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Resumo

O interesse por substancias enantiomericamente puras tanto na comunidade
académica quanto no setor industrial, como nas industrias farmacéuticas, alimenticias
e de defensivos agricola, vem crescendo nos ultimos anos. Apesar dos compostos
quirais serem comuns na natureza sao necesséarios méetodos especificos de sintese
para sua obtencdo artificial, dentro da area conhecida como sintese assimétrica.
Complexos de metais de transicdo com ligantes quirais sdo bastante utilizados como
agentes redutores quirais. No entanto o custo elevado e a toxicidade dos metais séo
0s principais obstaculos para sua utilizacdo. A biocatélise apresenta-se como
ferramenta na obtencdo de compostos opticamente puros, pois esta mais intimamente
relacionada a “quimica verde”. Diante da biodiversidade de microrganismos existentes
na natureza e da necessidade de descobrir novos biocatalisadores para a sintese de
blocos de construcdes quirais, este projeto visou a busca por fungos produtores de
enzimas capazes de atuar na biorreducdo de cetonas para a formacgéo de alcoois
enantiomericamente puros, além de contribuir para o desenvolvimento de
metodologias sintéticas a partir da utilizacdo de cepas fungicas.

Introducéo

O interesse por substancias enantiomericamente puras tanto na comunidade
académica quanto no setor industrial vem crescendo nos ultimos anos. Um grande
namero de farmacos apresenta quiralidade e tém em sua estrutura um ou mais atomos
com orientagdo 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 enantibmero que ndo tem efeito terapéutico, ndo ocorram!-2,
Alcoois quirais sdo precursores importantes, que podem servir como intermediarios
ou como blocos de construcdo quirais na sintese de diversos compostos de
importancia biolégical®. O método amplamente utilizado para a preparagdo de alcoois
quirais consiste na reagdo de uma cetona pro-quiral com um agente redutor quiral,
gue podera conferir enantisseletividade a reacdo. Complexos de metais de transicao
com ligantes quirais sdo bastante utilizados como agentes redutores quirais, no
entanto, o custo elevado é principal obstaculo para sua utilizacéo®4. A biocatélise
apresenta-se como ferramenta na obtencdo de compostos opticamente puros, pois
esta mais intimamente relacionada a “quimica verde”*>: 6,

Embora alguns biocatalisadores sejam extraidos de tecidos animais e vegetais, as
enzimas industriais sédo geralmente obtidas de microrganismos (bactérias, bolores e
leveduras). Industrialmente, os fungos sdo mais valorizados porque as enzimas por
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eles produzidas geralmente sdo extracelulares, o que facilita sua recuperacdo do
meiol”l.

A utilizacao de biocatalisadores em reacfes de reducédo de compostos carbonilicos
surge como a melhor estratégia para a obtencdo de 4&lcoois com alta
enantiosseletividade, considerando que as enzimas possuem sitios cataliticos com
reconhecimento quiral®-13],

Considerando os aspectos abordados, e principalmente sabendo que as enzimas
industriais possuem custos elevados, justifica-se a busca de novos biocatalisadores
com caracteristicas especiais para possivel aplicacdo em biocatalise.

Material e Métodos

Condic¢bes de cultivo das cepas fungicas

As cepas fungicas que foram utilizadas neste trabalho foram isoladas e fazem parte
da colecédo do grupo de pesquisa da Prof2 Adriana Knob do Departamento de Biologia
Geral da UNICENTRO. Estas foram cultivadas em placas contendo meio de cultura
BDA (4gar batata dextrose).

Visando induzir a producado de enzimas desidrogenase, as cepas foram crescidas em
meio liquido de batata dextrose (BD), contendo 20 g/L de batata e 20 g/L de glicose.
Procedimento geral para a preparacao do padrao (R,S) p-nitrofeniletanol

Para obtencdo do alcool racémico a p-nitroacetofenona foi reduzida com NaBHa
(agente redutor), obtendo-se como produto o (R,S) p-nitrofeniletanol.

Em um balédo de fundo redondo, adicionou-se 2 g (1 equivalente) do substrato cetdnico
dissolvido em aproximadamente 50 mL de metanol e 5 equivalentes do agente
redutor, controlando-se a temperatura do meio reacional (20-25°C) em banho de gelo.
A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD), e ap6s o
consumo do material de partida, evaporou-se o solvente em rotaevaporador. O
residuo foi solubilizado em 50 mL de diclorometano e lavado trés vezes com 30 mL
de agua. A fase organica foi submetida a secagem com NaSOas anidro, sendo
posteriormente rotaevaporada. Obteve-se 68% de rendimento. O produto final foi a
analisado por Espectroscopia de Infravermelho.

Procedimento para as reacdes de biorreducao da cetona

Das cepas fungicas cultivadas em meio soélido transferiu-se trés discos (3,3mm) para
erlenmeyers contendo 150 mL de meio liquido (200 g/L de batata e 20 g/L de glicose),
0s quais foram levados a agitador orbital tipo shaker a 100 rpm a 28 °C. Apés 4 dias
do crescimento micelial, adicionou-se 100 mg da p-nitroacetofenona solubilizadas em
1 mL de DMSO e mantidos sob incubacéao por mais trés dias. Aliquotas foram retiradas
dos sistemas reacionais a cada 24 horas, durante trés dias, as quais foram submetidas
a processo de extracdo liquido-liquido com acetato de etila grau HPLC. Para cada
cepa fungica foi realizado o procedimento reacional em triplicata. Este mesmo
procedimento foi utilizado em concentracdes variadas para 50 mg e 25 mg da p-
nitroacetofenona.

Resultados e Discusséo

As cepas fungicas cedidas pela prof. Adriana Knob tiveram que ser replicadas em
meio soélido inUmeras vezes por conta de contaminacdo por bactéria, sendo
necesséria a purificacdo das mesmas.

Para preparacao do padrao (R,S) p-nitrofeniletanol optou-se pela utilizacdo de NaBHa,
um agente redutor comumente utilizado em reacdes de redugéo de cetonas. Este foi
preparado com a finalidade de servir de comparacdo para as analises em
cromatodgrafo gasoso das reacdes de biocatalise.
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A andlise de Infravermelho do p-nitrofeniletanol foi usada para caracterizacdo do
alcool racémico. A presenca do sinal da hidroxila em 3400 cm e a auséncia da banda
da carbonila em aproximadamente 1700 cm? indicam a formacdo do produto
desejado.

As reac0Oes de bioreducgéo da p-nitroacetofenona foram realizadas em agitador orbital
tipo shaker no laboratério de microbiologia da UEPG e na UTFPR dependendo da
disponibilidade dos mesmos. Primeiramente as reacfes foram realizadas com
agitacao e temperatura constantes (100 rpm a 28 °C), alterando a concentracdo da
cetona a ser estudada a fim de investigar a influéncia da concentracédo na reacéao de
bioconverséo. Para esta etapa, optou-se por utilizar as concentracdes de 25 mg, 50
mg e 100 mg da p-nitroacetofenona. Aliquotas foram retiradas em 24 h, 48 he 72 h
de reacdo, e apos passarem pelo processo de extracdo liquido-liquido com acetato
de etila, as amostras deveriam ser analisadas no cromatografo a gas com a finalidade
de calcular a porcentagem de conversao e excesso enantiomérico.

Outras alteracfes propostas no projeto inicial, como a mudanca de temperatura e pH
do meio dependiam dos resultados da influéncia da concentracdo do substrato, pois
estas seriam realizadas com a concentracdo que obtivesse o melhor resultado.

Ndo foi possivel analisar os resultados obtidos das biorreducdos da p-
nitroacetofenona, devido a indisponibilidade do cromatografo gasoso do Laboratério
Multiusuério da UEPG e da central analitica da UTFPR-PG.

Concluséo/des

O padrao racémico (R,S) p-nitrofeniletanol foi preparado via metodologia convencional
obtendo-se um bom rendimento (68%). A analise de Infravermelho comprovou a
formacéo do mesmo.

As reacdes de biorreducao da p-nitroacetofenona nédo puderam ser analisadas devido
a indisponibilidade do cromatégrafo gasoso, as aliquotas das reacdes foram
conservadas para posterior analise.

Com o desenvolvimento deste projeto foi possivel aprender técnicas de purificacédo e
conservacdo de cepas fungicas, além de um pequeno contato com a técnica de
espectroscopia de Infravermelho.
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