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Resumo: O uso de solventes organicos em processos biocataliticos esta se tornando cada vez mais utilizado, devido a
uma série de vantagens como promover uma maior concentracao do substrato e ainda diminuir o volume reacional.
Entretanto este processo é limitado ao fato dos solventes organicos apresentarem em geral uma acado toxica sobre os
biocatalisadores, especialmente células vivas levando a uma desativacdo do biocatalisador. Em trabalho
recentemente publicado, ligado a este projeto, foi obtida a biorredugdo da 4-aminoacetofenona em uma mistura de
heptano/4gua, mostrando boa manutencdo da viabilidade celular. Solventes com Log de P entre 1 e 5 sdo
considerados os mais téxicos para células. A imobilizagdo de biocatalisadores em suporte adequado apresenta ainda
as vantagens de facilidade de separa¢do do meio reacional e produtos com excessos enantioméricos superiores aos
mesmos trabalhos com células livres. Este trabalho teve como objetivo selecionar o solvente mais compativel com
Saccharomyces cerevisiae CCT 3174 e testar a atividade redutora desta linhagem imobilizada em crisotila em sistema
bifasico sobre a 4-aminoacetofenona em biorreatores. Os resultados mostraram como solvente mais adequado o n-
heptano por razdes praticas e econémicas, mostrando a capacidade de reducao da 4-aminoacetofenona em sistemas
bifasicos com no méximo 30% de solvente organico. O produto da biorreducdo 4-(1)-aminofeniletanol foi

identificado por espectroscopia de infravermelho.

Palavras-chave : biocatélise em sistemas bifésicos, biotransformacgao, biorredugéo.

1. Introducao

A producédo biotecnolégica de produtos quimicos
por biocatalise é geralmente um processo limpo
sem formagdo de subprodutos e com isso diminui
o impacto ambiental de muitos poluentes que
podem ser gerados em processo quimicos
convencionais. As cetonas pro-quirais geram
alcoois quirais por biotransformacdo, os quais sdo
excelentes compostos para serem utilizados em
sintese organica devido a sua versatilidade
quimica e facilidade de conversdao para outras
classes de compostos. Para esta biotransformacao
podem ser empregadas as enzimas oxirredutases.
No entanto, esta classe de enzimas necessita do
cofator NADH que pode encarecer o processo,
pois mesmo que as enzimas sejam reutilizadas,
estes cofatores geralmente tém precos elevados e
necessitam ser repostos ap6s cada reagéo.

Para o uso em processos de reducdo
enantiosseletivas, os microrganismos geralmente
sdo mais adequados, pois estes possuem o
complexo enzimatico necessério a recuperacao do
cofator NADH. Os microrganismos mais comuns
para esta biotransformagdo sdo células de
Saccharomyces cerevisiae sp. ou de fermento de
pao comercial. No entanto, a bioconversdo de
substratos organicos em meio aquoso, que é
normalmente o meio mais comum para os
biocatalisadores, é em geral dificultado pelo fato
dos substratos serem pouco soliveis neste meio.
O uso de um solvente orgéanico insoldvel em agua
nestes sistemas estd se tornando cada vez mais
utilizado, devido a uma série de vantagens, bem
como promover uma maior concentragdo do
substrato e ainda diminuir o volume reacional
(menores reatores)!. Trabalhos relacionados a esta
drea tem sido publicados desde o inicio dos anos
802. Entretanto, este processo é limitado ao fato



dos solventes organicos apresentarem em geral
uma acdo toxica sobre os biocatalisadores,
especialmente células vivas levando a uma
desativacdo do biocatalisador. As bioconver¢oes
em sistemas multifasicos dependem da escolha do
solvente mais adequado para o sistema
biocatalitico. Os principais critérios a considerar
na selecio de wum solvente organico sdo
apresentados na tabela abaixo, e incluem critérios
fisico-quimicos, biolégicos, de seguranga, logistica
e econdmicos. Do ponto de vista fisico-quimico, os
aspectos mais importantes sdo a capacidade de
extragdo  (coeficiente de  participacdo) e
solubilizacdo de substratos e/ou produtos pelo
solvente organico, e as suas propriedades que vdo
determinar a facilidade de separacdo das fases e a
transferéncia de massa. O solvente organico deve
ser quimica e termicamente estdvel, ndo deve
formar de emulsdes em meio aquoso, por forma a
facilitar a separagdo de fases, a sua viscosidade
deve ser reduzida, de forma a facilitar a
transferéncia de massa, e ndo ser degradado pelo
biocatalisador. Do ponto de vista de seguranca, o
solvente organico ndo deve apresentar toxicidade
ambiental nem ser prejudicial para a satide, e ndo
ser inflamdvel. Em termos logisticos, a sua
disponibilidade devera ser elevada e a sua
reciclagem deve ser possivel. Em termos
econdmicos, o seu custo deve ser baixo. O critério
biolégico, toxicidade do solvente organico para o
biocatalisador é, de todos estes, o que se apresenta
mais restritivo. Em trabalho recentemente
publicado, ligado a este projeto, foi obtida a
biorreducdo da 4-aminoacetofenona em uma
mistura de heptano/dgua, mostrando boa
manutencido da viabilidade celular 45.

Tabela 1 - Critérios para a selecdo do solvente organico.

Fisico Quimico - Capacidade para solubilizagdo do substrato
e do produto;
- Coeficiente de particdo Log 8 - logaritmo de
coeficiente de participagdo;
- Densidade;
- Pontos de fusdo e de ebuligao;
- Tensdo Superficial;

- Viscosidade.
Biologicos - Toxicidade para o biocatalisador.
Seguranca - Toxicidade;

- Inflamabilidade.
Logisticos - Facilidade de obtencéo;

- Eliminacédo de residuos.
Econdmicos - Custo.

A imobiliza¢do dos biocatalisadores em suporte
apropriado tem demonstrado a capacidade de
diminuir e até eliminar este efeito de toxidade do
solvente, uma vez que o suporte pode criar um
microambiente protetor capaz de manter a
atividade do biocatalizador®. Em trabalho recente

(Wendhausen 2005) foi utilizada a crisotila, um
argilo mineral de superficie hidroxilada, como
suporte para a imobilizacdo de Micobacterium
NRRL B-3805 utilizada em sistema bifésico,
mostrando excelente manutencdo da viabilidade
celular 7.

A imobilizacdo de biocatalisadores em suporte
adequado apresenta ainda as vantagens de
facilidade de separagdo do meio reacional
possibilidade de reutilizagdo do biocatalisador e
ainda a possibilidade de trabalhos em regime
continuo em biorreatores adequados. Muitos
métodos para a imobilizacdo de biocatalisadores
tém sido desenvolvidos apresentando vantagens e
desvantagens em suas aplicagdes. Os métodos
mais eficientes estdo entre o uso de meios nao
convencionais, bifdsicos®® com a incorporacdo de
solventes organicos, controle de temperatura e pH
adigdo de certos inibidores especificos!0!!, e a
imobilizacdo  das  células em  suporte
apropriado’?13. Trabalhos com redugdo por
células de Saccharomyces cerevisiae imobilizadas em
alginato e celite!* obtiveram produtos com
excessos enantioméricos superiores aos mesmos
trabalhos com células livres. Os autores propdem
um aumento nas velocidades individuais de
reacdo das oxiredutases presentes no fermento de
pao. Sistemas usando crisotila natural ativada e
montmorilonita 151 como suportes, obtiveram
igualmente aumentos no excesso enantiomérico
acrescidos de um substancial aumento no
rendimento quimico.

Nos ultimos anos, boa parte das pesquisas sobre
células imobilizadas tem se centrado sobre
técnicas de imobilizagdo e a caracterizacdo do
sistemma imobilizado. Mais recentemente, com a
possibilidade de aplicacdo destas técnicas em
processos industriais, o “design” de reatores
capazes de levar a cabo o processo tem se tornado
fundamental 7. A escolha do tipo de reator
depende de muitos fatores e requer conhecimento
prévio do processo especifico em que vai ser
utilizado, uma vez que a natureza da reacdo
impde requerimentos particulares. Liberagdo de
gases inibicdo pelo produto ou reagente,
desprendimento de calor, etc..

A maioria dos reatores atualmente em estudo
para células imobilizadas sdo sistemas colunares
continuos tais como os de leito fixo e fluidizado.
Na realidade tais sistemas impdem que o
microrganismo esteja imobilizado, para prevenir
lavagem das células sob as altas velocidades de
diluigdo normalmente impostas a estes processos.
Recentemente vem-se estudando a utilizacdo da
crisotila, um silicato magnesiano hidratado do
grupo das serpentinas, apresentando como
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formula molecular Mg3(Si205)(OH)4, onde possui
43% de MgO, 44,1% de SiO. , 12,9 % de H20,
como novo suporte para adsor¢io de
biocatalisadores, analisando os possiveis efeitos
biolégicos induzidos por estas fibras. Moran e
coll8, tem estudado a imobilizacdo de fermento de
pdo em crisotila e sua aplicagdo na redugdo
enantiosseletiva de compostos carbonilicos como
os azidopropiofenonas, obtendo os azidoalcoois
syn e anti com bons rendimentos e bons excessos
enantioméricos. Outros trabalhos que foram
estudados  utilizando fermento de pdo
imobilizados em crisotila sdo, a reducdo de

fenilcetonas!¥; reducédo de o-haloacetofenonas e a
sintese enantiosseletiva de (R)-(-)1
feniletanolaminas. Trabalhos  recentemente
publicados e que merecem especial atencao nesta
drea tem sido os realizado por Wendhausen e col.
que envolve a biorreducdo continua de cetonas
em biorreatores com fermento de pao imobilizado
em crisotila em reatores de leito empacotado 2. O
reator manteve estabilidade operacional por
periodos superiores a trinta dias com manutengdo
de excessos enantioméricos superiores a 90% 2122,
Este trabalho teve como objetivo selecionar o
solvente mais compativel com Saccharomyces
cerevisiae CCT 3174 e testar a atividade redutora
desta linhagem imobilizada em crisotila em
sistema bifasico 2 sobre a 4-aminoacetofenona em
biorreatores.

2. Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no laboratério de
pesquisa do Instituto de Pesquisas Tecnolégicas
da FURB.

2.1 Microrganismos

Os microrganismos utilizados foram
Saccharomyces cerevisiae CCT 3174 fornecidos na
forma liofilizada em ampolas, pela Fundacao
André Toselo de Campinas SP e foram tratados
como descrito a seguir.

2.1.1 Reativagao

*Preparacdo dos meios nutrientes e meios de
manutencdo dos microrganismos (YMA) extrato
de malte 3 g/L Extrato de Levedura 3 g/L
Peptona 5g/L Agar1g/L

*Colocagdo dos meios em placas de petri e tubos
de agar inclinados (slants)

*Abertura das ampolas e reativacdo dos
microrganismos liofilizados.

*Inoculacdo dos microrganismos reativadas nos
meios de manutencao.

2.1.2 Desenvolvimento do microrganismo para
obtencdo de massa celular.

*Preparacdo dos meios de crescimento - extrato
de levedura 3 g/L  extrato de malte 3 g/L e
sacarose 10 g/L

eInoculacdo dos meios de crescimento com o
microrganismo reativado

*Manutencdo dos meios inoculados em
incubadora de rotacao orbital por 24 horas a 280C
com posterior repique para uma quantidade
maior de meio e manutencdo nas mesmas
condi¢des por mais 24 horas.

* Centrifugacado das suspensoes de células obtidas.

2.1.3 Determinacao da massa de células obtida

O volume do meio de crescimento foi
centrifugado obtendo-se aproximadamente 20mL
de massa hidratada. Trés amostras de 0,2mL da
suspensao de células obtidas foram colocadas em
um pedaco de papel aluminio previamente
pesados e seco por 24 horas a 100°C. A partir da
massa seca foi estimada a massa de célula
hidratadas levando-se em conta um conteddo
celular de 70% de agua. O restante foi reservado
para o uso do meio de biotransformacao.

2.2 Purificagdo e ativacdo da crisotila natural

2.2.1 Jateamento

Amostras de aproximadamente 5g de crisotila
foram colocadas sobre uma peneira Tyler 250
mesh e jateadas com agua durante 15 minutos,
para a eliminacdo das impurezas. O material
resultante foi secado em estufa por 24 horas a
100°C.

2.2.2 Sonicacao

A ativacdo foi feita submetendo-se uma
suspensdo de 120 g crisotila em 2 L de uma
solucdo tampdo de acido acético / acetato de
sodio equimolar a  3,3.102 M, a um campo de
ultra-som de 25 KHz por 40 minutos. A mistura
foi filtrada em peneira Tyler 250 mesh, e secada
por 24 horas em estufa a 100°C.

2.3 Imobilizagdo dos microrganismos

Foram esterilizados 300 mL de meio de
crescimento com 2 g de crisotila. Apods
resfriamento, foi disperso um inéculo dos
microrganismos previamente crescidos,
permanecendo em banho termostatico a 300C
durante 48 horas para crescimento e imobilizagado
dos microrganismos. Apods este tempo, a crisotila
contendo os microrganismos imobilizados foi
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filtrada sobre peneira tyler 250 resultando num
complexo crisotila/células.

2.4 Preparo do biorreator

Utilizou-se um reator cilindrico de modo batelada
equipado com agitador magnético e a
temperatura regulada através de banho
termostatico com circulagdo externa. O complexo
crisotila/células obtido do item anterior foi
adicionado ao meio de biotransformacao contido
no bioreator e o volume ajustado para 150 mL.

2.5 Selecao de solventes compativeis com os
microrganismos

Os microrganismos na forma livre, foram testados
em reacOes de fermentacdo na presenca de uma
segunda fase orgéanica com o meio utilizado para
a obtencao de massa celular. Foram testados os
solventes: n-hexano, n- heptano, hexanol, octanol,
decanol. A proporcao de solvente foi variada de
10 a 30%. Ap6ds 24 de incubacdo em incubadora de
rotacgdo orbital a 30°C, os meios foram inoculados
em placas de petri e avaliados segundo a
viabilidade e crescimento celular apds contato
com o solvente. Foi feita uma curva de
calibragdo? para a andlise de consumo de glicose
baseada no método DNS (WENDHAUSEN,
1998)24 com leituras em espectrofotometro de UV,
a 600nm.

Curvade Calibragao de Glicose

y=0,9165x + 0,0359
R®=0,9984

0,5

Absorbancia

0

0 020406 08 1 12
Concentragao

Figura 1: curva de calibracao de glicose pelo método
DNS.

2.6 Preparo do meio de biotransformacao para as
bioredugtes

O meio de biotransformacdo foi composto por
Glicose 5 g/L e aproximadamente 0,2g do
precursor. O precursor testado foi a 4-
aminoacetofenona. Os sistemas bifasicos foram
formados por um dos solventes organicos em
diferentes propor¢ées e o mesmo meio de
biotransformacéo citado acima. Os meios aquoso
e bifasico foram adicionados no biocatalisador
livre ou imobilizado com uma concentracdo
celular em torno de 40 g/L (de células
hidratadas). Os sistemas assim formados foram

colocados em incubadora de rotagdo orbital por 72
horas a 30°C e 210 rpm.

2.7 Processos de extragao

O meio fermentado obtido do item anterior foi
submetido a um processo de extragdo com
solvente orgédnico através da péra de separacdo,
que consiste em uma separacdo direta,
envolvendo 2 liquidos (caldo fermentado x
solvente) . O solvente utilizado foi o éter etilico,
devido a seu baixo ponto de ebuligio (35°C),
tornando sua remocdo extremamente facil. Foram
feitas extragdes com trés porcdes de 15mL de
solvente .

Ap6s a extragdo no funil de separagdo, a solugao
etérea foi secada com MgSO, e filtrada para
eliminar os residuos. A mistura foi submetida a
evaporador rotatério para eliminar o solvente
obtendo-se desta forma o extrato bruto da
biotransformacao.

2.8 Caracterizacdo dos compostos obtidos

Os compostos obtidos foram caracterizados por
técnicas de cromatografia em camada delgada.
Foram realizados também, espectroscopia de
infra-vermelho em equipamento marca Shimadzu
modelo Prestige 21. Os excessos enantioméricos
dos produtos obtidos foram determinados em
cromatografo gasoso Shimadzu GC 14B equipado
com coluna quiral modelo Beta Dex 120 da marca
Supelco.

3. Resultados e Discussao

Para o teste de selecio de solventes os
microrganismos em meio de crescimento YMA,
foram colocados em contato com uma segunda
fase organica. Os solventes testados foram : n-
hexano, n- heptano, hexanol, octanol, decanol . Ao
decorrer de 24h, 48h e 72h as absorbancias dos
meios de crescimento foram lidas em
espectrofotdmetro de UV, a 600nm:

Tabela 2: Leituras das  absorbancias em
espectrofotdmetro a 600nm.

Solvente LogdeP Apods24h Apés48h  Apés 72h

1-hexanol 1,8 0,0506 0,0491 0,0322
1-octanol 3,0 0,0685 0,0787 0,0426
n-hexano 35 0,0645 0,2074 0,1287
n-heptano 4,0 0,0814 0,3319 0,3220
1-decanol 4,0 0,1025 0,3401 0,4530
Meio YMA - 0,1244 0,1447 0,1691

(1:10) (1:10) (1:10)
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Como se pode observar, a toxidade do solvente ao
microorganismo estd diretamente relacionada ao
seu Log de P. Os solventes com Log de P igual ou
maior que 3,5 apresentam viabilidade, e quando o
Log de P é igual ou maior que 4,0 ha crescimento
das células.

Em seguida, amostras da parte aquosa do meio
bifasico foram repicadas em placa de petri para
verificar ~ se  haveria  crescimento dos
microrganismos apds o contato com o solvente.
Observou-se o desenvolvimento de col6énias nas
placas correspondentes aos solventes:

Tabela 4: Crescimento e viabilidade de micro-
organismo apds contato com meio organico.

Solvente Crescimento Viabilidade
1-hexanol ND ND
1-octanol ND ND
n-hexano ND +
n-heptano + +
1-decanol + +

Apesar de ter-se observado maior tolerancia ao 1-
dodecanol, o heptano foi considerado um solvente
mais adequado devido a facilidade de eliminacao
ap6s biotransformacdo. Além disso, o heptano é
um solvente de baixo custo.

Tendo escolhido o solvente mais adequando, os
microrganismos foram imobilizados em crisotila
tratada com solugdo tampdo aceto-acetato (pH
4,5). Observou-se que este suporte natural oferece
uma protecdo as células, diminuindo assim os
efeitos toxicos do solvente, aumentando a
eficiéncia da fermentagéo.

Tabela 4: Resultados da concentracdo celular de
Saccharomyces cerevisiae CCT 3174.

minutos, esta fase foi adicionada ao meio com
células imobilizadas de Saccharomyces cerevisiae
CCT 3174 e 2g de glucose completado para 150
mL de dgua destilada. A biotransformacdo foi
conduzida em reator batelada cilindrico, sob
agitacdo magnética constante e temperatura
ajustada a 30°C por banho termostatico.

A concentracdo de células presentes nas
biotransformacdes foram feitas através da
determinacdo da massa seca, retirando-se
aliquotas de 0,2 mL e deixando durante 24h em
estufa a 80°C.

A massa seca média de Saccharomyces cerevisiae
utilizada é de 21,13g/L, considerando que as
células hidratadas possuem 70% de agua, a média
maéssica de células hidratadas presentes nos meios
de biotransformagdo foi de 49,30g/L. Foram
realizadas cromatografias em camada delgada,
utilizando como eluente uma mistura 1:1 de
acetato de etila / hexano. Na tabela a seguir sao
demonstrados os RFs dos produtos obtidos nas
biotransformag¢des com microrganismos livres e
imobilizados em crisotila, utilizando-se as
proporgoes de 10, 20 e 30% de solvente:

Tabela 5: Indices de retengao (RF) do produto obtido na
biotransformacdo em meio bifésico utilizando células
de Saccharomyces cerevisiae CCT 3174.

Micro- Aliquota Peso Peso Massa
organismos para do do hidratada
andlise papel papel no meio de
de (8) + biotransfor-
massa células  macdo (g/L)
seca secas
(mL) em
estufa
(8
CCT 3174 0,2 0,0364  0,0408 21,9
CCT 3174 0,2 0,0398  0,0439 20,5
CCT 3174 0,2 0,0394  0,0436 21,0

Porcentagem RF Saccharomyces Saccharomyces
de n-heptano cerevisiae CCT cerevisiae CCT
no meio 3174 3174 Livres
bifasico Imobolizados
Mancha 0,550 0,525
do
10% padrao
Mancha 1 0,500 0,565
Mancha 2 0,098 0,053
Mancha 0,750 0,787
do
20% padrao
Mancha 1 0,714 0,779
Mancha 2 0,486 0,350
Mancha 0,733 0,831
do
30% padrao
Mancha 1 0,735 0,842
Mancha 2 0,614 0,425

Quanto & quantidade de precursor utilizada nas
biotransformacées, foram adicionados 0,2g de 4-
aminoacetofenona em proporc¢oes de 10%, 20% e
30% de n-heptano. Apods ultrasonar por 10

Foram realizados, ainda, espectros infra-vermelho
dos produtos obtidos da biotransformagdo da 4-
aminoacetofenona utilizando-se células
imobilizadas. A Figura 2 apresenta um pico na
regido de 3000 cm?, caracterizando a 4-
aminoacetofenona em sua forma pura, para que se
possa comparar os demais espectros com este
padrdo de referéncia.

A Figura 3 apresenta o espectro Infravermelho em
meio bifasico utilizando uma porcentagem de 10%
de solvente, na qual podde-se observar o ndo
surgimento da banda de OH na regido de 3500cm-™.
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Figura 2: Espectro  Infravermelho da  4-
aminoacetofenona (padrdo de referéncia).
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Figura 3: Espectro Infravermelho utilizando uma
porcentagem de 10% de solvente.

A Figura 4 apresenta o espectro Infravermelho em
meio bifasico utilizando uma porcentagem de
20% de solvente, na qual se pode observar uma
banda de OH na regido de 3500 cm™. A Figura 5
apresenta o espectro Infravermelho em meio
bifasico utilizando uma porcentagem de 30% de
solvente, na qual se pode observar uma banda de
OH na regido de 3500 cm™.
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Figura 4: Espectro Infravermelho utilizando uma
porcentagem de 20% de solvente.

Para as porcentagens de 20 e 30% de solvente
testadas houve a redugao do pico de NH; em 3000
cm? e o surgimento de uma banda de OH na
regido de 3500 cm?. Para a biotransformacao

contendo 10% de solvente, ndo houve sinal de
banda de OH.

Comparando-se os produtos obtidos através de
microrganismos livres encontrados na literatura
(LEHMKUHL, 2006)% com os resultados aqui
apresentados, pdde-se perceber uma semelhanca
nos resultados.

Foi realizada uma cromatografia gasosa
utilizando uma coluna de separacdo quiral, mas
ndo foi possivel separar os isOmeros com esta
coluna, impossibilitando uma anélise do excesso
enantiomérico.
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Figura 5: Espectro Infra-vermelho utilizando uma
porcentagem de 30% de solvente.

4. Conclusao

Com relacdo ao estudo da viabilidade do
microrganismo Saccharomyces cerevisiae
linhagem CCT 3174, o solvente n-heptano
demonstrou ser o solvente mais adequado para o
meio bifdsico, devido a sua baixa toxicidade e
facilidade eliminacdo ap6s a biotransformagéo,
demonstrando ainda wuma manutencdo da
atividade biocatalitica positiva na proporcao
solvente/agua 20 e 30% tanto para sistema com
células livres quanto para imobilizadas. O sistema
bifasico com n-heptano, mostrou-se eficaz para a
biorredugdo da 4-aminoacetofenona comprovado
espectrometria de infravermelho. Na proporcao
solvente/agua 10% ndo houve sinal de atividade
positiva na biorreducdo provavelemente pela
pouca disponibilidade do precursor no sistema. A
identificacdo do produto da biorredugdo foi
realizada por espectrometria de infravermelho
mostrando a banda do  alcool = 4-(1)-
aminofeniletanol na faixa de 3500 cm?®. Os
experimentos  conduzidos em  biorreator
mostraram uma otimizacdo do  processo,
comprovada por um maior rendimento quimico.
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