosseletiva da 4-etilciclohexanona pelo fungo Botrytis
cinérea (RIVILLA et al., 2009)

1.7 Reducéo assimétrica (via quimica)

Um dos métodos mais gerais de preparacao de alcoois € a partir da reducéo
de compostos carbonilicos. Todos os tipos de compostos carbonilicos podem ser
reduzidos a alcoois, mas precisamente as cetonas sao convertidas em alcoois

secundarios, como € observado na Figura 14 (Solomons, 2005).

O (@]
1 [H] I
C > C
R/ ~ R R,l‘ ~ H
R
Uma cetona Um alcool secundario

Figura 14 — Reducédo de uma cetona a alcool secundario (Solomons, 2005)

Os alcoois primarios e secundéarios podem ser sintetizados pela reducdo de
uma variedade de compostos que contém o grupo carbonila. Os aldeidos e cetonas
também podem ser reduzidos a alcoois via hidrogenacéo catalitica, entretanto o
agente redutor mais utilizado € o boroidreto de so6dio (NaBH,).

A etapa-chave na reducdo de uma carbonila pelo borohidreto de sédio é a
transferéncia de um ion hidreto do metal para o carbono da carbonila, doando um H’
devido ao carater polar, que possui uma deficiéncia eletrénica. Assim, o NaBH,4, é a
espécie nucleofilica, ou seja um potente doador de par de elétrons, com protonacao
simultanea do oxigénio do grupo carbonila por parte do solvente. O metanol ou
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etanol, alcool a ser utilizado, ao perder um hidrogénio do grupo (OH") d& origem a
um etoxido que se combina com os restantes fragmentos do boro, formando o
etoxihidretoborato de sodio (SOLOMONS, 2005).

O boroidreto de sodio € considerado um agente redutor aquiral, no caso da

reducdo de uma carbonila pro-quiral por boroidreto de sédio, obtém se um &lcool

racémico.
o o NaBH , (@] OH
—»
/\OM MeOH /\OM

(R.S)

Figura 15- Reducdo com NaBH, do acetoacetato de etila em 3- hidroxibutanoato de
etila (ALBUQUERQUE, 2007)

A utilizacdo de hidretos de boro e de aluminio para a reducdo de compostos
carbonilicos € muito comum em sintese organica e o desenvolvimento das versdes
quirais eficientes destes hidretos tem ocupado uma posicdo central nas ultimas
décadas (TEMBA, et al., 2003).

Outro agente redutor conhecido é o hidreto de aluminio e litio, Kitayama e
colaboradores (2002) realizaram a reducao da zerumbona com hidreto de aluminio e
litio (Figura 16), obtendo um zerumbol racémico. Em seguida, resolveram o alcool
racémico utilizando lipase de Pseudomonas fluorescens e como agente acilante o

acetato de vinila o acetilado zerumbil e o alcool puro zerumbol.

CHy
O, Xy L|ALH4 Llpase/Hzc/ S

P CH3 THE o, DIPE
HiC HiC

CHy

Figura 16 - Reducdo da zerumbona via quimica e via enzimatica por LiAlH,4
(KITAYAMA, et al., 2002)
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1.8 Resolucdo Enzimatica de racémicos

O substrato racémico sofre discriminacdo quiral entre os enantibmeros
quando é submetido a uma reacédo enzimatica. Devido a quiralidade da enzima, o
enantibmero que melhor se ajusta no seu sitio ativo, sofre reacdo em uma
velocidade mais alta. Para assegurar a uma alta seletividade para ambos os
enantibmeros, a diferenca na velocidade de reacdo dos enantibmeros individuais
deve ser a maior possivel. Em alguns casos ideais a velocidade é tdo extrema, que
o “melhor” enantidmero é transformado rapidamente e o outro ndo é convertido.
Entdo, na resolucdo cinética de um racemato a reacdo enzimatica cessaria
automaticamente em 50% de conversdo, quando ja ndo existe mais o enantibmero
reativo. Como consequéncia, cada enantibmero pode ser obtido somente com 50%
de rendimento em uma resolucao enzimética, isto €, apenas um dos enantidmeros
reagiu completamente (FABER, 1997).

A resolucdo enzimatica de um alcool racémico pode ser catalisada por
lipases, formando como produto final um alcool enantiomericamente puro e um
acetato. As lipases sdo enzimas hidroliticas extremamente versateis que ocupam
uma posicdo de destaque, por ndo necessitarem de cofatores e atuarem em
solventes organicos, além de estarem presentes em diversos organismos: animais,
bactérias, plantas e fungos (ROMERO, 1998; CARVALHO et al., 2005).

Hercules (2008) realizou a resolucdo cinética enzimatica de sete alcoois
secundarios utilizando a lipase de Candida antarctica B, conhecida comercialmente
como Novozyme 435. Os A&lcoois quirais foram obtidos com excessos
enantioméricos maiores que 98% (Figura 17). A grande vantagem da utilizacdo da
Novozyme 435 é o fato das reacbes serem efetuadas em hexano anidro (solvente
facilmente eliminado ao final do processo e por se tratar de uma enzima suportada

em resina, sendo facilmente removida por filtragéo simples.

OH OAc
X Ilpase/ hexano + H
acetato de vinila R, R, Rl/\ R,
(R,S) ) (R)

Figura 17 — Resolucdo de alcoois secundarios por lipase em meio organico
(Hercules, 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Reducéo de cetonas mediada por microrganismos da amazénicos, a fim de se

obter alcoois opticamente ativos para que atuem como blocos de construg¢édo quiral

na sintese de varios produtos de interesse industrial.

2. 2. Objetivos especificos

v

Estudar a reducdo enantiosseletiva das cetonas: acetoacetato de etila, a-
cloroacetofenona, p-nitroacetofenona e zerumbona utilizando fungos

endofiticos amazénicos a fim de se obter alcoois opticamente ativos.

Preparar, purificar e caracterizar os alcoois racémicos obtidos na reducao de

cetonas com boroidreto de sédio através das técnicas de IV, RMN-H e CG.

Utilizar a levedura Saccharomyces cerevisiae, o fermento de pdo comercial e
duas diferentes linhagens da levedura para reduzir as cetonas: zerumbona e

0 acetoacetato de etila a fim de se obter alcoois opticamente ativos.

Comparar os resultados obtidos com outros reportados na literatura
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 EQUIPAMENTOS

v" Cromatégrafo em fase gasosa (CG)

As analises cromatograficas foram feitas no cromatografo em fase gasosa
marca SHIMADZU, equipado com auto injetor modelo GC-2010 e detector de
lonizacdo de chama - FID (Central de Andlises do laboratério de Biorgéanica -
MBT). As porcentagens de conversdo e 0S excessos enantioméricos foram
determinados através das areas dos cromatogramas.

Figura 18- Cromatografo em fase gasosa (Central de Andlises - Laboratorio de

Biorganica - MBT)

v' Espectrofotdmetro de Infravermelho (1V)

Os espectros de IV foram obtidos em um aparelho da marca Perkin Elmer FT-
IR 1600 (Central de Analises — Universidade de Santa Catarina - UFSC).
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v' Outros equipamentos utilizados

Balanca analitica modelo FA2104N — BIOPRECISA, Incubadora Shaker
modelo MA420 — MARCONI, lampada de UV (120x 6W), Camara de fluxo
laminar - QUIMIS, Autoclave Phoenix — Luferco, Evaporador rotativo -
FISATOM e bomba a vacuo marca BOC EDWARDS.

3.2. MATERIAIS

v' Coluna quiral para CG

SUPELCO - Sigma Aldrich / CP-BETA DEX-110: silica 30m x 0.25 pL x
0.25mm x 0.25um.

v' Coluna Cromatogréfica (CC)

Utilizou-se como fase estacionaria silica gel 60635 (60-100 mesh) da marca
SIGMA — ALDRICH. Como fase mével utilizou-se uma mistura de solventes,

sendo adequada para cada situacao.

v' Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA)

Utilizou-se cromatofolhas de aluminio em silica gel, da marca MERCK.

v" Membrana filtrante

Utilizou-se a membrana CHROMAFIL® 0-45/25 para filtracdo de aliquotas a
serem injetadas no CG-quiral.

v" Reveladores

Como reveladores para CCDA foram utilizados iodo granulado (NUCLEAR) e

uma lampada de U.V (110 nm).
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v Solventes

Foram utilizados solventes: hexano P.A (F. maia), hexano grau HPLC, acetato de
etila P.A (F. maia), metanol P.A (F. maia), metanol grau HPLC, cloroférmio P.A. e

diclorometano P.A (F. maia).

v' Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes: NaBH4-99% (SIGMA-ALDRICH),
acetato de vinila (FLUKA) e as seguintes cetonas: (Figura 19) p-nitroacetofenona (1)
(Fluka), acetoacetato de etila (2) (SIGMA), a-cloroacetofenona (3) (FLUKA) e
zerumbona (4) (cedida pelo Dr. Carlos Cleomir de Souza Pinheiro — Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazobnia - INPA, numero de depdsito nacional de
patente PI0505343).
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Figura 19 — Estruturas das cetonas utilizadas nas reacdes de reducéo.

v Biocatalisadores

- Fermento biolégico comercial (FP) da marca FONTI (leveduras secas de

Saccharomyces cerevisiae).
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- Linhagem CAT-1 (leveduras secas de S. cerevisiae), cedida gentilmente

pelo Prof. Dr. Boris U. Stambuk do Departamento de Quimica da UFSC.

- Linhagem PE-2 (leveduras secas de S. cerevisiae), cedida gentilmente pelo
Prof. Dr. Boris U. Stambuk do Departamento de Quimica da UFSC.

- Cepas de fungos endofiticos isolados de plantas amazonicas: CF03_05,
CF0304, CF02_03, CF11_02, CF01_06 isoladas das folhas da carapanauba
(Aspidosperma nitidum); CGO03_08, CGO05 04, CGO07_01, CGO02_04,
CG10_01, isoladas dos galhos da carapanauba e UEA 115 isolada dos
galhos do cacaueiro Theobroma cacao (colecdo de microrganismos do
Laboratorio de Biorganica do Mestrado em Biotecnologia e Recursos Naturais

da Amazonia).
- Tucuma (Feira do Sao Francisco, Manaus-AM).

- Novozym 435 lipase B de Candida antarctica (Sigma).

Tabela 2. Codigo de identificacdo de fungos endofiticos isolados de plantas

amazonicas para a reacdo de reducao de cetonas e resolucéo de alcool racémico.

Fungos endofiticos Planta Parte
CF02_03 Aspidosperma nitidum Folha
CF01_06 Aspidosperma nitidum Folha
CF03_05 Aspidosperma nitidum Folha
CF11 02 Aspidosperma nitidum Folha
CF03_04 Aspidosperma nitidum Folha
CG03_08 Aspidosperma nitidum Galho
CGO05 04 Aspidosperma nitidum Galho
CG02_04 Aspidosperma nitidum Galho
CG07_01 Aspidosperma nitidum Galho
CG10 01 Aspidosperma nitidum Galho
UEA 115 Theobroma cacao Galho
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v" Meios de cultivo
- BDA: 200g Agar de Batata Dextrose (Himedia) por litro de dgua destilada.

- BD (batata-dextrose): 20g Glicose (Dinamica), 20g batata inglesa
(Supermercado REZENDE) por litro de agua destilada.

- Meio Sintético: 2g de asparagina (VETEC), 2g de glicose (Dinamica), 1g de
K;HPO, (VETEC), 0,59 de MgSO, (VETEC), 5 mg de Hidrocloreto de tiamina
(Sigma), 1,45 mg de Fe(NO3)3.7H,O (VETEC) e 0,235 mg de Mn SO4H,0
(VETEC), por litro de agua destilada e 3 mL de 6leo de girassol (SIGMA)

- Solugédo de sacarose 10%: 1g de sacarose (Dinamica) e 10 ml de agua
destilada.

- Solucdo de trealose 10%: 1g de trealose (Dinamica) e 10 ml de agua

destilada.

3.3 FUNGOS E CONDICOES DE CULTIVO

3.3.1 Fungos utilizados nas Reacdes de Reducao

As cepas fangicas utilizadas foram: CF02_03, CF03_05, CF11 02, CF01_06,
CF03_04 isoladas da folha da carapanauba (Aspidosperma nitidum), CG05 04,
CG03_08, CG02_04 e CGO7_01 isoladas dos galhos da carapanauba que fazem
parte da colecdo de microrganismos do laboratério de Biorganica do Programa de
Pés-graduacdo em Biotecnologia e Recursos Naturais da Amazonia. Os fungos
(Figura 20) foram cultivados em placas contendo meio de cultura (BDA) foram
transferidos para um meio liquido contendo meio de batata dextrose (BD), utilizando
20 g/L de batata inglesa cortada em cubos, 20 g/L de glicose para 1 litro de agua
destilada. Foi adicionado 100 ml do meio liquido em erlenmeyers de 250 ml e
autoclavados a 121°C durante 20 minutos. Em seguida, foi inoculado trés discos do
micélio fiungico do meio solido em cada erlenmeyer (triplicata) e entdo incubados por
4 dias a 28 °C e um agitador orbital a 100 rpm (PEDRINI et al., 2009).
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Figura 20 — Alguns dos fungos endofiticos utilizados nas rea¢fes de reducdo de

cetonas.

3.3.2 Fungos utilizados nas Reag¢des de Resolucéo

A cepa UEA 115, isolada do cacaueiro (Theobroma cacao), foi previamente
utiizada no estudo da resolucdo do alcool 2-octanol, com porcentagem de
conversdo de 22%, excesso enantiomérico do substrato (ees) de 22%, excesso
enantiomérico do produto (eep) e razdo enantiomerica (E) >200 em 120 horas de
reacdo (ZANOTTO et al., 2009). A cepa CG10 01 foi isolada dos galhos da
carapanauba (Aspidosperma nitidum). Os microrganismos foram cultivados em um
meio liquido sintético constituido de 2 g de asparagina (VETEC), 2 g de Glicose
(Dindmica), 1 g de K;HPO,, Asparagina (VETEC), 0,5 g de MgSO, (VETEC), 5 mg
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de Hidrocloreto de tiamina (Sigma), 1,45 mg de Fe (NO3)3; 7H,O (VETEC), 0,235 mg
de MnS0O4.H,O (VETEC) por litro de agua destilada. O meio foi aquecido até cerca
de 60°C , até dissolucdo dos sais. Apds o resfriamento, adicionou-se 3 mL de dleo
de girassol (SIGMA) nos erlenmeyers. O meio foi inoculado com quatro discos
cortados do micélio fingico em meio de Agar de Batata Dextrose e entdo incubados
a 28°C por 5-15 dias em um agitador orbital (200 rpm). O micélio foi seco por 72 h

(dessecador) e triturado a po.

Figura 21 — Fungos UEA_115 e CG10_01 utilizados nas reacdes de resolugéo.

3.4 SINTESE DE ALCOOIS RACEMICOS

Para a producdo dos alcoois racémicos foram realizadas as reducfes das
cetonas via quimica utilizando o agente redutor comercial NaBH,4. Foram adicionado
em um baldo de fundo redondo as respectivas cetonas dissolvidas em metanol
(MeOH) e em seguida o agente redutor NaBH, (Aldrich) sob agitacdo magnética e
banho de gelo. A reacéo foi acompanhada por cromatografia de camada delgada
(CCD) utilizando como eluente n-hexano:acetato de etila, na proporcdo de 9:1, as
placas de CCD foram revelados na lampada de U.V. e lodo. Apés o aparecimento
do produto, a reacdo foi adicionado a solucdo saturada de NaCl e extraida com
diclorometano (3x 15mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sédio anidro e o
solvente foi evaporado em rotaevaporador. Em seguida, quando necessario o
produto foi submetido ao processo de purificagdo utilizando uma coluna
cromatografica. Os alcoois racémicos foram submetidos as analises de CG
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(Condigbes CG - tabela 4). A propor¢do estequiométrica dos reagentes encontra-se

na Tabela 3.

Tabela 3. Propor¢Bes estequiométricas dos reagentes para a sintese dos alcoois

racémicos.
Substrato NaBH, Rendimento
Estrutura (mmol) (mmol) (%)
1 o 2,4 mmol 1,5 mmol 92%
o
N
Il
(o]
2 o o 3 mmol 5 mmol 20%
/\oM
3 o 2,5 mmol 5 mmol 74%
Cl
4 4.5 mmol 10 mmol 72%
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Os dados analiticos dos alcoois racémicos estédo representados a seguir.

OH

R,S - (p-nitrofenil)-etanol

/\OM

R,S — 3- hidroxibutanoato de etila

Cl

R,S- 2-cloro-feniletanol

HO NN

R,S- zerumbol

CgHgNO;
Peso molecular = 167,2
Rf: 0,6 (n-hexano, acetato de etila 8:2 v/v)
Tempo reacional: 1 hora, sélido amarelo
CG-quiral: tempo de retencédo = 25.8 e 27.1

(condicdes de programacao: tabela 4)

C6H1203
Peso molecular = 132,2
Nao é revelado no U.V e no lodo
Tempo reacional: 30 min, s6lido marrom
CG-quiral: tempo de retencéo = 15,8 e 15,9

(condi¢6es de programacéo: tabela 4)

CgHoCIO
Peso molecular = 156,6
Rf: 0,5 (n-hexano, acetato de etila 8:2 v/v)
Tempo reacional: 1 hora, solido branco
CG-quiral: tempo de retencéo = 30.4 e 31.0

(condicdes de programacéao: tabela 4)

CisH240
Peso molecular = 220,3
Rf: 0,2 (n-hexano, acetato de etila 9:1 v/v)
Tempo reacional: 24 horas, cristal branco
CG-quiral: tempo de retencédo = 55.9 e 52.2

(condicdes de programacao: tabela 4)
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3.5. REACOES DE REDUCAO ENANTIOSSELETIVA

3.5.1 Reacéo de reducéo de cetonas utilizando fungos endofiticos

Os micélios fungicos em meio liquido foram incubados durante 4 dias em um
agitador orbital a 28°C a 100 rpm (Figura 22). No quarto dia de incubac&o foram
adicionados 100 mg das cetonas: zerumbona, a-cloroacetofenona, p-
nitroacetofenona e acetoacetato de etila, dissolvidas em 1 mL do solvente
dimetilsulféxido (DMSO) no meio reacional. Aliquotas (1 mL) foram retiradas
periodicamente a cada 24 horas na camara de fluxo laminar, até completar 7 dias
de reacdo. O sobrenadante das aliquotas dos 1°, 2° e 3° dia de reacao foi extraido
com o solvente diclorometano, secos por Na,SO, (sulfato de sbdio), e
posteriormente filtrados em membrana CHROMAFIL®0-45/25 para serem analisados
em Cromatografia em fase gasosa com coluna capilar quiral (Condicdes tabela 4)
(PEDRINI et al., 2009).

m @ Apods 4 dias
, ] Cetonas

Meio de cultura

sélido e liquido ﬁ

Anédlises de
Cromatografia em
fase gasosa Coleta de aliquotas a cada 24 horas

Figura 22 — Representacdo esquematica das reacdes de reducdo com fungos

endofiticos.
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3.5.2 Reacgéo de reducédo de cetonas com tucuma (Astrocaryum aculeatum)

Os tucumas foram lavados com agua corrente para retirada de contaminacéo,
em seguida a casca e a polpa foram cortados em lascas e 10 g da casca (lascas) ou
da polpa (lascas) foram adicionados em cada erlenmeyer contendo 100 ml de agua
destilada em seguida adicionou-se 100 mg do substrato carbonilico. As reacdes
foram deixadas sob agitacdo a 180 rpm a 28°C. (YADAV et al., 2002). Aliguotas
foram retiradas a cada 24 horas do meio reacional e acompanhadas por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) utilizando como eluente hexano/acetato
de etila nas seguintes proporgdes, 9:1 ou 8:2. Apls trés dias as reacdes foram
tratadas com hexano e o solvente foi evaporado. As aliquotas foram extraidas com
hexano grau HPLC e em seguida foram filtradas com uma membrana filtrante
CHROMAFIL® 0-45/25 para serem analisados em Cromatografia em fase gasosa
com coluna capilar quiral (Condic¢des tabela 4.).

3.5.3 Reacdo de Reducdo de cetonas utilizando Saccharomyces cerevisiae

(Fermento de pao biolégico comercial) em diferentes sistemas

Em um frasco contendo 40 mL de hexano adicionou-se 1,5 mmol da cetona
previamente solubilizada em hexano e 6g do fermento de péo biolégico comercial.
Em seguida, gotejou-se lentamente no meio reacional 2,4 ml de agua destilada ou
solucéo de sacarose ou trealose a 10%. As reagOes foram mantidas em um agitador
orbital a 150 rpm e temperatura de 30°C. Aliquotas de 1,0 mL, de cada reacao,
foram retiradas periodicamente a cada 24h e analisadas por Cromatografia de
Camada Delgada (CCD). As aliquotas foram armazenadas sob refrigeracdo para
posteriores analises por Cromatografia em fase gasosa. (ALBUQUERQUE, 2007,
SILVA, 2009).
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3.6 RESOLUCAO ENZIMATICA

3.6.1 Resolucdo Biocatalitica do Zerumbol utilizando a enzima comercial

Novozyme 435 (lipase B de Candida antarctica)

Apoés obtencao do zerumbol via quimica, foi realizada a reacédo de resolucdo do
alcool secundario mediada por lipase. Foi utilizada a enzima comercial Novozyme
435, a fim de se obter o &lcool enantiomericamente puro.

As reacOes foram realizadas em erlenmeyers de 50 mL, adicionando-se 3,2
mmol (33 mg) do alcool racémico solubilizado em 10 mL de hexano P.A., 500uL de
acetato de vinila e 80 mg da enzima lipase B de Candida antarctica. Apés adicionar
0 agente acilante, fechou-se o frasco com rolha de borracha e foi colocado
imediatamente sob agitacdo num agitador orbital termostatizado em 33°C a 150 rpm.
Aliguotas de 100uL foram retiradas em tempos pré-determinados, e diluidas em
hexano para serem analisadas em cromatografia em camada delgada tendo como
eluente hexano/acetato de etila na proporcéo de 9:1. A reacéo foi interrompida em
120 horas e a mistura reacional foi filtrada em papel filtro e a enzima suportada foi
lavada varias vezes com acetato de etila. Em seguida o solvente foi removido no
rotaevaporador. A fim de purificar o alcool e o acetato formados, sera realizado uma
coluna cromatogréfica tendo como eluente hexano/acetato de etila nas propor¢cées
de 8,5:1,5 e 8:2 (FERREIRA, 2008).

3.6.7 Resolucédo enzimatica do zerumbol racémico por micélios de fungos da

Amazonia

As reacOes foram realizadas em erlenmeyers de 50 mL, adicionando-se 3,2
mmol (33 mg) do alcool racémico solubilizado em 10 mL de hexano P.A., 500 uL de
acetato de vinila e 400 mg do micélio fungico (UEA115 e CG1001). Apds adicionar o
agente acilante, fechou-se o frasco com rolha de tampa de borracha e foi colocado
imediatamente sob agitacdo num agitador orbital em 33°C a 150 rpm. Aliquotas
foram retiradas em tempos pré-determinados, e diluidas em hexano para serem

analisadas em cromatografia em camada delgada tendo como eluente
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hexano/acetato de etila na proporcao de 9:1. Quando foi constatado que ocorreu a
converséo, a reacao foi interrompida. (FERREIRA, 2008). O sobrenadante das
aliquotas foi extraido com o solvente diclorometano, secos por Na,SO, (sulfato de
s6dio), em seguida filtrados com seringa e membrana CHROMAFIL®0-45/25 para
serem analisados em Cromatografia em fase gasosa com coluna capilar quiral

(Condic0es tabela 4).
3.7 Determinacdo da Conversao e do Excesso enantiomérico

Para a determinacdo da porcentagem de conversdo e do excesso
enantiomérico aliqguotas foram retiradas periodicamente e analisadas no
cromatografo gasoso equipado com uma coluna capilar de fase estacionaria quiral.

A conversdo € calculada pela razdo das areas dos picos referentes ao
reagente e aos produtos. As areas dos picos dos substratos e dos produtos foram
comparadas, e a soma total das areas foi considerada como 100%. O grau de
seletividade na obtencao preferencial de um dos enantibmeros durante a reducao
das cetonas, foi avaliada em termos de excesso enantiobmerico (ee), definido pela
Equacéo 1. (AITKEN e KILENYI, 1992).

ee = (% A do enantibmero maior) — (% A do enantibmero menor) X 100 Eq. 1

(% A do enantibmero maior) + (% A do enantibmero menor)

Para as reacg0es de resolucéo foram utilizadas as seguintes equacdes:

c = ees Eq. 2 (FABER, 1997)
ees + eep
E= _In[(1—c)(1—eey Eq. 3 (FABER, 1997)

In[(1 —c)(1 + eey)]

E= _In[(1—c(1l +eedl Eq. 4 (FABER, 1997)
In[(1 —c(1—ees)]

37



Embora a qualidade do produto da resolucédo da resolugédo de um racémico
seja caracterizada pelo excesso enantiomérico, a razao enantiomérica (E) é um
parametro importante, pois descreve o grau de conversao (c) e o ee do substrato e
produto. O excesso enantiomérico € uma propriedade do produto, a razéo

enantiomérica € caracteristica do processo (CHEN et al., 1982; FABER,1997).
Para a analise dos produtos obtidos das reacfes de reducdo de cetonas e

resolucdo de zerumbol racémico foram utilizadas as seguintes condicbes de

progamacéo do CG-quiral (Tabela 4).

Tabela 4. Condi¢des de programacao do CG-quiral

Parametros

p-nitro- 3-hidroxibutanoato 2-cloro- zerumbol
feniletanol de etila feniletanol
Coluna Beta Dex Beta Dex Beta Dex Beta Dex
Temperatura inicial 90 °C 70°C 165 °C 120 °C
Temperatura final 1 150 °C 110 °C 200°C 180 °C
Temperatura final 2 —- — - 200 °C
Taxa de aquecimento 1 5°C/min 2 °C/min 2 °C/min 1 °C/min
Taxa de aquecimento 2 7 °C/min
Tempo final 1 2 min 5 min 2 min 3 min
Tempo total de analise 33 min 26 min 33 min 75 min
Injetor Split 200 °C Split 200 °C Split. 200 °C Split. 250 °C
Detector: FID 220°C 220°C 220°C 250°C
Pressé&o do gés carreador 100 kPa 100 kPa 100 kPa 100 kPa
Volume da amostra 1uL 1uL 1uL luL
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo, serdo apresentados e discutidos os resultados das reacdes de
biotransformacao das seguintes cetonas: p-nitroacetofenona, acetoacetato de etila,
a-cloroacetofenona e zerumbona, mediadas pelos seguintes biocatalisadores: nove
cepas de fungos endofiticos isolados da planta Aspidosperma nitidum
(Carapanauba), duas linhagens industriais de Saccharomyces cerevisiae CAT-1 e
PE-2, fermento de p&do comercial seco (FP) e a polpa e a casca do fruto Tucuma da
palmeira (Astrocaryum aculeatum). Para as reacdes de resolucdo do alcool foram
utilizados como biocatalisadores a lipase comercial de Candida antarctica
(NOVOZYME 435) e duas cepas de fungos endofiticos, UEA115 e CG1001, isolados
do cacau (Theobroma cacao) e da carapanauba respectivamente. Primeiramente,
serdo abordados os resultados obtidos para a reducao das cetonas com borohidreto
de sodio (NaBH,), para obtencdo dos respectivos alcoois racémicos que seréo
utilizados como padrbes para as analises de CG-quiral ou para serem utilizados nas

reacOes de resolucdo de alcool.

4.1. Sintese de alcoois racémicos

Na literatura j4 sdo classicas as reacdes de reducdo de cetonas utilizando o
NaBH,4. Esse por ser um agente redutor aquiral produzira uma mistura racémica de
enantidmeros (50% R e 50% S) (SOLOMONS, 2005). Nesse trabalho realizou-se a
reducdo via quimica das cetonas: p-nitroacetofenona, acetoacetato de etila, a-
cloroacetofenona e zerumbona utilizando o NaBH, para a obtencdo dos &alcoois
racémicos padrbes para as analises de cromatografia em fase gasosa com coluna

quiral (Figura 23).
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Figura 23- Reacéo de reducdo das diferentes cetonas utilizando NaBH, em metanol.

Nas reacdes via quimica, os alcoois foram obtidos com excelentes graus de
pureza, com excecdo do zerumbol que foi purificado, através de cromatografia em
coluna utilizando como fase moével uma mistura em diferentes propor¢des, de
hexano e acetato de etila, em ordem crescente de polaridade (8,5:1,5 e 8:2).

Todos os alcoois obtidos tiveram excelentes rendimentos, entre 72% a 92%,
com excecao do 3-hidroxibutanoato de etila que teve apenas 20% de rendimento.
Os tempos reacionais foram baixos de 30 min a 1 hora, com excec¢éo do zerumbol,
que somente apos 24 horas de reacdo pbde-se observar a formagdo do produto
desejado. Os alcoois obtidos: p-nitrofeniletanol e o 2-clorofeniletanol, foram
revelados tanto em lampada de ultravioleta (U.V), quanto na camara de iodo. Ja
para o alcool zerumbol, por ndo apresentar em sua estrutura quimica elétrons em
ressonancia, devido a auséncia de grupos cromoéforos, apenas foi revelado na

camara de iodo. O 3-hidroxibutanoato de etila ndo foi revelado no U.V e nem na
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camara de lodo, embora a cromatografia em fase gasosa quiral comprova a sua

formacao conforme pode ser observado na Figura 24.

V10,000

50
12,1
25
0.0
Tenséao
V)
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~ X
15 /'/\/\E

125 130 135 140 145 150 155 160 min
Tempo (min)

Figura 24- Cromatograma da reacdo para obtencédo do 3-hidroxibutanoato de etila

racémico (Conforme as condi¢des reacionais descritas na Tabela 4). Em 12,1 min:

acetoacetato de etila; 15,8 e 15,9 min: 3-hidroxibutanoato de etila racémico.

Na Figura 24, a separacdo dos enantibmeros do &lcool racémico 3-
hidroxibutanoato de etila, em 15,8 e 15,9 min, foi realizada com as condi¢cfes de
analise observada na Tabela 4. Os cromatogramas dos diferentes alcoois racémicos
obtidos se encontram no ANEXO (p.81).
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O zerumbol racémico foi analisado por CG-Quiral e caracterizado por
espectroscopia de Infravermelho (1V) (Figura 25).
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Figura 25- Espectro de Infravermelho (IV) do zerumbol racémico em pastilha de
KBr.

O espectro de Infravermelho do composto apresentou uma banda de
absorcdo em 3338 cm™ referente & hidroxila (-OH) caracterizando a formagéo do
alcool. Na regido de 2952 cm™ e 2862 cm™ sdo observadas bandas de absorcdo
caracteristicas de carbonos primarios e secundarios. Em 1661 cm™ observa-se a
banda em baixa frequéncia referente a carbonila a,B-insaturada indicando a
presenca de zerumbona remanescente. Na espectroscopia de infravermelho com
pastiiha de KBr € preciso que a amostra esteja concentrada, ja na técnica de
cromatografia em fase gasosa a amostra deve estar bem mais diluida,
principalmente para que ocorra a separa¢ao dos enantiomeros na fase estacionaria
quiral, justificando assim o fato de que no cromatograma do alcool racémico néao é

observado a presenca da zerumbona.
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Na Figura 26 o cromatograma quiral do zerumbol racémico revela a
separacao dos picos dos enantibmeros em 51.9 e 52.2 min, segundo as condi¢des
da Tabela 4.

uV(x1,000)

1.00
Tenséo 0.75
(V)

050

0.25

0.00

490 50.0 510 520 530 5.0 55.0 5.0 57.0 58.0 min
Tempo (min)
Figura 26- Cromatograma em coluna quiral do zerumbol racémico. Em 55,5 min:

zerumbona; 51,9 e 52,2 min: zerumbol racémico.

Apos a obtencéo dos alcoois racémicos, realizaram-se as reacdes de reducéo
das diferentes cetonas utilizando biocatalisadores alternativos. Primeiramente, seréo
discutidos os resultados das biorreducdes mediadas por diferentes cepas de fungos
endofiticos, em seguida, os resultados obtidos com a levedura Sacharomyces

cerevisiae e com a polpa e a casca do fruto tucuma.
4.2 Reac0Oes de reducao de cetonas mediadas por fungos endofiticos

Foram utilizadas nove cepas de fungos endofiticos isoladas das folhas e
galhos da Carapanauba (Aspidosperma nitidum) cultivados em meio de cultivo

Batata-Dextrose (BD), para as reacdes de reducdo das seguintes cetonas: p-

nitroacetofenona, acetoacetato de etila, a-cloroacetofenona e zerumbona.

43



4.2.1 Reacdo de reducdo da p-nitroacetofenona mediada por fungos
endofiticos

Nas reacdes de reducdo da p-nitroacetofenona com os fungos endofiticos
foram utilizados as cepas: CF0203, CF0106, CF0305 e CF1102. Apds 4 dias de
crescimento do micélio fungico, em meio liquido BD, foi adicionado o substrato p-

nitroacetofenona e mantido sob incubacao por mais trés dias (Figura 27).

O

OH OH
Fungo endofitico /@/\
O - 3 + 0
\lr\i* 28°C a 100 rpm O\N+ SN
Il
o lc! o
p-nitroacetofenona (R)- p-nitroafeniletanol (S)- p-nitroafeniletanol
Figura 27 - Esquema de reacdo para a reducdo enantiosseletiva da

p-nitroacetofenona utilizando fungos endofiticos.

Aliquotas foram retiradas a cada 24 horas e os resultados das analises em
CG/quiral podem ser observados na Tabela 5.
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Tabela 5. Resultados das reacfes de reducdo da p-nitroacetofenona mediada por

diferentes fungos endofiticos e tempos reacionais.

Fungo Tempo de Reacédo (h) Conversao (%) ee
(%)

CF02_03 24 66 >99
CF02_03 48 84 93
CF02_03 72 87 97
CF01_06 24 32 58
CF01_06 48 43 64
CF01_06 72 59 66
CF03_05 24 40 >99
CF03_05 48 48 >99
CF03_05 72 61 92
CF11 02 24 27 &
CF11 02 48 36 67
CF11_02 72 41 65

Observa-se na Tabela 4 que o tempo reacional é um fator determinante para
0 aumento da porcentagem de conversao (%c) da p-nitroacetofenona. No entanto,
para as cepas CF03_05 e CF11 02 os valores dos excessos enantioméricos foram
reduzidos apos 72 e 48 horas de reacao, para cada cepa respectivamente. Estudos
para aumentar a %c, sem no entanto reduzir o ee destas cepas, devem ser
realizados com a variacdo de parametros reacionais, tais como a concentracéo do
substrato e quantidade de biocatalisador utilizado.

Com a cepa CF02_03 o excesso enantiomérico em 72 horas é 97%, com a
formacdo majoritaria de um uUnico enantiomero conforme pode ser constatado na
literatura utilizada como base para as condicbes de programacao das analises em
CG-quiral para este alcool, o primeiro enantiomero formado € o R e 0 segundo 0 S,
estudos que utilizaram coluna quiral B-ciclodextrina porém sendo de marcas
diferentes (COMASSETO et al., 2004; ALBUQUERQUE, 2007).

Na reacdo com o fungo CF03_05 teve um aumento na conversao com O

aumento do tempo reacional, porém houve uma diminuicAo no excesso
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enantiomérico em 72 horas de reacdo. Observou-se com a cepa CF02_03 formacao
em maior quantidade do enantibmero oposto formado. Comprovando que esses
microrganismos podem ser seletivos tanto para o enantibmero R como para o S
(Figura 28).
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Figura 28-Cromatogramas em CG-quiral: o p-nitrofeniletanol obtido por reducéo via

quimica, reacdo de 72 horas utilizando fungo CF02_03 e reacdo de 72 horas de

reacao utilizando fungo CF03_05. Em 25,8 e 27,1 min: p-nitrofeniletanol racémico; 25,8 min: p-

nitrofeniletanol da biotransformagé&o; 27,1 min: p-nitrofeniletanol da biotransformacéo.

Os numeros de porcentagem de conversdo e excesso enantioméricos das
reacoes de reducéo com as cepas foram bons, sendo o melhor resultado obtido com
a cepa fungica CF02_03 em 72 horas de reagdo. Observou-se que neste tempo
reacional ocorreu a formacao do alcool p-nitrofeniletanol enantiomericamente puro,

ee 97% e porcentagem de conversao de 87%.
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Em relacdo a enantiosseletividade das reagbes de reducdo as cepas
CF02_03 e o CF03_05 apresentaram os melhores resultados de porcentagem de
conversao 87% e 61% e excesso enantiomeérico 97% e 92% respectivamente em 72
horas de reacéo.

Todas as cepas fungicas isoladas das folhas da Carapanauba utilizadas na
reducado da p-nitroacetofenona foram capazes de formar alcoois enantiomericamente
puros. Estudos do tempo reacional serdo necessarias para otimizar a formacéo do
produto enantiomericamente puro. Para a confirmagédo da configuracao absoluta (R
ou S) dos alcoois formados nas reacfes serdo necessarios realizar experimentos em
maior escala para poder isolar e purificar os produto das reacdes e caracterizar a
configuracdo absoluta dos enantibmeros através de equipamentos, tais como;
Polarimetro, RMN ou através de padrdes sintéticos ou comerciais. Os
cromatogramas das reacfes de reducdo da p-nitroacetofenona mediada por fungos

endofiticos se encontram no ANEXO (p.82-83).

4.2.2 Reacdo de reducdo do acetoacetato de etila mediada por fungos
endofiticos

No estudo da reducdo com acetoacetato de etila com os fungos endofiticos
foram utilizados as seguintes cepas fangicas: CF02_03, CF03_05, CF11 02, e
CFO01_06 isoladas das folha da Carapanauba e CG05 04, CG03 08, CG07_01 e
CGO02_04 isoladas dos galhos da carapanauba, cultivados em meio liquido BD. Apoés
4 dias de crescimento dos micélios fungicos foi adicionado o substrato cetdnico
acetoaceto de etila e deixado sob incubag&o por mais trés dias. (Figura 29).
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28°C a 100 rpm

acetoacetato de etila (R)- 3-hidroxibutanoato de etila (S)- 3-hidroxibutanoato de etila

Figura 29- Esquema da reacao de reducédo do acetoacetato de etila mediada por
fungos endofiticos.

Aliquotas foram retiradas a cada 24 horas. Os resultados comprovaram a
formacédo de um produto diferente do alcool padrdo racémico, ndo sendo observado
portanto a reacdo de reducdo. Para as cepas CF03_05, CF02_03, CF01_06,
CF11_02, CG05_04 e CG03_08 observou-se a formagdo de um (nico produto
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detectado em CG-quiral. As reagbes com os fungos CG07_01 e CGO02_04 néo
formaram nenhum produto até 72 horas de reacdo. Os resultados podem ser

observados na Tabela 6.

Tabela 6 — Reacédo de reducéo do acetoacetato de etila utilizando diferentes cepas
de fungos endofiticos em diferentes tempos reacionais.

Fungo Tempo de Reacéao (h) Converséo (%)
CF03_05 24 50
CF03_05 48 62
CF0305 72 78
CF02_03 24 55
CF02_03 48 47
CF02_03 72 57
CF01_06 24 71
CF01_06 48 43
CF01_06 72 41
CF11 02 24 78
CF11 02 48 48
CF11_02 72 34
CGO05_04 24 58
CGO05_04 48 38
CGO05_04 72 43
CG03_08 24 52
CG03_08 48 41
CG03_08 72 49
CG07_01 24 NR
CG07_01 48 NR
CGO07_01 72 NR
CG02_04 24 NR
CG02_04 48 NR
CG02_04 72 NR

*NR = N&o ocorreu reacdo (N&o reagiu)
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De acordo com a tabela 5, observa-se na reagdo com a cepa CF03_05, com
0 aumento do tempo reacional maior é a conversdo ao produto. Em 72 horas de
reacao apresenta a melhor porcentagem de conversao (78%) obtida em relacdo as
outras cepas.

Nas reacBes com as cepas fungicas CF11l 02 e CF01_06 os resultados
apresentaram caracteristica de reagfes reversiveis, pois, o percentual de conversao
diminui com o0 aumento do tempo reacional.

N&o se pode afirmar que tipo de produto foi formado nas reacdes com os
fungos endofiticos. Com base com dados na literatura, supdem-se que o0
acetoacetato de etila em contato com o0 meio aquoso produziu uma lactona e em
seguida um estér (SAKAI, et al., 1999). Dados que s6é poderdo ser confirmados
através da caracterizagdo quimica feita por andlise de espectroscopia de RMN-'H,
CG-MS e IV (Figura 30).
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Acetoacetato de etila (R,S)-3-hidroxibutanoato de etila
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: > 0 N EE——— M
OH HO

28°C a 100 rpm

Figura 30- Esquema da biotransformacéo do acetoacetoacetato de etila com fungos
endofiticos e o0 suposto produto formado. Adaptado da referéncia (SAKAI, et al.,
1999).

Na Figura 31, observa-se a sobreposicdo dos cromatogramas da aliquota
reacional com a cepa fuangica CF03_05 em 72 horas de reacdo. Conforme as a
condicbes de analises descritas na Tabela 4, o produto desta reacao aparece no
tempo de retengdo de 9,7 min, no entanto o alcool racémico padréo tem o tempo de

retencdo de 51.9 e 52.2 min.
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Figura 31- Sobreposicdo de cromatogramas de CG-quiral: do padrdo cetdnico
acetoacetato de etila, do alcool racémico obtido por reducdo via quimica e da
aliquota em 72 horas de reacao utilizando a cepa CF03_05. Em 12,1 min: acetoacetato

de etila; 9,7 min: produto ndo identificado da biotransformacéo; 15,8 e 15,9 min: 3-hidroxibutanoato

de etila racémico.

A reacdo com melhor porcentagem de conversdo do acetoacetato de etila foi
obtido com a cepa CF03_05, 78% de conversdo ao produto nao identificado até o
momento, em 72 horas de reacao.

A fim de isolar e caracterizar quimicamente o composto formado sera
necessario repetir a reacao a fim de isolar em maior quantidade o produto formado
na reagcdes com o acetoacetato de etila.

Os cromatogramas da biotransformacao do acetoacetato de etila mediada por
fungos endofiticos se encontram no ANEXO (p.86-88).

Para verificar se o produto observado nos cromatogramas nao era algum
metabdlito produzido pelo fungo endofitico utilizado, aliquotas dos meios de culturas
nos mesmos tempos de incubacdo, sem o substrato para biotransformacao foram

extraidas em diclorometano e injetados no CG-quiral.
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4.2.3 Reacao de reducdo da a-cloroacetofenona mediada por fungos
endofiticos

Nas reacOes de reducdo da a-cloroacetofenona com os fungos endofiticos
foram utilizadas as cepas: CG05 04 e CF03_04 isoladas do galho e da folha da
Carapanauba (Aspidosperma nitidum). Apdés 4 dias de crescimento do micélio
fungico, em meio liquido BD foi adicionado o substrato cetdnico a-cloroacetofenona,

e mantido sob incubacao por mais trés dias (Figura 32).

o OH oH
Fungo endofitico ~
> +
Cl 28°C a 100 rpm al cl
alfa-cloroacetofenona (R)- 2-clorofeniletanol (S)-2-clorofeniletanol

Figura 32 — Esquema da reacdo de reducédo da a-cloroacetofenona mediada por
duas cepas fangicas endofiticas (CG05_04 e CF03_04).

Aliguotas foram retiradas a cada 24 horas, e os resultados podem ser
observados na Tabela 7 que apresentam as porcentagens de conversdo da a-
cloroacetofenona ao &lcool enantiomericamente puro. Na reagdo com o fungo
CG0504, verificou-se que a taxa de conversdo é baixa e se mantém constante até
72 horas, da mesma forma o excesso enantiomérico manteve-se contante em 80%

com o aumento do tempo reacional.

Tabela 7 — Reacdo de reducdo da a-cloroacetofenona mediada por fungos

endofiticos.

Fungo Tempo de Conversao ee

Reacéao (h) (%) (%)

CG0504 24 19 58
CG0504 48 19 60
CG0504 72 19 60
CF0304 24 24 62

CF0304 48 24 50

CF0304 72 26 50
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Observa-se na Figura 33 a sobreposi¢cao dos cromatogramas obtidos em 72
horas de reacdo com a cepa fungica CF0304, com os padrdes do alcool racémico e
do substrato cetdnico. Segundo a literatura o primeiro enantiomero, a ser detectado
nas condi¢cdes de analises em CG-quiral também utilizados nestes estudos, foi o
enentiomero S seguido do enantiometro R nos tempos de retencdo de 30.3 e 30.9
respectivamente, observa-se na figura 29 uma maior formacéo do possivel alcool R.
(ALBUQUERQUE (2007) e ROCHA (2008).
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Figura 33 - Sobreposicdo dos cromatogramas: a-cloroacetofenona, 2-

clorofeniletanol e reagédo de reducgéo da a-cloroacetofenona com o fungo CF03_04

em 72 horas. Em 6,0 min: produto n&o identificado da reacdo; 27,9 min: alfacloroacetofenona; 30,4

e 31,0 min: a-clorofeniletanol racémico; 30,3 e 30,9 min: a-clorofeniletanol da biotransformacao.

O aparecimento de um composto nao identificado no tempo de retencéo de 6
min., diferente do tempo de retengcao da cetona (27.9 min) foi observado para as
reacoes com as cepas CF03_04 e CG05_04. O meio de cultura destas cepas foi
investigado realizando analises cromatograficas de aliquotas destes meios para
verificar a producéo de algum metabdlito produzido pelas cepas estudadas. Nenhum

composto em 6 min de retengao foi observado. Supde-se que este produto deva ser
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algum metabdlito secundério liberado pelo fungo, visto que este composto se
mantém constante desde o periodo de 24 horas de reagdo (apds a adicdo do
substrato) com as duas cepas fungicas.

As cepas fungicas CG05 04 e CF03 04 apresentaram bons resultados,
apesar da baixa conversdo, 0s excessos enantioméricos foram bastante
significativos. Sendo necessério a continuidade dos estudos, com variacdes de
parametros, para tentar obter maiores conversées e melhores excessos
enantioméricos para a reducédo da a-cloroacetofenona.

A continuidade dos estudos também fornecera informagces sobre o tempo
necessario para o consumo completo do substrato a-cloroacetofenona.
Experimentos em maior escala, para isolar e realizar a caracterizacdo quimica dos
produtos das reacfes e dos possiveis metabdlitos secundarios formados, também

serdo necessarios para verificar a viabilidade destes biocatalisadores.

4.2.4 Reacao de reducdo da zerumbona mediada por fungos endofiticos.

As cepas dos fungos endofiticos utilizadas para reducdo da zerumbona
foram: CF02_03 e CF03_05 isoladas das folhas da Carapanauba; e as cepas
G05 04 e CGO03_08 isoladas dos galhos da Carapanauba. Ap6s 4 dias de
crescimento do micélio fungico, em meio liqguido BD foi adicionado o substrato
cetbnico, zerumbona e mantido sob-incubacao por mais trés dias. Aliguotas foram
retiradas a cada 24 horas, o substrato, o produto da reacdo e os metabdlitos, foram
extraidas com o solvente diclorometano e analisadas por CG/quiral (Figura 34).

Fungo endofitico +

= 28°C a 100 rpm

Zerumbona (R)-zerumbol (S)-zerumbol

Figura 34- Esquema da reacao de reducdo da zerumbona utilizando cepas fungicas

endofiticas.
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Nas reacdes de reducdo da zerumbona com fungos endofiticos, ndo se
observou a formagdo do alcool desejado por CG-quiral, no entanto, houve a
formacdo de varios sub-produtos que devem ser isolados e caracterizados na
continuidade deste trabalho.

Para verificar a viabilidade da reacdo de redugcdo da zerumbona através de
outro biocatalisador, testou-se o fermento de pao comercial conforme pode ser

visualizado na discussao dos resultados a seguir.

4.3 Reacdes de reducdo de cetonas utilizando Saccharomyces cerevisiae em

diferentes sistemas.

A levedura Saccharomyces cerevisiae, conhecida popularmente como
fermento de pdo biolégico, na biocatalise tem seu grande destaque por atuar em
reducdes enantiosseletivas de cetonas alifaticas, aromaticas e a,B-insaturada
(CHEN et al., 1984).

No entanto, a levedura foi testada na reducdo das cetonas: zerumbona e
acetoacetato de etila. Testou-se também o acetoacetato de etila, pois na literatura é
muito relatado a sua reducdo utilizando a levedura Saccharomyces cerevisiae.
Albuquerque (2007) utilizou o fermento de p&o como biocatalisador na reagéo de
reducdo do acetoacetato de etila obtendo em sistema bifasico 100% de conversao
ao alcool quiral S e >99% de excesso enantiomérico (NASCIMENTO et al.,2002;
ZANOTTO, 2003; ALBUQUERQUE, 2007).

Utilizou-se o fermento de pao comercial (FP) e linhagens industriais de
Saccharomyces cerevisiae, CAT-1 e PE-2, para atuarem na reacao de reducéo do
acetoacetato de etila. Foi empregado como agente protetor da membrana celular da
levedura os acuUcares; trealose (T) a 10% para FP e sacarose (S) a 10% para as
linhagens CAT-1 e PE-2. Nessas reacoes de reducdo com acetoacetato de etila
foram obtidos alcoois puros, sendo que nos sistemas reacionais CAT-1/S10% e PE-
2/S10% foram as melhores taxas de conversao a produto, com destaque para o
sistema reacional com o biocatalisador PE-2/S10% 45% de conversao ao produto
em 36 horas, entretanto o sistema FP/T10% apresentou uma conversdo menor que

1% em 36 horas de reagéo.
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Na reacdo de reducdo da zerumbona com os sistemas de biocatélise,
FP/T10% néao foi observado a formagéo do &lcool, mas sim de varios sub-produtos

gue devem ainda serem isolados e caracterizados.

4.3.1 Reacdo de reducdo do acetoacetato de etila utilizando linhagens

industriais de Saccharomyces cerevisiae em diferentes sistemas.

As reacdes de reducédo do acetoacetato de etila foram mediadas por fermento
de pao comercial, FP e linhagens S. cerevisiae CAT-1 e PE-2 em solvente organico,

hexano e deixado em um agitador orbital a 150 rpm a 30°C (Figura 35).

PE-2/S10%

o o CAT-1/S10%

o OH o OH
k- + ~
/\O > PN o /\o
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Acetoacetato de efila (R)-3-hidroxibutanoato de etila (S)-3-hidroxibutanoato de etila

Figura 35 - Esquema das reacdes de reducdo utilizando linhagens de

Saccharomyces cerevisiae (FP) e as linhagens industriais (CAT-1 e PE-2).

As linhagens industriais de S. cerevisiae, CAT-1 e PE-2, foram selecionadas
devido ao grande destaque na induastria, juntas foram responsaveis no periodo
2007/2008 por 60% da producao brasileira de alcool, correspondendo a 13,4 bilhdes
de litros. Essas leveduras foram utilizadas na reducéo de chalconas por Silva (2009)
e obteve boas conversdes (>99%).

A trealose e a sacarose foram utilizadas como agentes protetores, pois
segundo a literatura alguns agucares tém influéncia direta na integridade da
membrana celular, sendo de extrema importancia esta protecédo para que sistemas
reacionais utilizando solventes organicos, ndo sofram contaminacdo com material
intracelular devido ao rompimento da membrana celular por agentes agressores
(LEON et al., 1998; DONG et al., 2007; LUO et al., 2008). Zanotto e colaboradores
verificaram, que para a reacado de reducdo do acetoacetato de etila utilizando a
S.cerevisiae e hexano como solvente, ndo ocorreu diferenca nos resultados de

porcentagem de conversdo 100% e ee > 99% em 24 horas de reagao, quando o
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agente protetor da membrana celular foi a trealose ou a sacarose (ZANOTTO,
2003).

A escolha dos valores das variaveis, temperatura e velocidade de agitacao
para este experimento, foram baseadas pelos estudos de Silva e colaboradores, que
verificaram a influéncia destas varidveis no aumento da porcentagem de conversao
quando, por exemplo, a reacdo era realizada sob agitacdo magnética a 150 rpm, em
rotacdes menores foi observado uma diminuigcdo a porcentagem de conversao dos
produtos. Em relacdo a temperatura verificou-se que as conversoes (68 - 99%) dos
produtos aumentaram com o aumento da temperatura de 25 a 30°C, na faixa de 30-
45°C as conversGes mantiveram-se constantes, entretanto ap6s 45°C houve uma
diminuicdo das conversdes (SILVA, 2009). Entretanto deve-se salientar que uma
agitacao vigorosa pode causar uma desativacdo da enzima por estresse quimico e
mecanico (MORITA e ASSUMPCAO, 1995).

De acordo com a Tabela 8 pode-se verificar que a melhor conversao foi com
a linhagem PE-2, em apenas 16 horas de reacdo observou-se 83% de conversao ao
alcool e um ee de 9%, com a formacdo majoritaria de um dos enantiomeros, porém
houve a diminuigdo da conversdo com o aumento do tempo reacional embora os
excessos enantioméricos mantiveram-se constantes (>99).

Ja para o FP a formacdo do alcool s6 ocorreu em 36 horas com uma
conversdo abaixo de 1%. O FP foi mais seletivo para a formacdo do possivel S
conforme a literatura utilizada como base para as condicbes de programacdo das
analises em CG-quiral para este alcool (NASCIMENTO et al., 2002; ZANOTTO,
2003; ALBUQUERQUE, 2007).
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Tabela 8- Reacdo de reducéo do acetoacetato de etila mediada por Saccharomyces

cerevisiae.

Sistema biocatalitico Tempo de Converséao (%) ee
Reacéao (h) (%)

FP/T10%* 16 ---
FP/T10%* 24 ---
FP/T10%* 36 0.85 26
CAT-1/S10%* 16 0.33 9
CAT-1/S10%* 24 22 84
CAT-1/S10%* 36 24 99
PE-2/S10%* 16 83 9
PE-2/S10%* 24 54 99
PE-2/S10%* 36 45 99

T10%: Solucéo de trealose (10%), S10%: Solucdo de Sacarose (10%),*Meio Orgéanico (Hexano)
(150rpm 30°C)

Para a reacdo de reducdo do acetoacetato de etila, utilizando a linhagem
CAT-1, houve um aumento das conversfes com o0 aumento do tempo reacional, nao
ultrapassando 24 % de conversdo em 36 horas. Apesar das baixas conversfées o
excesso enantiomerico aumentou-se obtendo >99%. Esta linhagem também
mostrou-se mais seletiva para o possivel enantiomero R, isto € observado na Figura
36.
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Figura 36- Cromatogramas de CG-quiral: reacdo de 36 horas utilizando PE-2, o 3-
hidroxibutanoato de etila obtido por reducdo via quimica e reacdo de 36 horas

utilizando CAT-1. Em 15,8 e 15,9 min: 3-hidroxibutanoato de etila racémico; 12,1 min min:

acetoacetato de etila, 16,2 min: 3-hidroxibutanoato de etila da biotransformacéao.

Em 16.2 min verifica-se o tempo de retencao do alcool formado, sendo que a
linhagem CAT-1 foi seletiva para um dos enantibmeros formados, diferente da
reacdo com o FP que foi mais seletivo ao possivel enantiomero S.

A observacdo da formacéao de subprodutos obtidos nas reagcbes de reducédo
do acetoacetato de etila com as cepas fungicas endofiticas, ndo foi observado para
as reacoes realizadas com a S.cerevisiae. Pode-se supor que a reacodes realizadas
em meio aquoso podem promover o aparecimento de subprodutos indesejados, o
gue ndo aconteceria quando realizadas em meio organico. Os cromatogramas das
reagOes de redugcao do acetoacetato de etila utilizando Saccharomyces cerevisiae
encontram-se no ANEXO (p.89-90).
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4.3.2 ReacOes de reducado da zerumbona utilizando Saccharomyces cerevisiae

em diferentes sistemas.

As reacdes de reducdo da zerumbona foram mediadas por FP em hexano
como solvente, tendo como agente protetor da membrana celular da levedura a
sacarose, as reagdes foram adicionadas em um agitador orbital a 150 rpm e 30°C
(Figura 37).

FP (Saccharomyces cerevisiae) +
= > = =

30°C a 150 rpm

Zerumbona (R)-zerumbol (S)-zerumbol

Figura 37- Esquema das reac¢des de reducdo da zerumbona mediada por fermento
de pao comercial (FP) Saccharomyces cerevisiae.

As aliquotas foram recolhidas a cada 24 horas de reagdo durante 3 dias.
Diante das andlises por CG-quiral foi constatado que ndo houve a formacao do
zurumbol. No entanto observou-se a formacéo de varios subprodutos que devem ser
isolador e caracterizados. Supde-se que além da carbonila o FP pode ter reduzido
as duplas ligacoes.

Com o intuito de encontrar biocatalisadores alternativos para a reacao de
reducdo da zerumbona, foi testado como biocatalisador o fruto amazénico tucuma,
pois na literatura pode-se verificar o relato de inUmeros vegetais utilizados para
reacOes de reducdo de cetonas produzindo &lcoois quirais. Além da zerumbona
testou-se o fruto tucuma como biocatalisador para reducdo da p-nitroacetofenona,
que quando utilizada como substrato para as cepas fungicas endofiticas obtiveram

bons resultados.

4.4 Reacédo de reducao de cetonas com tucuma (Astrocaryum aculeatum)

Atualmente, muitos frutos e vegetais tem sido empregados na biocatalise para

a reducdo enantiosseletiva de cetonas pro-quirais formando  &lcoois
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enantiomericamente puros. O primeiro vegetal utilizado e bastante citado na
literatura foi a cenoura (Daucus carota) em seguida outros foram sendo utilizados
em diversos trabalhos, no entanto nenhum resultado comparado com a eficiencia da
cenoura (YADAV et al.,2002).

Machado e colaboradores (2008) resolveram estudar a casca do maracuja
(Passiflora edulis) como biocatalisador em reacdes de bioreducdo de cetonas
aromaticas, em 72 horas obtiveram boas taxas de conversdes (74% e 30%) e
razoaveis excessos enantioméricos (23% e 64%). J& que se trata de um residuo é
de grande valor estudos que possam aprimorar os resultados para utilizacado deste
biocatalisador alternativo.

Neste contexto o tucuma (Astrocaryum aculeatum) foi escolhido por se tratar
de um fruto da regido amazénica e seu uso em reagfes de reducdo de cetonas nao
é relatado na literatura.

Nas reacdes de reducdo com a p-nitroacetofenona utilizou-se a casca e a
polpa do fruto tucuma. Os alcoois enantiomericamente puros foram obtidos tanto na
reacao com a casca quanto a com a polpa do tucuma, salientando que a utilizacéo
da casca em reacdes de biorreducao seria mais sustentavel. Em 48 horas de reacéo
formaram os alcoois enatiomericamente puros, as taxas de conversdo com a casca
foi de 86% e na reacdo com a polpa 74%, 0s excessos enantioméricos foram de

23% e 47% respectivamente (Tabela 9).

4.4.1 Reacdo de reducdo da p-nitroacetofenona com tucuma (Astrocaryum

aculeatum)

Para as reagfes de reducdo com o tucuma foram adicionadas em
erlenmeyers a casca ou a polpa do tucuma, agua destilada e o substrato p-
nitroacetofenona, sendo mantidas incubadas no agitador orbital por 48 horas (Figura
38).

CASCA DE TUCUMA
ou
-o\N+ POLPA DE TUCUMA -O\N+ * -o\N+/©/\

0
1 28°C a 180 rpm I [l

p-nitroacetofenona (R)-p-nitrofeniletanol (S)-p-nitrofeniletanol
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Figura 38- Esquema da reacado de reducéo da p-nitroacetofenona utilizando tucuma

como biocatalisador.
Aliquotas foram retiradas em 1 hora, 24 horas e 48 horas de reacéo, e a
formacao do &lcool foi constatado apos 48 horas de reagdo, os resultados podem

ser observados na tabela 9.

Tabela 9. Resultados dos cromatogramas obtidos da reacdo do tucuma.

Agente redutor Tempo Conversao ee
Reacional (h) (%) (%)
Casca 1 --
Casca 24 --
Casca 48 86 23
Polpa 1 --
Polpa 24
Polpa 48 74 47

De acordo com a Tabela 9, os resultados sdo promissores, visto que em 48
horas foi observado a formacao do alcool tanto na reacao com a polpa quanto com a
casca do tucuma. Obteve-se uma maior conversdo ao alccol na reacdo com a casca
do que com a polpa, entretanto o excesso enantiomérico foi superior na reagdo com
a polpa.

Yadav e colaboradores, realizaram a reducdo da p-nitroacetofenona utilizando
a cenoura como biocatalisador e obtiveram em 40 horas um percentual de
converséo de 82%, e seletividade para o enantibmero S com ee >99% (YADAYV et
al., 2002). No presente trabalho em 48 horas de reagéo de reducdo com a casca do
tucuma a conversao ao alcool foi de 86%, entretanto o ee foi de 23%.

A figura 39 apresenta o cromatograma obtido para 48 horas de reacdo de
reducdo utilizando a casca de tucuma, verificou-se a formacéo dos alcoois no tempo
de retencdo de 25.1 e 27.1 min quando comparados com o alcool racémico obtido
por reducdo via quimica, sendo que mais seletivo para o alcool S de acordo com
dados na literatura (COMASSETO et al., 2004; ALBUQUERQUE, 2007). No
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cromatograma da reacao observa-se em 12.1 min a existéncia da p-nitroacetofenona

gue néo foi consumida completamente em 48 horas de reacéo.
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1 23.8
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Figura 39- Cromatogramas: do substrato p-nitroacetofenona, do alcool racémico p-
nitrofeniletanol e da aliquota de 48 horas da reacao de reducéo utilizando a casca do

fruto tucuma. Em 13,1: p-nitroacetofenona; 23,8 e 27,1 min: p-nitrofeniletanol racémico; 19,7 min:

possivel beta-caroteno; 23,8 e 27,1 min: p-nitrofeniletanol da biotransformacéo.

Da mesma forma que € relatado na literatura, para as reacdes utilizando a
cenoura, gue as Unicas impurezas detectaveis sao o caroteno e substrato cetdnico
de partida (RODRIGUES et al.,2007), pode-se detectar no tempo de retencdo de
19.7 min, a presenca de outra substéncia além dos éalcoois formados, tanto nas
reagfes com a casca como com a polpa. O fruto tucuma é altamente nutritivo sendo
que a polpa contém um dos mais elevados concentracdes de pro-vitamina A o “beta-
caroteno” 52 mg/100g de polpa, em comparagao com o beta caroteno da cenoura de

6,6 mg/100g de polpa € uma concentracao significativa, quando o que pode com o
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passar do tempo reacional provavelmente acaba sendo dissolvido na &gua. Isto é
observado, nos erlenmeyers das reacdes, a 4gua se torna laranja e turva apos 48
horas (CALVACANTE, 1996).

Observa-se neste estudo a necessidade de realizar as reacfes de reducao
com o tucuma@ em maior escala para isolar e caracterizar os produtos, e em um
maior tempo reacional, a fim de aumentar as taxas de conversao e excesso

enantiomérico do alcool desejado.

442 Reducao enantiosseletiva da zerumbona mediada por tucuméa

(Astrocaryum aculeatum)

Para as reacfes de reducdo com o tucuma foram adicionadas em
erlenmeyers a casca ou polpa do tucuma, agua destilada e a zerumbona como
substrato, sendo o sistema reacional mantido sob incubagdo em agitador orbital e
aliquotas foram retiradas a cada 24 horas, até o tempo reacional maximo de 120

horas (Figura 40).

x HO HO.
o . CASCA ZZ TUCUMA NS “, AN
POLPA DE TUCUMA +
> 72 =
= 28°C a 180 rpm
(R)-zerumbol (S)-zerumbol

Zerumbona

Figura 40- Esquema das reacdes de reducdo da zerumbona utilizando a polpa e a

casca do tucuma.

Na reacdo de reducdo da zerumbona com a casca e a polpa de tucuma nao
foi obtido o produto desejado, constatou-se a formacgéo de varios sub-produtos. Além
do tucumé a zerumbona foi submetida a redugdo com outros vegetais, tais como:
cenoura (Daucus carota), cara roxo (Dioscorea alata), cara branco (Dioscorea
bulbifera) e batata (Solanum tuberosum), assim como na biorredu¢cdo com o tucuma
constatou-se apenas a formacdo de varios sub-produtos sem a observacdo da

formacao do alcool zerumbol.
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A zerumbona é um sesquiterpeno extraido dos 0Oleos essenciais do Zingiber
zerumbet conhecido como gengibre selvagem amargo, € uma substancia de alto
poder terapéutico, possui atividade antiinflamatéria, antifUngica, antioxidante e
atualmente este composto é recomendado para o tratamento do cancer e HIV,
(KOSHIMIZU et al., 1988). Alguns estudos da biotransformacdo da zerumbona ja
foram realizados na literatura, porém nenhum estudo realizou a reducdo
enantiosseletiva desta molécula.

Sakamaki e colaboradores (2008) realizaram a biotransformacdo da
zerumbona com células vegetais, através de uma suspensao de cultura de células
de Caragana chamlagu (Leguminosa), converteu a zerumbona em um epoOxido
intermediario. Nestes resultados, a epoxidacdo pelas células de C. chamlagu néo foi
estereoseletiva, entretanto a reducédo assimeétrica do epoxido zerumbona por cultura
de células de C. chamlagu foi altamente seletiva (SAKAMAKI et al., 2008)

No presente trabalho a redugdo enantiosseletiva da zerumbona ndo ocorreu
com nenhum dos biocatalisadores alternativos testados, o aparecimento de
subprodutos devem ser investigados através do isolamento e identificacdo da
estrutura quimica.

Como uma estratégia para obtencao do alcool zerumbol enantioméricamente
puro foi realizado testes para a resolucdo do zerumbol racémico com a lipase de
Candida antarctica conhecida comercialmente como Novozyme 435.

4.5 Resolucdo enzimética

4.5.1 Resolucdo do zerumbol racémico por lipase B de Candida antarctica

(Novozyme 435)

A lipase B de Candida antarctica (CAL-B) é uma lipase muito versatil. A CAL-
B conhecida comercialmente como Novozyme 435 é uma enzima comercial que tem
um custo muito alto, ou seja, 25 g dessa enzima custa aproximadamente R$ 760,00
reais, porém € uma enzima que tem uma excelente eficiéncia catalitica e ainda pode
ser reutilizada por filtracdo simples, ja que sua apresentacdo comercial € sob a
forma imobilizada (NOVOZYMES, 2010).
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Esta lipase tem sido apresentada em numerosas publicacbes para serem
empregadas em sinteses regio e enantiosseletiva (TENG et al., 2009).

Raminelli e colaboradores (2004) utilizaram a CAL-B com acetato de vinila
para resolver alcoois secundarios e tiveram bons resultados. A CAL-B também tem
sido muito utilizada para acilar uma variedade de substratos, incluindo vérias classes
de produtos naturais (OOSTERON et al., DANIELI et al., 1996)

Teng e colaboradores (2009) utilizaram a CAL-B e o0 agente acilante acetato
de vinila para resolver o 3-O-angeloylingenol um terpeno, isolado da Euphorbia
antiquorum e Euphorbia peplus, este composto apresenta um grande agente
quimioterapeutico para o tratamento do cancer de pele, apdés a resolucdo o
composto aumentou a sua poténcia como agente anti-cancer.

Neste trabalho, foi estudado a resolucdo enziméatica do alcool racémico
zerumbol, obtido pela reducdo da zerumbona com borohidreto de sédio, utilizando a
lipase B de Candida antarctica para catalisar a transesterificacdo do agente acilante,
acetato de vinila em hexano como solvente. As reacdes foram mantidas sob
agitacdo, num agitador orbital a 150 rpm, termostatizado a 33°C durante 72 horas
de reagao (Figura 41).

AcO.,
HO . HO NN . NN

Novozyme 435/ hexano

+
7 acetato de vinila = =

(R,S)-zerumbol

Figura 41 - Esquema da reagcdo de resolugdo do zerumbol racémico utilizando

lipase B de Candida antarctica (Novozyme 435).

Aliguotas foram retiradas em tempos pré-determinados e foram analisadas

por CG-quiral e os resultados podem ser observados na tabela 10.
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Tabela 10- Resultados obtidos da resolu¢do do zerumbol racémico.

Tempo Reacional ees’ eep’ Conversao E°
(h) (%) (%) (%)
1 34 >99 25 0.99
20 >99 >99 50 >200
36 >99 >99 50 >200
72 >99 >99 50 >200

Solvente: hexano 33°C. Agente acilante: acetato de vinila. a) determinado por CG-quiral. b) determinado pelas
equacdes 3 e 4.

Em 1 hora de reacdo ja pode-se verificar a formacédo do produto da reacéo
Em 20 horas de reacdo 0s excessos enatioméricos do substrato (alcool puro) e do
produto (acetilado) foram elevados, a porcentagem de conversédo do alcool e do
acetato foi de 50% cada um totalizando >99% e a razdo enantiomérica excelente.

Um valor elevado de razdo enantiomérica (E) para um par de “enzima-
substrato” €& essencial para o sucesso de uma resolugdo cinética, ja que isto
assegura ndo apenas um excesso enantiomérico, mas também um rendimento
proporcionalmente alto. Um valor de E abaixo de 10 para qualquer biotransformacao
torna um processo enantiosseletivo inviavel. Por outro lado, este pode ser
considerado bom se apresentar entre 10 e 30 e, acima disto, é considerado
excelente (CHEN et al.,1982; FABER, 1997).

Kitayama et al. (2002) utilizaram 15 lipases para catalisar a transesterificacao
do alcool racémico zerumbol obtido através da reducao via quimica com hidreto de
aluminio litio (LiAIH4). O melhor resultado foi com a lipase de Pseudomonas
fluorescence, denominada Amano AK, e como agente acilante o acetato de
isopropenil em THF, obteve apdés um tempo reacional de 12 dias um valor de razéo
enantiomérica de 56 (E).

Neste trabalho, o alcool opticamente ativo zerumbol e o acetato zerumbil
foram obtidos a partir da reacdo de transesterificacdo catalisada por lipase B de
Candida antarctica, obtendo elevados excessos enantioméricos >99% e razéo

enantiomérica >200.
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A figura 42 pode-se observar o cromatograma obtido da aliquota de apenas 1
hora de reacao, observa-se o inicio da resolucao enzimética do zerumbol racémico.
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Figura 42- Sobreposicdo de cromatogramas: do substrato zerumbona, o élcool

racémico obtido por reducdo via quimica e da aliquota de 1 hora da reacdo de

resolucao utilizando Novozyme 435. Em 51,9 e 52,2 min: zerumbol racémico; 55,5 min

zerumbona; 57,3 min acetato da biotransformacéo.

Pode-se observar no tempo de retencéo de 57.3 min a presenca da formacao
provavelmente do produto acetilado, denominado acetato zerumbil na literatura,
conforme ja foi relatado por Kitayama e colaboradores (KITAYAMA et al., 2002).

Na Figura 43 pode-se observar que ap6s 20 horas de reacdo, no tempo de
retencdo de 51.9, apenas um dos enantiomeros do alcool zerumbol manteve-se
presente, enquanto o outro enantiomero foi totalmente consumido para a reacao de
transesterificacdo, observa-se portanto que este sistema reacional, utilizando a

lipase de Candida antarctica, foi eficiente para a resolu¢cdo do zerumbol racémico.
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Figura 43- Sobreposicdo de cromatogramas: a substancia inicial a zerumbona, o
alcool racémico obtido por reducdo via quimica e a aliquota de 20 horas da reacao
de resolugéo utilizando Novozyme 435. Em 51,9 e 52,2 min: zerumbol racémico;
51,9 min: zerumbol da biotransformacé&o; 55,5 min zerumbona; 57,3 min acetato da

biotransformacgéo.

Possivelmente o alcool resolvido seja o R, segundo estudos de Kitayama e
colaboradores (2002) provavelmente o primeiro enantiomero formado seja o R, para
a confirmacéo deste resultado deve-se realizar o experimento em maior escala isolar
o alcool, purificar e caracterizar a configuracdo absoluta do enantibmero através do

aparelho polarimetro.

4.5.2 Resolucdo enzimatica do zerumbol racémico por micélios de fungos da

Amazobnia
As cepas fungicas UEA 115 e CG10_01 também foram testadas para

resolucdo do alcool racémico zerumbol. Em um frasco foi adicionado o substrato

racémico dissolvido em hexano, o micélio fingico seco e o agente acilante, a reacao
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foi colocado imediatamente sob agitacdo num agitador orbital em 150 rpm a 33°C a

durante 12 dias.

HO X AcO.,, S

‘2

HO AN UEA 115/Hexano
CG1001/ hexano

> +
= acetato de vinila = =

(R,S)-zerumbol (R)-zerumbol (S)-acetato zerumbil

Figura 44 — Esquema da reacdo de resolugdo do zerumbol racémico utilizando
cepas fungicas endofiticas: UEA_ 115 e CG10_01.

Aliquotas foram retiradas em tempos pré-determinados e verificou-se com 0s
resultados obtidos foi formacdo de varios sub-produtos, ndo apresentando a
resolucado do alcool zerumbol.

Os resultados experimentais podem ter sido influenciados pelo 6leo de
girassol remanescente do meio de cultivo indutor dos micélios testados. Outros
testes devem ser realizados para a resolucao do alcool com outras cepas fungicas, e
com modificacbes para obtencdo dos micélios sem a contaminacdo do meio de
cultura indutor, para producédo de lipases. E de extrema relevancia encontrar cepas
produtoras de lipases que realizem a reacdo de resolucdo da zerumbona

eficientemente, j& que a enzima comercial tem um alto custo.
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5. Conclusodes

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram obter as seguintes
conclusdes:

Os alcoois racémicos obtidos na reacdo via quimica utilizando NaBH, tiveram
bons rendimentos acima de 72%, exceto o 3-hidroxibutanoato de etila que foi obtido
com rendimento de 20%.

A p-nitroacetofenona foi reduzida eficientemente pelas cepas fungicas CF02_03
e a cepa CF03_05 obtendo-se %c de 87 e 61 respectivamente. Sendo observado
também um excelente ee 97% e >99% com distintas enantiosseletividades para
cada uma das cepas. Faz-se necessério a identificacdo da configuracdo absoluta
para cada um dos enantiomeros formados.

Na reacdo de reducdo do acetoacetato de etila por fungos endofiticos, nao foi
observado a formacéo do alcool 3-hidroxibutanoato de etila. No entanto, observou-
se a formacdo de um Unico produto com 60% de conversdo que deve ser
identificado.

O &lcool 3-hidroxibutanoato de etila foi obtido com o biocatalisador FP, e com as
linhagens industriais PE-2 e CAT-1, sendo que com a cepa PE-2 obteve-se os
melhores resultados em 24 horas de reacao, onde a porcentagem de converséao foi
de 54% e o ee >99.

A a-cloroacetofenona foi reduzida eficientemente pelas cepas fungicas CG05_ 04
e a cepa CF03_04 obtendo-se bons resultados de %c (19 e 26) e %ee (60 e 62)
respectivamente.

A casca e a polpa do tucuma utilizada na reagéo de reducdo enantiosseletiva da
p-nitroacetofenona, apresentaram bons resultados (86% e 74%) de porcentagem de
conversao tanto para a casca quanto para a polpa, no entanto a casca, por ser um
residuo, tem um valor a ser empregada em reacdes de reducdo de cetonas.

A reducéo enantiosseletiva da zerumbona ndo ocorreu quando utilizou-se fungos
endofiticos , fermento de pdo e tucuma. Entretanto, realizou-se a resolucdo do
zerumbol racémico com a enzima Novozyme 435 lipase B de Candida antarctica. O
zerumbol racémico foi eficientemente resolvido pela enzima comercial obtendo-se
boa conversédo (50%), altos excessos enantioméricos (>99% e >99%) e excelente

razao enantiomérica (>200).
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De modo geral, obtiveram-se resultados bastante promissores com
biocatalisadores alternativos para reducéo enantiosseletiva de cetonas, com elevado
excesso enantiomeérico e porcentagem de conversao. Um resultado que se destacou
foi a seletividade de duas cepas fungicas onde os enantibmeros foram formados
distintamente com cada uma das cepas. Com este resultado pode-se vizualizar a
prospeccao de diferentes biocatalisadores com enantiosseletividades distintas para

uma mesma rea(;éo.

6. Perspectivas

A partir dos resultados obtidos tém-se como perspectivas:

Fazer testes de atividade enzimaticas com os fungos endofiticos que
obtiveram os melhores resultados.

Identificar o produto obtido da reducéo do acetoacetato de etila com os fungos
endofiticos.

Utilizar outras cetonas para testar a eficiéncia nas reacfes de reducédo

enantiosseletiva com a casca do tucuma

Realizar reacfes de reducdo com os fungos CF02 03 e CF03_05 para
verificar se a enantiosseletiva € mantida por outros substratos e identificar os
enantidmeros obtidos para a reacéo da p-nitroacetofenona.

Isolar, caracterizar e determinar a configuracdo absoluta dos compostos
obtidos nas diferentes biotransformacgdes realizadas.

Publicar os resultados obtidos em revistas indexados da area
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8. ANEXO
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Figura 45 — Cromatograma de CG-quiral do p-nitrofeniletanol racémico (Conforme
as condicOes descritos na tabela 4).
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Figura 46 — Cromatograma de CG-quiral do 2-clorofeniletanol racémico (Conforme
as condicdes descritos na tabela 4).
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Figura 47 — Sobreposicao de cromatogramas de CG-quiral: a substancia inicial p-
nitroacetofenona (cetona), o alcool racémico obtido por reducdo via quimica e
aliquota de 48 horas de reacdao utilizando fungo CF03_05.
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Figura 48 — Sobreposi¢cdo de cromatogramas de CG-quiral: a substancia inicial p-
nitroacetofenona (cetona), o alcool racémico obtido por reducdo via quimica e
aliquota de 24 horas de reacéao utilizando fungo CF03_05.
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Figura 49 — Sobreposicao de cromatogramas de CG-quiral: a substancia inicial p-
nitroacetofenona (cetona), o alcool racémico obtido por reducdo via quimica e

aliquota de 72 horas de reacdao utilizando fungo CF11_02.
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Figura 50— Sobreposicdo de cromatogramas de CG-quiral: a substancia inicial p-
nitroacetofenona (cetona), o alcool racémico obtido por reducdo via quimica e

aliquota de 72 horas de reacéao utilizando fungo CF11_02.
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Figura 51 — Sobreposicao de cromatogramas de CG-quiral: a substancia inicial a-
cloroacetofenona (cetona), o alcool racémico obtido por reducdo via quimica e
aliquota de 72 horas de reacao utilizando fungo CG05_04.
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Figura 52 — Sobreposi¢cao de cromatogramas de CG-quiral: a substancia inicial a-
cloroacetofenona (cetona), o alcool racémico obtido por reducdo via quimica e
aliquota de 24 horas de reacao utilizando fungo CG05_04.
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Figura 53 — Sobreposicao de cromatogramas de CG-quiral: a substancia inicial a-
cloroacetofenona (cetona), o alcool racémico obtido por reducdo via quimica e
aliquota de 72 horas de reacao utilizando fungo CG05_04.
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Figura 54 — Cromatogramas de CG-quiral: a substancia inicial alfacloroacetofenona
(cetona), o alcool racémico obtido por reducéo via quimica e aliquota de 72 horas de
reacao utilizando fungo CF02_03.
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Figura 55 — Cromatogramas de CG-quiral: a substancia inicial acetoacetato de etila
(cetona), o alcool racémico obtido por reducédo via quimica e aliquota de 72 horas de
reacao utilizando fungo CF03_05.
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Figura 56 — Sobreposicdo de Cromatogramas de CG-quiral: a substancia inicial
acetoacetato de etila (cetona), o alcool racémico obtido por reducéo via quimica e
aliquota de 72 horas de reacéao utilizando fungo CF01_06.
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Figura 57 — Sobreposicdo de Cromatogramas de CG-quiral: a substancia inicial
acetoacetato de etila (cetona), o alcool racémico obtido por reducéo via quimica e
aliquota de 72 horas de reacéo utilizando fungo CF11_02.
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Figura 58 — Sobreposicdo de Cromatogramas de CG-quiral: a substancia inicial
acetoacetato de etila (cetona), o alcool racémico obtido por reducéo via quimica e
aliquota de 72 horas de reacéo utilizando fungo CG05_04.
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Figura 59 — Sobreposicdo de Cromatogramas de CG-quiral: a substancia inicial
acetoacetato de etila (cetona), o alcool racémico obtido por reducéo via quimica e
aliquota de 72 horas de reacéo utilizando fungo CG03_08.
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Figura 60 — Sobreposicdo de Cromatogramas de CG-quiral: a substancia inicial
acetoacetato de etila (cetona), o alcool racémico obtido por reducéo via quimica e
aliquota de 72 horas de reacéo utilizando fungo CG02_04.
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Figura 61 — Sobreposicdo de Cromatogramas de CG-quiral: a substancia inicial
acetoacetato de etila (cetona), o alcool racémico obtido por reducéo via quimica e
aliquota de 64 horas de reacgéao utilizando FP/T10%.
uV/(x10,000)
10.0
Il Cetona
s Il Alcool racémico
5.0 Il Reacéo
Tenséo
V
( ) 25
0.0
-25
-5.0
e AN
120 125 130 135 140 145 150 155 160 165 170 175 " min

Tempo (min)
Figura 62 — Cromatogramas de CG-quiral: a substéancia inicial acetoacetato de etila

(cetona), o alcool racémico obtido por reducgéo via quimica e aliquota de 36 horas de
reacao utilizando CAT-1/S10%.

89



uV/(x100,000)

IChromatogram
150 Il Cetona
M Alcool racémico
12 Il Reacéo
Tenséo 100
V)
0.75
0.50
0.25 k
0.00 J
100 110 120 130 140 150 160 170 180 min
Tempo (min)
Figura 63 — Cromatogramas de CG-quiral: a substancia inicial acetoacetato de etila
(cetona), o alcool racémico obtido por reducédo via quimica e aliquota de 36 horas de
reacao utilizando PE-2/S10%.
uV(x10,000)
1.2Chromajogram B Ceiona
1. o
B Aicool racémico
1.0
Tenséao M Reacso
V)
b
0.7
0.6 ‘
0.4 ‘
0.3
0.2 ‘
0.1 K ‘
0.0} M‘ e ﬂt —
-0.1
5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 min

Tempo (min)

Figura 64 — Sobreposicao de cromatogramas de CG-quiral: a substancia inicial p-
nitroacetofenona (cetona), o alcool racémico obtido por reducédo via quimica e
aliquota de 24 horas de reacéo utilizando a casca do tucuma.
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Figura 65 — Sobreposicdo de cromatogramas de CG-quiral: p-nitroacetofenona
(cetona), o alcool racémico obtido por reducédo via quimica e aliquota de 24 horas de
reacao utilizando a polpa do tucuma.
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Figura 66 — Sobreposicdo de cromatogramas: a substancia inicial a zerumbona, o
alcool racémico obtido por reducédo via quimica e a aliquota de 46 horas da reagéo
de resolucéo utilizando Novozyme 435.
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Figura 67— Sobreposi¢do de cromatogramas de CG-quiral: o alcool racémico obtido
por redug ao via quimica e reacdo de reducédo da zerumbona com o fungo CG0308.
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