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RESUMO

Em processos biocataliticos com células ou enzimas livres h4 de se
ultrapassar algumas dificuldades, por exemplo, o comprometimento da
estabilidade dos biocatalisadores nos processos reacionais merece especial
atencdo. E nessa direcio que o presente trabalho de tese propde-se a
contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias em biocatalise, tendo
como principal escopo investigar o potencial catalitico de células de
Geotrichum candidum CCT 1205 e lipase de Burkholderia cepacia imobilizadas
em suportes de silica funcionalizados para aplicacbes em reacdes organicas,
tais como Baeyer-Villiger e transesterificacdo enzimatica. Os resultados
mostraram que o emprego de células vivas de G. candidum CCT 1205 em
reacdes de Baeyer-Villiger possibilitou rapidas conversdes de cetonas ciclicas
em e-caprolactona, quando comparados a outros microrganismos ja
reportados. A presenca do suporte contendo o microrganismo imobilizado
forneceu evidéncias de estabilizacdo do meio celular ao diminuir a toxidade do
substrato as células, quando em meios mais concentrados. Biotransformacgéo
de acetofenona sem adicdo de glicose favorece a formacao do fenol. Apds 72
horas de reacdo a composicao dos produtos rendeu 46,9 e 45,5 % do fenol e 1-
feniletanol, respectivamente. A lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em
silica funcionalizada demonstrou potencial biocatalitico em reacdo de

transesterificacao.

Palavras chaves: Geotrichum candidum, lipase de Burkholderia cepacia, silica
funcionalizada, biocatalise.



ABSTRACT

In biocatalytic processes with free cells or enzymes some difficulties must be
overcome, for example, the compromise of the stability of the biocatalysts in the
reactional processes deserves special attention. It is in this direction that this
thesis proposes to contribute to the development of new strategies in
biocatalysis, having as main scope to investigate the catalytic potential of
Geotrichum candidum CCT 1205 cells and Burkholderia cepacia lipase
immobilized onto functionalized silicas for applications in organic reactions such
as Baeyer-Villiger and enzymatic transesterification. The results showed that
the use of live cells of G. candidum CCT 1205 in Baeyer-Villiger reactions
allowed rapid conversion of cyclic ketones to e-caprolactone when compared to
other microorganisms already reported. The presence of the carrier containing
the immobilized microorganism provided evidence of stabilization of the cell
medium by decreasing the toxicity of the substrate to the cells when in more
concentrated media. Biotransformation of acetophenone without addition of
glucose favors the formation of phenol. After 72 hours of reaction, the
composition of the products yielded 46.9 and 45.5% of the phenol and 1-
phenylethanol respectively. Burkholderia cepacia lipase immobilized on
functionalized silica demonstrated biocatalytic potential in transesterification

reaction.

Keywords: Geotrichum candidum, Bhurkholderia cepacia lipase, functionalized
silica, biocatalysis.
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1 INTRODUCAO

N&o por acaso a implementacdo de processos biocataliticos no campo
da sintese organica tem merecido destaque e vem se firmando, ndo apenas
nos circulos académicos, mas também com grande entusiasmo em alguns
setores industriais, tais como na producdo de farmacos, agroquimicos, quimica
de alimentos [1-4].

A Dbiocatalise tem sido compreendida como uma abordagem que
emprega sistemas biologicos, tais como enzimas isoladas ou enzimas contidas
em ceélulas integras de microrganismos, em transformacdes quimicas de
interesse académico ou industrial [2]. A relevancia da biocatdlise e
biotransformacgéo para a sintese organica pode ser atribuida, naturalmente e
primariamente, aos catalisadores enzimaticos que expressam enorme
versatilidade para aceitar um amplo espectro de substratos moleculares, em
reacdes simples ou complexas, promovendo atividade catalitica com elevado
potencial quimio-, régio- e enantiosseletivo [3, 5].

Além disso, processos biocataliticos estdo alinhados aos apelos do uso
de tecnologias mais “ecoamigaveis,” uma vez que, em biocatalise, € possivel
trabalhar em condi¢cdes reacionais mais brandas, minimizar o numero de
etapas reacionais, diminuindo a obtencao de subprodutos indesejaveis [1,6].

Apesar das vantagens supramencionadas oferecidas pela biocatalise
e/ou biotransformacdes, bem como os avancos significativos dessa abordagem
sintética em tempos atuais, hd de se ultrapassar algumas dificuldades
pertinentes ao uso de células livres e/ou enzimas isoladas em processos
guimicos. Dentre elas, o comprometimento da estabilidade dos
biocatalisadores nos processos reacionais merece especial atencéo [3,7].

A perda de estabilidade dos biocatalisadores associada a toxidez do
solvente, substrato e produto [3,8,9] ou ainda a fatores termodinamicos como
atividade da agua [10], e stress mecanico [11], pode ser minimizada quando se
utiliza a tecnologia de imobilizac&o celular ou enzimatica [3,7, 11, 12].

E nessa direcdo que o presente estudo propde-se a contribuir para o
desenvolvimento de novas estratégias em biocatélise, tendo como principal

escopo 0 uso de estratégia de imobilizacdo de biocatalisadores (células
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integras ou enzimas isoladas) para aplicacbes em reacdes organicas, tais

como biotransformacdes de Baeyer-Villiger e transesterificacdo enzimatica.

1.1 Células integras em biocatalise

Uma questdo a ser considerada em reacdes biocatalisadas é a
viabilidade do uso de enzimas isoladas ou células integras, dado que ambas
possuem vantagens e desvantagens, como ilustra a Tabela 1:

Tabela 1 - Resumo de algumas vantagens e desvantagens do uso de células integras
ou enzimas isoladas

Vantagens Desvantagens

Células inteiras Nenhuma purificagdo da Baixa produtividade
enzima volumétrica
Regeneracdo do cofator in Pode ter baixa seletividade e
situ reacoes laterais

Enzimas isoladas Alta produtividade Purificagcdo dispendiosa
volumétrica Necessidade de regeneracéo
Menos reac6es laterais do cofator

FONTE: adaptada da referéncia [13]

Como mostra a Tabela 1, a necessidade de reclicagem externa do
cofator e etapas de purificacao tediosas e onerosas pode inviabilizar o emprego
de enzimas isoladas em biotransformacdes. Por outro lado, a atividade
catalitica de células inteiras esta intimamente ligada ao metabolismo celular e
isto pode limitar a produtividade da biotransformac&o com as células vivas, por
exemplo, devido a ocorréncia de inibicdo ao produto da biotransformacao [13].

Diante desse quadro, o uso de células inteiras intactas em
biotransformacdes pode ser bastante vantajoso ao tirar proveito da capacidade
de regeneracdo in situ dos cofatores. Contudo, para melhorar a performance
das enzimas contidas em células intactas, a imobiliza¢éo celular pode ser uma

estratégia promissora.

1.1.1 Oxidacao de Baeyer-Villiger: Abordagem quimica vs biocatalitica

Adolf von Baeyer e Victor Villiger, em 1899, descreveram uma reacao
de oxidacdo em que compostos carbonilicos podiam ser convertidos em seus
correspondentes ésteres ou lactonas. Tal reacdo ficou conhecida como

oxidacao de Baeyer-Villiger, sendo de grande interesse em sintese organica.
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A oxidacdo de Baeyer-Villiger € uma das estratégias sintéticas mais
importantes em quimica fina, como na producao de blocos de construgcéo quiral
ou mesmo na producdo de materiais de partida para preparacao de polimeros
[14].

Numa abordagem que usa peracidos organicos como catalisadores
qguimicos, a reatividade é caracterizada por uma ligagéo fraca O-O e um grupo
nucleofilico O-H. A reacdo pode ser descrita pelo mecanismo proposto por
Criegee [15], representado por uma oxidagédo em duas etapas (Esquema 1):

Esgquema 1 - Mecanismo proposto para uma oxidacao de Baeyer-Villiger

Rs
i ¥ N\ o 0 (o\%\/
A Y o Hﬁx?

Ri R
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+
R;CO,H

R o— "2

Na primeira etapa ocorre o ataque nucleofilico do peroxiacido ao grupo
carbonila, ocasionando a formacdo de um intermediario tetraédrico, conhecido
como intermediario de Criegee. Em seguida, ocorre uma migracdo concertada
de um atomo de carbono adjacente para o oxigénio, o que conduz a liberacéo
do anion carboxilato ou acido carboxilico. A segunda etapa, nesse caso, € a
determinante da velocidade para a oxidagdo B-V [15]. Quando existir uma
competicdo entre dois grupos (R1 ou R2) que podem migrar na reagcdo de
rearranjo, o grupo que ird migrar depende da sua habilidade de estabilizar a
carga positiva formada na molécula. Com efeito, o grupo mais substituido
tendera a migrar no rearranjo de Baeyer-Villiger, pois proporcionard um estado
de transicdo mais estavel [16].

Entre os perdxidos organicos, o acido m-cloroperbenzéico (m-CPBA) é
0 mais comumente usado como oxidante em reacdo de Baeyer-Villiger, devido

principalmente ao seu alto poder oxidante e atuar em condi¢cdes geralmente
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brandas. Entretanto, oxidacdes B-V envolvendo peracidos como o mCPBA
estdo entre os processos mais problematicos, em termos de seguranca,
adequabilidade ambiental e simplicidade operacional [16]. Além disso,
oxidacdes B-V classicas geralmente ndo possuem elevada quimio-, régio- e
enantiosseletividade, que sdo muitas vezes necessarias em sintese organica
[15].

Nesse contexto, a busca por catalisadores alternativos eficientes em
reacbes de oxidacdo B-V tem estimulado a pesquisa cientifica em diversas
areas da quimica sintética, sendo a abordagem biocatalitica uma das mais
promissoras e investigadas na atualidade [14].

Do ponto de vista biotecnolégico, o interesse por esta abordagem
sintética faz uso de microrganismos em que atua uma subclasse de enzimas
conhecidas como Monooxigenases de Baeyer-Villiger (BVMOs, 1.14.13.xx)
pertencentes a classe de enzimas oxidases [17]. Essa subclasse de enzimas
tem sido sistematicamente estudada; sdo capazes de catalisar reacdes de
Baeyer-Villiger com elevada enantiosseletividade, que constitui pré-requisito
para sintese quimica de interesse industrial [17].

As monooxygenases de Baeyer-Villiger (BVMOs) foram primeiramente
isoladas em 1960. De todas as BVMOs estudadas, a maioria esta relacionada
a sequencia de BVMO tipo |, pertencentes a uma subclasse B de
flavoproteinas, carregam o cofator FAD como grupo prostético e sao
dependentes de NADPH como doadores de elétrons [18].

Entre as BVMOs identificadas, a estrutura cristalina de uma
ciclohexanona monooxigenase (CHMO) foi publicada primeira vez e obtida de

uma bactéria actinomycete Rhodococcus sp. HI-31 [19]. Sua estrutura revelou

dominios de ligacdo com o cofator NADPH e o grupo FAD, que sdao
fundamentais ao ciclo catalitico da enzima (Figura 1).
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Figura 1 - Estrutura geral de uma CHMO obtida da actinomycete Rhodococcus sp.
HI-31. O cofator FAD é mostrado em roxo e 0 NADPH é mostrado em amarelo [19].

A CHMO é uma BVMO do tipo 1, e apesar dos avancos na elucidacao
de mecanismos de reacdo de BVMOs a partir de métodos espectroscopicos e
cinéticos, seu mecanismo catalitico ainda ndo estd completamente
compreendido [20]. Contudo, é aceito que BVMOs apresentam um mecanismo
de reacdo de Baeyer-Villiger similar ao da oxidacdo B-V por via quimica [15,
20]

O Esquema 2 ilustra a representacdo de um mecanismo de reacéo de
Baeyer-Villiger catalisada por BVMOs:

Esquema 2 - Mecanismo de reacdo de oxidac&o Baeyer-Villiger por CHMO.
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Em uma reacdo com BVMOs, usando a cicloexanona como substrato,
0 grupo prostético FAD ligado a enzima é reduzido, via transferéncia de hidreto,
pelo NADPH que é convertido a NADP*. O FAD na forma reduzida sofre uma
oxidacdo na presenca de oxigénio molecular para formar o intermediario
aniénico peroxiflavina, o qual estd em equilibrio com sua forma propotonada.
Considera-se que o intermediario peroxiflavina desempenha um papel similar
ao um peracido em uma reacao de Baeyer-Villiger quimica, pois atua como um
nucledfilo ao atacar o carbono da carbonila de uma cetona e gerar um
intermediario de Criegee. O complexo tetraédrico, ap0s sofrer rearranjo, libera
o produto e-caprolactona e a hidroxiflavina, que depois da eliminacdo de uma
molécula de &gua regenera a enzima contendo o FAD na forma oxidada
[14,19].

1.1.2 Recentes avancos em biotransformacdes de Baeyer-Villiger para
obtencao de e-caprolactona

As lactonas monociclicas, biciclicas ou policiclicas sdo compostos de
consideravel interesse em diferentes setores industriais, especialmente
lactonas opticamente ativas que apresentam aplica¢fes biologicas [17].

O uso de biocatalisadores em reacdes Baeyer-Villiger abriu novas
perspectivas, ndo apenas do ponto de vista da sintese de novas moléculas,
mas também por contribuir para melhorar seletividade, seguranca e aspectos
ambientais nesses processos [17].

A primeira evidéncia definitva de uma formacdo de lactona via
oxidacdo B-V mediada por microorganismos foi publicada em 1953 por Fried,
Thoma e Klingsberg [21], quando mostraram que a fermentagdo de
progesterona na presenca dos fungos Penicillum chrysogenum e
Cylindrocarpon radicola conduziram a formagao da testololactona com 70% de
rendimento.

Apesar da obtencdo de e-caprolactona via oxidacdo de Baeyer-Villiger
despertar atencdo particular, pois esse produto € utilizado na sintese de
policaprolactona (PCL) (Esquema 3), que € um bem conhecido polimero
utilizado em aplicacdes biomédicas, entre outras [22]. Além disso, estudos de

biooxida¢cdo B-V visando a obtencdo de e-caprolactona, como reacdo modelo,
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podem abrir caminhos para explorar aplicacdes diversas, por exemplo, em

sintese de e-lactonas quirais [23,24].

Esquema 3 - Obtencao de PCL por polimerizacao por abertura de anel (ROP).
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Mandal et al. [25] usaram células integras do fungo Furasium
oxysporum f. sp. ciceri NCIM 1282 em biotransformacéo de cicloexanona e
obtiveram e-caprolactona com alta seletividade (>99%). Seus resultados
demonstraram que a biooxidagao de Baeyer-Villiger foi fortemente dependente
da concentracéo de cicloexanona no meio de reagéao.

Carballeira et al. [26], apOs triagem com 416 microorganismos de
diferentes grupos taxondmicos (bactérias, leveduras, fungos filamentosos),
frente a atividade de BVMO, selecionaram a cepa Geotrichum candidum
NCYC49 com base em rendimentos quantitativos na conversao de
cicloexanona a e-caprolactona, bem como na reprodutibilidade das condi¢cdes
de cultivo.

O estudo realizado pelos autores [26] mostrou que o0 uso de
Geotrichum candidum NCYC49 na forma imobilizada apresentou resultados
mais satisfatorios na biotransformacéo da cicloexanona. Ainda observaram que
o cicloexanol e e-caprolactona, respectivamente, foram obtidos como resultado
de uma reducéo e de uma oxidacdo de Baeyer-Villiger competitiva, que ocorria
espontaneamente (Esquema 4). O produto preferencial foi dependente das

condi¢des reacionais.
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Esquema 4 - Biotransformacdes de Baeyer-Villiger com cicloexanona como substrato
[26].

NADH +H" 9 NADPH+ o2 NADP"' + OH"

cicloexanona
c1cloexanol monooxigenase
cicloexanol desidrogenase cicloexanona caprolactona

FONTE: Adaptado da referéncia [26]

Conforme destacado por Ratus et al. [23], a maior parte dos estudos
sobre biooxidacao de Baeyer-Villiger para obter e-caprolactonas reportam o uso
de microorganismos geneticamente modificados, ou ainda, mais recentemente,
enzimas isoladas [27, 28, 29].

Convencionalmente, células de Escherichia coli recombinantes que
expressam BVMOs sdo as mais utilizadas em biotransformacfes de Baeyer-
Villiger [30, 31, 32, 33, 34]. Por exemplo, Mthethwa et al. [35] usaram células
inteiras de E. coli que expressam BVMOs geneticamente modificadas de
origem fangica (Aspergillus flavus) para a biotransformacéo de cicloexanona a
e-CL e obtiveram conversao proxima a 100% ao produto e-CL em periodo de 2-
4 horas. Interessantemente, nenhuma inibicdo ao substrato cicloexanona foi
observada até a concentracao 30 mM.

A sintese de e-caprolactona estimula o desenvolvimento de novas
estratégias em biocatalise. Dentre elas, podemos destacar o emprego de
células recombinantes que expressam a enzima monooxigenase de
cicloexanona (CHMO) [36], o uso de enzimas isoladas comerciais e
combinadas para reagdes “one pot” [28], imobilizagdo ou co-imobilizacdo de
biocatalisadores [27], modificagbes genéticas de BVMOs [37], sistemas
bifasicos [29], e exploracdo de novas CHMOs robustas [38] sdo alguns
exemplos que tém sido utilizados para melhorar a producéo de s-caprolactona

via biotransformagdes B-V.
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1.2 Biocatalise com lipases

As lipases sdo catalisadores biolégicos pertencentes a classe das
enzimas hidrolases e tém como nome sistematico triacilglicerol acilhidrolase
(E.C 3.1.1.3) [39]. As lipases sao definidas por sua capacidade de catalisar a
hidrélise de triacilglicérois de longa cadeia acila com a formacdo de
diacilglicerol, monoacilglicerol, glicerol e acidos graxos, atuando numa interface
entre a fase organica e a fase aquosa. Porém, em baixas concentracdes de
agua, as lipases podem catalisar a sintese e a transesterificacdo de ésteres
[39].

Muitas das propriedades das lipases podem variar de acordo com o
género e espécie, o que torna dificil o estabelecimento de uma padronizagéo
nas metodologias. Como relata Castro e colaboradores [40], conforme a fonte,
as lipases podem possuir massa molecular que varia entre 20 e 75 kDa, pH
otimo de atividade numa faixa de 4 a 9 e atuar numa temperatura que pode
chegar até 70°C. Contudo, a maioria das lipases microbianas mostram

atividade 6tima entre pH 7-9 e temperatura 6tima entre 30-40°C.

1.2.1 Seletividade das lipases

Uma das vantagens mais importantes das enzimas e que as
diferenciam de catalisadores quimicos € sua capacidade de catalisar reacdes
com elevada especificidade ao substrato. As lipases sdo enzimas que exibem
propriedades quimio-, régio- e enantiosseletivas, cuja especificidade €
controlada pelas propriedades da enzima, estrutura do substrato e por fatores
gue afetam a ligacdo da enzima ao substrato [41,42].

Nesse contexto, a quimiosseletividade [43], a estereosseletividade [44]
e a regioespecificidade [45] de muitas lipases permitem que essas enzimas
catalisem uma ampla variedade de reacBes organicas com minimo de
subprodutos, baixo custo de tratamento operacional e condicbes brandas de
temperatura e pressao [42].

Com relagdo a quimiosseletividade, essa propriedade consiste na
reacdo preferencial de uma molécula reagente para um grupo funcional na
presenca de outros grupos funcionais [39]. No processo reacional a enzima

atua em grupo funcional especifico, de modo que outros grupos funcionais sao
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preservados (Esquema 5). Em sintese orgéanica, por exemplo, tal propriedade

permite evitar etapas de protecao e desprotecao.

Esquema 5 - Reacdo quimiosseletiva catalisada por lipases. Aspergillus niger lipase
(ANL), Chromobacterium viscosum (CvL), Novozymes 435 (N-435) [43].
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(Produto de aminolise 13% (N-435)

de éster)

A enantioseletividade é uma propriedade que se refere a habilidade

das enzimas distinguirem entre dois enantiomeros. A quiralidade intrinseca das

enzimas permite que algumas reacdes biocatalisadas produzam compostos

opticamente ativos. Com efeito, as lipases exibem enantiopreferéncia em

reacO0es estereosseletivas, o que possibilita sua aplicacdo em resolucao
cinética de misturas racémicas [41,42,44] (Esquema 6).

Esquema 6 - Acilacdo enantiosseletiva do (R,S)-mandelato de metila mediada por
lipases [44].
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eep > 99% ees > 4-99%

c: 4-50%

As lipases também sdo regiosseletivas, isto €, possuem
especificidade com relacdo a posicdo do grupo funcional da molécula no
substrato. De acordo com Gupta et al. [42], tomando como base a
especificidade ao substrato, as lipases podem ser classificadas em trés
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categorias: lipases nao-especificas, lipases 1,3 especificas e lipases acido-
graxo especificas. Por exemplo, Silva et al. [45] mostraram que reacdes de
acilacdo em tiofenicol com a lipase CALB foram completamente regiosseletivas
para o alcool primério (Esquema 7).

Esquema 7 - Acilacao regiosseletiva de tiofenicol catalisada por lipase CALB [43].

_CALB )k

O/\ MeCN N
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1.2.2 Lipase de Burkholderia cepacia

A lipase obtida de Burkholderia cepacia (BLC) € uma enzima comercial
amplamente reconhecida por sua tolerancia a solventes organicos, elevada
estabilidade térmica e seletividade, comparada a outras lipases [46]. Devido a
suas propriedades, uma das principais aplicacdes desta lipase em sintese
organica envolve reagbes de transesterificagdo enzimatica [46]. A lipase de
Burkholderia cepacia € uma proteina de 320 aminoacidos e possui peso
molecular de 33 kDa. A Figura 2 mostra a estrutura de uma BCL.

Figura 2 - Estrutura de uma lipase de Burkholderia cepacia em conformacéo aberta
[471.

FONTE: Protein Data Bank (PDB) [47]
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O sitio ativo da BCL é formado pelos aminoacidos Ser87, His286 e

Asp264 e residuos hidrofébicos constituem a parede do sitio ativo [46]. Um

mecanismo de transesterificacdo de lipase pode ser representado na Figura 3:

Figura 3 - Mecanismo de reacgéo catalisada por lipase [48].

(A) Enzima livre
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O mecanismo geralmente aceito de uma reacao catalisada por lipase

envolve duas etapas: uma etapa de acilacdo e outra de desacilagédo [48]. Pode

ocorrer hidrolise se na etapa de desacilacdo o nucledfilo for agua ou pode
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ocorrer transesterificacdo se na desacilacdo o nucledfilo for um alcool do tipo
R”-OH. Na primeira etapa (A), o residuo de Histidina (His) do sitio catalitico
auxilia no aumento da nuclecfilicidade do oxigénio do residuo de Ser que vai
atuar como nucledfilo no ataque ao carbono carbonilico do substrato éster, ao
mesmo tempo em que o grupo carboxilato do residuo de Asp ajuda o grupo
imidazol a capturar o hidrogénio da Ser. Isto leva a formacdo do intermediario
acil-enzima com liberagdo de uma molécula de alcool R’-OH (B). Na etapa de
desacilagéo (C), os aminoacidos His e Asp do sitio catalitico auxiliam o ataque
nucleofilico ao intermediario acil-enzima para formar um complexo tetraédrico
gue apos rearranjo libera o produto e restabelece o biocatalisador (D).

Na forma livre a lipase geralmente apresenta menor estabilidade e sua
recuperacao € muito dificil, de modo que seu reuso praticamente é inviavel.
Essas caracteristicas diminuem o potencial de uso da lipase do ponto de vista
pratico, e dai decorre a necessidade de se buscar estratégias de estabilizacdo
e recuperacao da enzima visando propostas em grande escala. A estratégia de
imobilizacdo de enzima é uma das mais promissoras e amplamente estuda nos

ultimos anos [46,49].

1.3 Estratégias de imobilizacdo de biocatalisadores

A imobilizacdo de biocatalisadores tem se tornado uma estratégia
chave para minimizar o custo relativamente alto das enzimas, de modo a
viabilizar seu uso em escala comercial. Além disso, a busca por uma
estabilidade enzimética desejavel ao processo biocatalitico torna a pesquisa
em imobilizacdo de biocatalisadores um campo aberto e bastante fértil nesta
area do conhecimento.

Ao longo dos anos, vérios estudos tém sido realizados no sentido de se
obter enzimas cataliticamente ativas e insoliveis no meio reacional e, ao
mesmo tempo, reutilizaveis para novos processos cataliticos [1, 3, 9, 11, 50].

Organizou-se, em 1971, a primeira Conferéncia de Engenharia
Enzimatica, realizada em Henniker, EUA. Em tal conferéncia ficou estabelecida
uma definicdo para o termo enzima imobilizada ou biocatalisador imobilizado, o

gual foi empregado para denotar um biocatalisador fisicamente confinado ou
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localizado numa certa regido do espaco com retencdo de sua atividade
catalitica, com a capacidade de ser repetida e continuamente utilizado [51].

De maneira geral, os métodos utilizados para imobilizar enzimas ou
células de microrganismos podem envolver tanto processos fisicos quanto
guimicos, e podem ser por adsorcdo ou sem a ocorréncia de ligacdes a um
suporte [3,11]. O processo de adsorcao implica no ataque da enzima ou células
em um suporte sélido, que pode ocorrer por interacbes covalentes e nao-
covalentes [3,11,52].

Reis et al. [53] reportaram que as principais contribuicbes para a
diminuicdo da energia livre de Gibbs em um processo de imobilizagcdo de um
biocatalisador em suporte solido estdo relacionadas a perda de moléculas de
agua, mudancas estruturais, interacdes eletrostaticas, interacdes de van der
Waals e ligacdes especificas.

Outros métodos que podem ser empregados se referem a imobilizacéo
por confinamento, captura ou microencapsulamento sem a ocorréncia de
ligac@es fisicas e/ou quimicas na superficie de um suporte sdélido [54,55]. Nesta
situacdo, os biocatalisadores podem ser apenas retidos em uma membrana
semipermeavel ou encapsulados em um gel polimérico e sofrer uma
delimitagdo por uma “barreira fisica”, que impede a sua dessor¢cédo para 0 meio
externo, mas nao restringe a sua mobilidade dentro do sistema. Desse modo,
as enzimas sao protegidas e ficam menos susceptiveis as mudancas
estruturais [3,11,56].

Os diferentes métodos de imobilizagdo de biocatalisadores (Figura 4)
tém sido classificados de acordo com a natureza da interagcdo enzima-suporte,
ou ainda conforme a néo utilizacdo de um suporte [54,55,56,57,58]. A saber,

podem ser divididos em:

e Adsorcao fisica e/ou idnica (forgas ndo-covalentes)
e Ligacdo covalente (Adsor¢cdo quimica)

e LigacOes cruzadas (cross-linking)

¢ Encapsulamento (aprisionamento sol-gel)

e Entrapment (confinamento em membranas)
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Figura 4 - Tipos de imobilizacdo de biocatalisadores.
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FONTE: adaptado da referéncia [58]

Cabe ressaltar que ndo ha um método universal de imobilizacdo, cujo
procedimento se aplique eficazmente para qualquer sistema biocatalisador.
Logo, ndo ha uma regra que prediga a magnitude da atividade e estabilidade
de uma enzima apos o processo de imobilizacdo. Hanefeld et al. [59] também
assinalam que a abordagem para o processo de imobilizacdo envolve
tipicamente procedimentos de tentativa e erro, até que um sistema satisfatorio
tenha sido desenvolvido. Nesse estagio, deve-se levar em conta,

especialmente, a estabilidade alcancada apds o processo de imobilizacao.

1.3.2 Silica gel: consideracdes gerais

Um componente fundamental a ser considerado quando se pretende
trabalhar com a Tecnologia de Imobilizacdo de Biocatalisadores é o tipo ou a
natureza do suporte.

E desejavel que um material suporte para biocatalisadores, células
integras ou enzimas isoladas, possua boa estabilidade mecénica, ndo se
deteriore sob ac&o microbiana, viabilize a recuperagéo e reutilizacdo do
biocatalisador e ainda ndo seja oneroso [3,11,60].

Por ser um material de baixo custo, facilmente disponivel, com elevada

estabilidade mecanica, resisténcia a ataque microbiano, morfologia porosa e
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elevada area superficial [61,62], a silica gel se apresenta como um material
com potencial para imobilizar biocatalisadores, especialmente quando utilizado
na forma funcionalizada.

A silica apresenta férmula geral SiO,, ocorre em uma variedade de
formas, podendo ser natural ou sintética, cristalina ou amorfa, com
propriedades fisicas e quimicas ligeiramente diferenciadas. Estruturalmente, a
silica é um polimero inorganico constituido de unidades tetraédricas de (SiO4)*
gue formam uma rede tridimensional rigida, na qual quatro atomos de oxigénio
estdo nos vértices de um tetraedro regular com um atomo de silicio na
cavidade central [63].

A elevada flexibilidade da ligacdo Si-O-Si pode ser responsavel pelas
diferentes ligacdes de suas unidades tetraédricas, o que explica o polimorfismo
da silica, que se apresenta desde sistemas cristalinos a estruturas amorfas
com sua irregularidade estrutural [63]. A Figura 5 mostra diferentes estruturas

de silica baseadas no arranjo das unidades tetraédricas:

Figura 5 - Representacdo esquematica de estruturas de silica: (a) unidade
tetraédrica, (b) estrutura regular ordenada e (c) estrutura amorfa.

Fonte: adaptado da referéncia [64].

A silica gel é uma variedade de silica, sendo um soélido amorfo
sintético, que pode ser preparado por diferentes métodos [63]. A silica gel é
constituida de grupos siloxanos (=Si-O-Si=), em sua maioria na estrutura

interna, e grupos silanois (=Si-OH) distribuidos na superficie [63,65].
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As propriedades de superficie da silica gel sdo fortemente dependentes
dos grupos silandis (Figura 6), que sao considerados fortes sitios de adsorcéo
[66]. Com efeito, a reatividade da superficie da silica estd associada a
natureza, distribuicdo, concentracdo e acessibilidade dos grupos silandis

superficiais [67].

Figura 6 - Tipos de grupos silandis que podem estar presentes na superficie de
silica gel.
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Uma vez que a estrutura da silica gel amorfa € altamente desordenada,

7

entdo é de se esperar uma distribuicdo irregular no arranjo dos grupos
hidroxilas e, portanto, a superficie pode ser coberta por diferentes tipos de

grupos silanois em diferentes orientagdes.

1.3.3 Funcionalizagéo de superficies de silicas

Uma das estratégias mais comumente utilizada para obter superficies
de silica funcionalizadas (ou hibridas) é conhecida como método grafting (ou
enxerto) [61,68].

Nesta estratégia, a silica pré-formada (material comercial ou sintético)
€ submetida a uma ou mais reacbes com moléculas contendo grupos
funcionais reativos frentes aos silandis superficiais da silica. Um exemplo
eficiente de modificagdo de superficies da silica ocorre através do uso de
organosilanos como agentes modificadores (Esquema 8).
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Esquema 8 - Representacdo esquematica de reacdes de funcionalizagédo
por grafting com organosilanos trifuncionais em superficie de silica.
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Nesse processo de modificacdo da silica gel, a reacdo ocorre entre
grupos reativos do tipo alcoxi (metoxi, etoxi) presentes em alcoxissilanos mono,
bi ou trifuncionais e os silandis superficiais da matriz inorganica [61]. O material
obtido contém cadeias orgéanicas covalentemente ligadas no suporte atraves de
ligagdes do tipo =Si-O-Si-R, sendo hidroliticas e termicamente estaveis, em que
R representa uma cadeia organica contendo um grupo funcional especifico. O
material resultante pode ser chamado de um hibrido inorganico-organico.

O hibrido inorganico-organico obtido apés um processo de silanizacéo,
notoriamente, altera as propriedades de superficie do suporte. Pode-se, ainda,
ampliar de modo sequencial diferentes grupos moleculares ligados ao suporte,
0 que vai conferir maior carater heterofuncional a superficie.

Neste contexto, a preparacdo de suportes funcionalizados € uma
estratégia muito atrativa quando se pretende imobilizar biocatalisadores em um
material solido, pois permite a manipulagdo da quimica de superficie do suporte
para atrair fisica ou quimicamente os biocatalisadores, tornando-os sistemas

cataliticos mais estaveis.
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1.3.4 Recentes avangos na preparacao de suportes
heterofuncionalizados para imobilizacdo de biocatalisadores

Um suporte heterofuncional pode ser definido como um material com
funcionalidades distintas que permitem interacdes fisicas e/ou quimicas com a
superficie de biocatalisadores [69].

Com base na ideia de heterofuncionalidade do suporte, novos materiais
a base de silica tém sido desenhados para possibilitar um controle estrito no
processo de imobilizagdo de biocatalisadores.

Gul Ozyilmaz [70] analisou o efeito de espacadores, ligados na
superficie de silica gel, sobre a atividade hidrolitica e sintética de uma lipase de
Candida rugosa covalentemente imobilizada no suporte (Figura 7).

Figura 7 - Imobilizacdo de lipase em suporte modificado com espacadores.

-O-Si(CH,)3-N=CH-CH,-CH=N- (L
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N _
N

braco espagador

Fonte: adaptado da referéncia [70]

Os autores [70] observaram elevada estabilidade operacional da lipase
imobilizada nos suportes modificados, rendendo mais de 50% de atividade
catalitica mantida apos 100 ciclos cataliticos repetidos na reacdo de sintese do
p-nitrofenipalmitato. Estes resultados demonstraram o efeito estabilizador do
suporte contendo espacadores heterofuncionais ligados na superficie da silica.

Materiais mesoporos de silica do tipo MCF (siliceous mesocellular
foams) foram preparados para  conter diferentes superficies
hidrofilicas/hidrofobicas [71]. Esses materiais foram utilizados como suporte
para imobilizacdo da lipase de Pseudomanas cepacia (PCL). Os resultados
deste estudo demonstraram que a lipase imobilizada no suporte MCF com

superficie hidrofébica exibiu maior performance catalitica, na reacdo de
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transesterificacdo de 1-feniletanol (Esquema 9), do que a MCF com superficie

hidrofilica.
Esquema 9 - Reacdo de transesterificacdo do racémico 1-feniletanol via lipase de

Pseudomonas imobilizada em MCF de superficie hidrofobica.

OH OH

MCF-hidrofébica/PCL

)k 804 pmol min " g 1 :
+ e +
Z o 37°C
. n-hexano
(R,S)-1-feniletanol (R)-acetato (S)-1-feniletanol

Os autores [71] atribuiram esse resultado ao fato de que uma
superficie hidrofébica pode induzir mudancas conformacionais tornando o0s
sitios ativos da PCL mais acessiveis ao substrato e ao solvente, devido a
propria natureza hidrofébica de uma “lid” (“tampa”) que recobre o centro ativo
da PCL.

Uma nova geragcdo de suportes heterofuncionalizados tem sido
desenvolvida a partir nanoparticulas magnéticas revestidas com silica
funcionalizada. Essas nanoparticulas magnéticas podem ser encapsuladas
dentro de camadas de silicas cuja superficie pode sofrer funcionalizacdes
guimicas de interesse para imobilizacédo de biocatalisadores.

Ayyoob Arpanaei et al. estudaram o efeito do tamanho das moléculas
funcionais ligadas em uma nanoparticula magnética do tipo core/shell

encapsulada em silica [72] (Figura 8).
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Figura 8 - Preparacdo de uma nanoparticula magnética com superficie de
funcionalizada (a) para imobilizacdo de lipase. (b) correlagdo entre parametros
funcionais e propriedades da enzima imobilizada. AAS (3-(2-
aminoetilamino)propriltrimetoxissilano, GA (glutaraldeido) e PEI (polietilenoimina).

(a)

‘ AAS . GA .
— - - ——F - - -

Fe,0,@8I0, (MS)  AAS-MS

3. A

#-NH,

,' Lipase

(b) L
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da enzima
Tamanho da molécula >  concentragio — conformaciio molecular = Propriedades da enzima
funcional da enzima imobilizada imobilzada

dos sitios de ligacao

J

capacidade de
carga da enzima

Fonte: adaptado da referéncia [72].

Os sodlidos obtidos (AA-MS e PEI-MS-GA) foram utilizados para

imobilizacdo de lipases e os resultados da performance catalitica
demonstraram que um meétodo de funcionalizacdo de superficie apropriado
pode melhorar, ndo apenas a capacidade de carga do biocatalisador, mas
também a conformacdao e a retencdo da atividade biolégica das lipases.

A Imobilizagdo de células inteiras tem sido mais recentemente
estudada como uma estratégia que pode superar limitacdes impostas por
células livres ou enzimas isoladas.
desenvolveram um método de

al [73]

imobilizacdo baseado em nanoparticulas magnéticas funcionalizadas contendo

Meng-Yao Zhuang et

concanavalina A (ConA) como espacador para imobilizacdo de células integras
(Figura 9). Células recombinantes de E. coli que expressam enzimas glicerol
desidrogenases foram empregadas no processo de imobilizacdo celular e

ensaiadas na conversao biocatalitica de glicerol a 3-diidroxiacetona. As células
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imobilizadas exibiram elevada atividade catalitica (340 U/g massa celular seca)

e apos 10 ciclos de reutilizacdo mantiveram 62% da atividade catalitica inicial.

Figura 9 - Preparacdo das nanoparticulas magnéticas e imobilizacdo das células
recombinantes de E. coli.

0 0

H,N—§ Con(A)

Parede ,_
celular

Fonte: adaptado da referéncia [73].

Um sistema de imobilizacdo de células integras foi preparado por
Wang et al. [74] utilizando o suporte Celite (terra diatomécias), polietilenoimina
(PEI) e gluraldeido (GA). Células de E. coli recombinantes que co-expressam
carbonil redutase e glucose desidrogenase foram empregadas no processo de
imobilizacdo. As células inteiras livres e imobilizadas foram aplicadas na
biorreducéo t-butil 6-ciano-(5R)-hidroxil-3-oxolhexanoato (5R)-1 para obter
(3R,5R)-2 (Esquema 10). Um esquema de preparacao das células de E. coli

imobilizadas é mostrado na Figura 10.
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Esquema 10 - Reducao assimétrica de (5R)-1 a (3R,5R)-2 por carbonil redutase (CR)
e glucose desidrogenase (GDH) expressas em células inteiras de E. coli.

OH 0] 0 /K OH OH 0
S Kk D

(5R)-1 NAGPH  NADP* (3R,5R)-2

D

Acido glucénico == Glicose
GDH

FONTE: Adaptado da referéncia [74]

Figura 10 - Preparacéo de processo de imobilizacdo de células de E. coli com sistema
Celite-PEI-GA.

células recombinantes

E. coli ) NH;
— _ ( TH 1. " MNH,
N AR R 2Ny
ﬁ\ i M)~ I Hjn HZN-Z;Z; < .‘!)—NH2
wi? - W) ——— rdi NH
. \J¥ o HaN—) ]
Celite ligagdo — 5> funcionalizagdo HaN— \);J’_- B2 LA NH:
HN<-2 &
HN= ) NH;
NH,

Derivado imobilizado
Celite-PEI-GA

FONTE: adaptado da referéncia [74]
Em comparacdo com as células livres, o sistema contendo células

imobilizadas apresentou maior desempenho catalitico quanto a estabilidade

operacional e reciclagem.
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2 OBJETIVOS: GERAL E ESPECIFICOS

Apesar da extensa pesquisa e dos avangos em biocatélise obtidos com
estudos de reacdes de Baeyer-Villiger com enzimas livres ou células integras e
ainda em sintese organica catalisada por lipases, o emprego de
biocatalisadores ndo imobilizados apresenta enorme dificuldades em termos de
estabilidade e reciclagem dos sistemas enzimaticos. Além disso, a pesquisa
com imobilizacdo de biocatalisadores é um campo em desenvolvimento e
novas abordagens sdo necessarias para o aprimoramento de sistemas mais
estaveis e biocataliticamente versateis.

Com base no exposto acima, o escopo desta tese foi propor a
imobilizagdo de lipase de Burkholderia cepacia e células integras de
Geotrichum candidum em suportes de silicas funcionalizadas, como estratégia
de estabilizacdo de biocatalisadores, usando como modelo biotransformacdes
de cetonas via células do G. candidum e transesterificacdo enzimatica de p-

nitrofenilpalmitato.

Para tanto foram tracados o0s seguintes objetivos especificos:

e Preparar silicas funcionalizadas a partir da silica gel comercial

e Imobilizar os biocatalisadores nos suportes funcionalizados

e Estudar o potencial biocatalitico das células integras de G. candidum
livres e imobilizadas em rea¢cdes com cetonas ciclicas e/ou aromatica

e Avaliar o potencial biocatalitico de lipase de Burkholderia cepacia
imobilizada em reacgéo de transesterificacido
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Obtencéo das superficies de silica funcionalizadas

As reacfes de modificacdo da superficie de silica gel foram realizadas
com a intencdo de preparar suportes ativados para imobilizacdo de
biocatalisadores, neste caso, enzimas lipases isoladas e células integras de G.
candidum. Neste sentido, foram utilizadas rotas de preparacdo de silicas
funcionalizadas com base em métodos ja estabelecidos na literatura [75].

O Esquema 11 apresenta um resumo geral da sequéncia de reacdes
gue foram propostas para a obtencao dos suportes funcionalizados, partindo do

polimero inorganico silica gel:

Esquema 11 - Resumo geral das rea¢des de funcionalizacéo da silica gel.
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Ao alcance do nosso conhecimento, os materiais SiO,-et-CC, SiO,-et-
Glut, SiO,-but-CC, SiO,-but-Glut e SiO,-hex-Glut foram preparados pela
primeira vez, utilizando a rota de funcionalizacdo apresentada no Esquema 10.

Além disso, ao melhor do nosso conhecimento, 0s suportes
funcionalizados obtidos neste trabalho foram empregados de forma inédita na
imobilizacdo, estabilizacdo e reacBes de biotransformacdo com as células
integras de G. candidum ou com a lipase.

Na primeira etapa de funcionalizacdo da silica, foram preparados os
materiais de partida através de reacfes de silanizacéo e utilizados diretamente
como suportes na imobilizacdo das células de G. candidum. Em outra etapa, as
silicas derivadas foram funcionalizadas em reagfes subsequentes para
imobilizacdo de lipases. Os materiais obtidos foram submetidos a
caracterizacao fisico-quimica para avaliar a sua quimica de superficie.

A Tabela 2 mostra o percentual encontrado de carbono, hidrogénio e

nitrogénio na composi¢ao quimica de alguns suportes:
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Tabela 2 - Dados de analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio obtidos
nos materiais funcionalizados*.

Superficie %C %H %N C N C/N CIN
(mmolg_l) (mmolg_l) (calc.) (Exp.)
Si0,-Cl 481 011 - 4,01 - . -
SiO,-NH, 521 1,61 1,82 4,34 1,30 4,00 3,34
Si0,-N-CC 572 152 3,08 4,76 2,20 1,80 2,20
SiO,-Et 554 0,75 2,33 - - ) )
SiO,-But 7,10 0,74 2,06
SiO,-Hex 8,10 1,84 213 6,75 1,52 5,00 4.44
SiO,-Et-CC 6,25 058 3,95 . . - :
SiO,-But-CC 7,67 164 391 - : i )
Si0,-Hex-CC 841 1,59 3,60 7,01 2,57 2,60 273

* Todos os dados mostrados representam uma media de duas medidas experimentais.

A efetividade das reacOes de silanizacdo do suporte silica gel, obtida
na primeira etapa, pode ser confirmada com a incorporacdo dos grupos
cloropropil (4,81% C) e aminopropil (5,21% C) provenientes dos silanos 3-
cloropropiltrimetoxissilano e 3-aminopropiltrietoxissilano, respectivamente,
como mostra a Tabela 2. Considerando que a molécula do alcoxissilano é um
reagente trifuncional (trés grupos reativos no alcoxissilano) e a reacao ocorreu
em atmosfera anidra (N,), além disso, por razdes estéricas, a reacao de
condensac¢do com o0s grupos silandis se d& predominantemente de forma mono
e bifuncional [64], foi possivel estimar a quantidade de grupos cloropropil e

aminopropil imobilizados na silica com base na Equacao 1:

Pc

=— (Eq. 1)
"= MC 100 -,

Em que, Pc é porcentagem de carbono obtida na andlise elementar,

MC é a massa atdmica do carbono e n. representa o nimero de atomos de
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carbono presentes no ligante ancorado na superficie. Portanto, a quantidade de
grupos cloropropil e aminopropil ancorados foi estimada em cerca de 1,00
mmol por grama de silica. Foi assumido que existe somente uma estrutura
organica na superficie da silica e ao menos um grupo alcoxi ndo reagiu com 0s
grupos silandis. Esses resultados sdo compativeis com valores reportados na
literatura quando se trata de silanizacdo de superficies de silica gel [76,77].

Para os solidos obtidos em etapas subsequentes de funcionalizacao,
também pode ser visto que 0 aumento na porcentagem de nitrogénio nos
materiais modificados com as diaminas alifaticas e apds a reagdo com o cloreto
cianurico sugere a incorporacdo dessas moléculas nas superficies dos
suportes.

Medidas de adsorgcéo de nitrogénio N,, mostrados na Tabela 3, foram
realizadas para avaliar a area superficial especifica, volume de poro e diametro
de poro dos solidos SiO,, SiO,-Cl e SiO,-NH; e SiO,-SH.

Tabela 3 - Dados de medidas de area superficial, volume de poro e tamanho médio de
poro pelo método (BET) para os suportes SiO,, SiO»-Cl, SiO,-NH, e SiO,-SH.

Suporte Area superficial Volume de poro  Tamanho de poro
(m?/g) (cm®/g) (A)
SiO; 452,1 0,795 70,39
SiO,-SH 390,2 0,568 58,22
SiO,-Cl 3719 0,492 52,88
SiO,-NH; 281,5 0,474 54,01

A partir dos dados obtidos da analise de adsor¢cdo de N, pelo método
BET, observa-se que em todos os materiais funcionalizados ocorreu diminui¢ao
dos parametros fisicos area superficial, volume de poro e tamanho médio de
poro, o que pode ser atribuido a introducéo de grupos funcionais organicos na
superficie e nos canais mesoporosos da silica irregular que restringem o
acesso e adsorcdo de N, na superficie da silica [78].

No caso da SiO,-NH; as alteracGes desses parametros fisicos foi mais
pronunciada, obtendo-se 38% de area superficial menor em relacédo a SiO;, e

isto evidencia maior densidade de fase orgénica quimicamente ligada neste
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material. Por outro lado, para o solido SiO,-SH houve uma diminuicdo de area
em 14%, o que representa menor densidade de grupos mercaptopropil ligado
ao suporte. A mesma tendéncia foi observada por Walcarius et al. [79] quando
utilizou silica gel comercial Kieselgel 60 (K60) na silanizacdo com
aminopropiltrimetoxissilano (APTS) e mercaptopropiltrimetoxissilano (MPTS).
Neste estudo, os autores obtiveram 45 % de area superficial reduzida para K60
modificada com APTS e 26% de area superficial reduzida para K60 modificada
com MPTS.

Os espectros de absorcéo na regido do infravermelho (1V) obtidos para
0s materiais Silica gel (SiO,), SiO,-Cl e SiO,-NH, e sdo mostrados nas Figuras
11, 12 e 13, respectivamente. No espectro da SiO,, bandas tipicas do polimero
inorganico silica gel sdo observadas na regido de 3400-3500 cm™ que podem
ser atribuidas a frequéncia de estiramento O-H, e o pico de deformacdo é
observado em 1629 cm™. Vibracées de estiramento simétrico e assimétrico do

grupo Si-O-Si podem ser vistos em 800 cm™ e 1064 cm™, respectivamente [80].

Figura 11 - Espectros de absorcéo na regido do infravermelho (4000 cm™ a 500 cm™)
utilizado a técnica FTIR-ATR para os suportes (a) SiO;, (b) SiO,-Cl e (c) SiO,-NH,.
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Figura 12 - Espectros de absorcéo na regido do infravermelho (4000 cm™ a 500 cm™)
utilizado a técnica FTIR-ATR para o suporte (b) SiO,-Cl.
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Figura 13 - Espectros de absorcéo na regido do infravermelho (4000 cm™ a 500 cm™)
utilizado a técnica FTIR-ATR para o suporte (c) SiO»-NH,.
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Pode-se observar que nos espectros das superficies modificadas SiO,-
Cl e SiO,-NH,, ha uma diminuicdo na banda de absorcéo em torno de 970 cm™

referente a vibragédo de estiramento simétrico dos grupos silanodis (v Si-OH). A
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auséncia ou diminuicdo dessa banda de absorcdo sugere fortemente a
diminuicdo de grupos silandis superficiais devido as reacdes de condensacéo
entre estes e o0s grupos alcoxidos dos agentes sililantes  3-
cloropropiltrimetoxissilano e 3-aminopropiltrietoxissilano.

Curvas termogravimétricas (Figura 14) foram obtidas para avaliar a

estabilidade térmica dos suportes a partir da perda de massa dos materiais.

Figura 14 - Curvas termogravimétricas para os suportes silica gel pura SiO,, SiO,-
Cl e SiO,-NH,, SiO-et, SiO,-et-CC, SiO,-but, SiO,-but-CC, SiO,-hex, SiO,-hex-CC.
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As porcentagens de perda de massa podem ser calculadas utilizando a
Equacéo 2:

Weri-W
low = 0 100 (Eq. 2)
W
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7z

Em que Ti é a temperatura inicial de perda de massa, Tf é a
temperatura final de perda e %w € a porcentagem de perda de massa no
intervalo Ti - Tf.

Na curva termogravimétrica da SiO, se observa a ocorréncia de uma
etapa de perda de massa em aproximadamente 100 °C, que pode ser atribuida
a eliminacdo de moléculas de agua fisicamente adsorvidas e corresponde
aproximadamente a 10% de moléculas de agua removidas nesta etapa. Em
etapas superiores a 250°C, € bem estabelecido que a ocorréncia de perdas de
massa na silica gel pura deve estar associado a condensacdo de grupos
silandis do polimero inorganico.

Nos materiais funcionalizados, as curvas termogravimétricas mostram
claramente um aumento pronunciado e progressivo de perda de massa acima
de 200°C, que pode estar associado a decomposi¢ao simultanea de grupos
organicos ligados quimicamente a superficie da silica. Alguns autores estimam
gue perdas de massa em silicas funcionalizadas possam ocorrer no intervalo
de 200-600 °C [76,77], contudo foi observado um intervalo de
termodecomposi¢céo maior nos materiais funcionalizados neste estudo.

Conforme esperado, as curvas termogravimétricas das superficies
funcionalizadas na segunda etapa apresentaram maior perda de massa na
faixa de temperatura estudada, quando comparadas as superficies
funcionalizadas na primeira etapa. Este resultado pode contribuir para
confirmar a presenca de fases organicas quimicamente ligadas apds as
reacdes de funcionalizacdo referentes a alguns materiais obtidos na segunda
etapa.

Espectros de RMN de **C (Figura 15) foram obtidos para os suportes
modificados com as diaminas alifaticas SiO,-Et e SiO,-but, e ap0s a reacdo com
cloreto cianurico SiO,-et-CC e SiO,-but-CC e estes foram comparados com

espectros dos materiais SiO,-Cl, SiO,-hex e SiO,-hex-CC (ver apéndice A).
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Figura 15 - Espectros de RMN de **C obidos para os suportes modificados SiO.-ét,
SiO,-et-CC, SiO,-but, SiO,-but-CC.
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A incorporacdo do cloreto ciandrico no sdlido SiO,-but pode ser
confirmada pelo aparecimento de novos picos relativos aos deslocamentos

guimicos observados em 149 ppm a 170 ppm, que podem ser atribuidos a
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presenca de carbono aromatico no espectro de RMN de **C do suporte SiO,-
but-CC.

J& no espectro obtido para o suporte SiO.-et, ap0s a reacdo com 0
cloreto cianurico (SiO,-et-CC), embora a presenca dos picos entre 173 ppm e
151 ppm possam ser atribuidos a incorporacédo do cloreto cianudrico ao suporte,
ocorreu também aparecimento de varios picos inesperados e de complexa
interpretacdo. Considera-se provavel que o surgimento dos varios picos
estranhos a estrutura sugerida para o SiO,-et-CC (Figura 15) pode ser o
resultado de vérias possibilidades de acoplamentos devido ao menor tamanho
da molécula etilenodiamina comparada as outras diaminas.

Os materiais SiO,-N-Glut, SiO,-et-Glut, SiO,-but-Glut e SiO,-hex-Glut
foram caracterizados por espectroscopia na regido do infravermelho, em que
foi observada a presenca de banda de absorcéo na regi&o proxima a 2940 cm™
e 1700-1720 cm™ que podem ser atribuidas ao estiramento —C-H e —C=0 de
grupo aldeido, respectivamente (ver apéndice A).

A reacdo do reagente bifuncional glutaraldeido com os suportes de
silica contendo grupos amino livres ocorreu com desenvolvimento de cor que
variou do alaranjado para o vermelho intenso dependendo do suporte ativado
com grupo amino. O sdlido SiO,-N-Glut foi obtido com coloracdo vermelha-
marrom mais intensa enquanto o sélido SiO,-et-Glut desenvolveu uma cor
levemente alaranjada (ver apéndice D).

Zucca e Sanjust [75] relatam que o desenvolvimento de cor durante
reacdo de um suporte com a molécula de glutaraldeido pode ser utilizada para
estimar o grau de ativagdo do suporte. Uma coloragcdo amarela indicaria baixa
ativacdo, enquanto uma coloracdo alaranjada pode indicar uma ativacdo
moderada e uma cor vermelho-marrom indica forte ativacdo do suporte.
Embora geralmente se atribua a formacdo de base de Schiff entre o
glutaraldeido e grupos amino livres, outros mecanismos tém sido propostos
[81,82].

3.2 Ensaios biocataliticos com lipase de Burkholderia cepacia

O ensaio biocatalitico com lipase imobilizada foi iniciado com o material

SiO,-hex-CC, que foi utilizado como suporte modelo para imobilizacéo de lipase
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com base em bons resultados obtidos de atividade de hidrélise enzimatica por
Nosso grupo de pesquisa em estudos anteriores [83].

Em um primeiro ensaio, a lipase de Burkholderia cepacia foi
imobilizada no suporte SiO,-hex-CC e o biocatalisador imobilizado, chamado
agora SiO,-hex-CC-BCL, foi aplicado na reacdo de transesterificacdo do p-
nitrofenilpalmitato (p-NPP) com o alcool n-butanol, como mostra a Esquema
17:

Esquema 12 - Reacdo de transesterificacdo de p-NPP por biocatalisador SiO,-hex-
CC-BCL.

OH
fo) ~ lipase Q
OzN_< > 04{ + BuOH mobflzada > + /\/\O)I\(CHQ)MCHe'
(CH2)14CH3
NO,

O éster p-NPP é uma molécula modelo para investigar atividade
enzimatica de lipases, visto que a sua hidrolise ou transesterificacéo libera o p-
nitrofenol que pode ser determinado espectrofotometricamente por UV-Vis.
Neste estudo, a transesterificagcdo do p-NPP que forma pNP foi acompanhada
por mudancas na absorbancia em 314 nm e a determinacdo quantitativa foi
calculada com base na diferenca dos coeficientes de extingdo molar do
substrato e do produto, conforme método adotado por Fu et al. [84]. Uma
reacao controle foi realizada sob as mesmas condi¢cbes de transesterificacao
com o suporte sem a enzima para avaliar o efeito espontaneo da
transesterificacao.

O resultado (Figura 16) demonstrou que a lipase ligada ao suporte foi
cataliticamente ativa para a reacéo de transesterificacéo, convertendo 49% do
substrato ao produto p-NP. Este resultado, de interesse meramente qualitativo
em relacdo a performance da enzima, foi importante para avaliarmos o
potencial de impacto da quimica de superficie do suporte as restrices

conformacionais ao centro ativo da enzima.
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Figura 16 - Transesterificacdo de p-NPP por biocatalisador SiO,-hex-CC-BCL.
Condicdes: 22,5 mg biocatalisador imobilizado, 5 cm™ p-NPP (10 mM), 460 pL BuOH.
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De posse desses resultados, foram realizados experimentos de
transesterificacdo do p-NPP com a lipase de Burkholderia cepacia imobilizada
em diferentes suportes ativados, no intuito de investigar a influéncia do tipo de
superficie ativada, tamanho do espacador e reuso do biocatalisador
imobilizado. Os resultados s&do mostrados na Figura 17.
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Figura 17 - Transesterificacdo de p-NPP por varios biocatalisadores. Condi¢des: 6,5
mg BCL livre ou 100 mg BCL imobilizada, 5 cm™ p-NPP (10 mM), 460 uL BuOH.
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Como mostra a Figura 17, os resultados da transesterificacdo com a
lipase imobilizada foram superiores em comparacéo a lipase livre. Embora isso
possa ocorrer em alguns casos, € mais comum que atividade enzimatica de
biocatalisador imobilizado seja menor do que da enzima livre, uma vez que
nem sempre toda proteina disponivel para imobilizacdo fica retida no suporte
apos a imobilizacdo e geralmente ocorre perda de atividade catalitica no
sistema imobilizado devido a ocorréncia de alteracdes conformacionais no sitio
catalitico da enzima promovidas pela ativagdo do suporte [46].

Em contraste com as afirma¢fes acima, é importante considerar que
lipase de Burkolderia cepacia € uma enzima com estrutura muito complexa,
conhecida por sofrer ativacéo interfacial mediante interacdes hidrofobicas que
reorientam o sitio catalitico da enzima para sua forma ativa aberta [46,49,85].
Com efeito, a quimica de superficie do suporte pode fornecer uma estabilidade
adicional a lipase ao permitir uma orientacdo favoravel para a atividade
enzimatica.

Neste estudo, os suportes utilizados na imobilizacdo da lipase foram

desenhados para fornecer uma superficie heterofuncional, contendo
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caracteristicas mais hidrofébicas ou mais hidrofilicas com grupos reativos
capazes promover ligacdes covalentes ou eletrostaticas com a enzima,
dependendo do tipo de ativacao realizada.

Na silica néo silanizada, suporte SiO,, foi observado menor
porcentagem de transesterificacdo que pode estar relacionada perda de
enzima no processo de imobilizacdo devido a fracas interacfes entre enzima e
silica hidrofilica. Nas silicas silanizadas, sem as diaminas, foi observado um
potencial maior de transesterificacdo do p-NPP comparado com a silica
hidrofilica, 67% de conversédo quando o suporte foi SiO,-NH,, 84% quando foi
0 SiO,-Cl e 87% para a lipase imobilizada em SiO,-SH.

No caso do suporte ativado com cloro ou com o grupo mercapto, ha
possibilidade de interagdes hidrofobicas que ativam a lipase para uma
orientacdo mais favoravel durante o processo catalitico, 0 que também pode
acontecer com a silica ativada com o grupo amino, sendo que esse Ultimo
contém o grupo amino que também pode interagir com a lipase por atracao
eletrostatica entre 0os grupos amino protonados e parte negativa da superficie
da enzima.

Nas silicas ativadas com as diaminas foi observado maior conversao
do p-NPP com leve tendéncia de crescimento quanto maior o tamanho da
diamina ligada na superficie da silica gel. Nestes materiais, o maior carater
hidrofébico e maior distdncia entre a enzima e o0 suporte pode ter
proporcionado maior estabilidade conformacional a enzima, o que resultaria em
maior atividade catalitica.

Nas superficies de silica ativada com diaminas como espacadores
contendo também glutaraldeido ou cloreto cianurico para proporcionar ligacées
covalentes com a lipase mostraram que a presenca de um espacador sugere
maior flexibilidade conformacional para a enzima. A influéncia de um espacador
ativado em um suporte sobre a performance catalitica de lipases € uma
estratégia que vem sendo amplamente investigada por alguns autores [70,86,
87].

Contudo os resultados obtidos com o0s materiais contendo grupos
reativos para formar ligacdes covalentes com grupos amino terminais da lipase
pode exercer maior influéncia na performance catalitica da enzima, a depender

do tipo grupamento envolvido na interacdo com a lipase. N6s observamos que
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0s suportes ativados com glutaraldeido proporcionaram maior atividade
catalitica para a lipase, resultando em conversfes acima de 95%. Esses
resultados foram levemente superiores aos materiais ativados com cloreto
ciandrico, o que sugere ndo apenas a efetividade superior do glutaraldeido
como agente de ligacdo para a enzima, mas pode indicar também maior rigidez
conformacional da enzima ligada aos suportes ativados com a molécula
triazinica.

Para melhor entender o impacto da ativagdo do suporte na estabilidade
da lipase BCL foram realizados experimentos de reuso com as superficies
ativadas com glutaraldeido e cloreto cianuarico. Os resultados sdo mostrados na
Figura 18.

Figura 18 - Reciclagem dos biocatalisadores apOs transesterificacdo de p-NPP.
Condicdes: 100 mg BCL imobilizada, p-NPP (10 mM), 460 uL BuOH em 5 cm™ de
hexano.
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Nos experimentos de reuso dos biocatalisadores, apds cada reacéo as
mostras foram filtradas sob pressdo reduzida e lavadas com hexano e
imediatamente utilizada na transformacdo de p-NPP com n-butanol. Os
resultados obtidos das reacdes de reciclagem confirmam a maior tendéncia de
estabilizacdo enziméatica provocada pelos suportes ativados com glutaraldeido.

Em todos os biocatalisadores suportados em superficies de silica ativada com
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cloreto ciandrico houve uma perda mais pronunciada da atividade de
transesterificacdo do p-NPP. ApOs seis ciclos de reuso, apenas até 71% de
conversdo foi observada para estes materiais. A menor conversao 35% foi
observada para o sélido SiO,-et-CC-BCL, enquanto a maior conversdo 90%
apos seis ciclos de reacdo foi observado para o material SiO,-but-Glut-BCL.
Esses resultados evidenciam que para melhorar as propriedades da lipase
como a BCL, ndo apenas a distancia entre suporte e enzima ou somente o tipo

de ligagao efetiva entre enzima e suporte devem ser considerados.

3.3 Biotransformac¢des com células de Geotrichum candidum CCT 1205

Biotransformacdes de Baeyer-Villiger foram realizadas com células de
Geotrichum candidum CCT 1205 livres e imobilizadas, em que foram utilizados
como substratos o cicloexanol, cicloexanona e cicloexenona.

Inicialmente, a cicloexenona foi usada como substrato na reacdo de
biotransformacéo para estudar reacfes em cascata através de processos de
reducdo one-pot e de oxidagdo biolégicas. Nos ensaios iniciais dois meios de
cultura foram testados, extrato para levedura (Yeast Media-YM) e Sabouraud,
assim como também foi investigado a influéncia da presencga de glicose como
regenerador de cofatores nas reacdes de biotransformacgao da cicloexenona.

As reac0Oes foram realizadas com 1 grama de massa umida das células
de G. candidum em solucdo Tampao fosfato com pH 6,5 e acompanhadas por
cromatografia gasosa (CG-FID). Como resultado desses testes premilinares,
apos 24 de reacdo foi possivel verificar a conversdo total do substrato ao
produto desejado, a e-caprolactona, apenas quando se utilizou as células
crescidas no meio YM e na auséncia de glicose durante a biotransformacao.
Observamos também que a presenca de glicose na reacdo de
biotransformacéao inibe a reacdo de oxidacdo, de modo que, apenas produtos
da reducéo das ligagbes C=C e C=0 foram obtidos.

Esses primeiros resultados foram muito importantes na definicdo do
meio de cultivo das células de G. candidum, assim como a otimizacao para
evitar a presenca de glicose durante o processo de biotransformacdo da

cicloexenona, ja que nosso maior interesse era a producdo de lactonas. Para
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isso as células de Geotrichum candidum, apds centrifugadas, foram lavadas

para retirada do excesso de glicose residual do meio YM.

3.3.1 Biotransformacéo da cicloexenona

Para otimizar resultados obtidos da biotransformacdo de cicloexenona
com o meio YM, varios testes foram realizados com diferentes concentracdes
dos substratos e das células Umidas do G. candidum no meio reacional. As
reacOes foram acompanhadas por cromatografia gasosa com uso de padrdes

comerciais dos produtos. Os resultados sdao mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Biotransformacao de cicloexenona usando varias condi¢cfes.

o o) OH Q
G. candidum 0
10 mLTampao fosfato pH 6.57 + +
24 h/180 rpm
1 2 3 4
Entrada® Biomassa® Substrato 1 (%) 2 (%) 3 (%) 4 (%)
(gramas) [mM] cicloexenona cicloexanona  cicloexanol e-CL
1 1,0 3,1 0 67 14 18
2 1,0 10,3 63 33 4 0
3 2,0 10,3 29 62 9 0
4 3,0 10,3 0 0 0 100

3 porcentagem de conversao foi determinada usando cromatografia gasosa. "biomassa
refere-se a peso de células imidas lavadas.

Conforme se observa na Tabela 4, ndo ocorre biotransformacdo da
cicloexenona para dar o composto 4 (e-CL) quando a concentracdo do
substrato foi 10,3 mM (entradas 2 e 3), e apenas as atividades das enzimas
eno-redutase (ERED) produzindo o composto 2 e alcool desidrogenases (ADH)
produzindo o respectivo composto 3 foram observadas no decorrer da reagéo.
Para a cicloexenona 1, sO foi possivel observar atividade enzimética da
Baeyer-Villiger monoxigenase (BVMO) em baixa concentracdo do substrato

(entrada 1) ou quando a quantidade de biomassa foi triplicada (entrada 4).
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Neste Ultimo, a concentragcdo de células do G. candidum no meio foi
aumentada para 3 g (entrada 4), e observou-se que a atividade da BVMO foi
significativamente predominante, em que o substrato 1 foi completamente
convertido no produto e-CL (4).

Foi escolhido, arbitrariamente nestes primeiros testes, o tempo de 24
horas de reacdo para estimar a conversdo do produto 4. Embora a proporcéo
biomassa/substrato nas entradas e 1 e 4 sejam bem préximas, observamos
gue o volume da reacdo é 0 mesmo para 0s dois sistemas e, portanto a
atividade BVMO é mais ativa na reacdo mais concentrada (Entrada 4)

Para melhor entender o processo catalitico da reacdo em cascata e
estimar a concentracdo dos intermediarios em funcdo do tempo de
biotransformagédo, determinou-se o curso do tempo de reagdo, usando a
entrada 4, mas com um tempo reacional de seis horas, em que aliquotas foram
extraidas de uma em uma hora e analisadas por cromatografia gasosa (Figura
19).

Figura 19 - Curso do tempo de reacdo de biotransformacdo de cicloexenona.
Condic@es: 3 g G. candidum, 10 uL de substrato, 10 mL of pH 6.5 tampao fosfato, 6h
de reacdo. aaitacdo em 180 rom. A conversdo (%) dos intermediérios e produtos
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Como mostra a Figura 19, a ligacdo endociclica C=C da enona foi
reduzida pela enzima ERED, enquanto a reducédo da ligacdo C=0 pode ser
atribuida a atividade da enzima ADH. Apos duas horas de reacao o substrato 1

foi completamente consumido, enquanto a concentracao de e-CL (4) aumenta



61

devido a oxidacdo subsequente dos intermediarios 2 e 3, mediante acdo das
enzimas ADH e BVMO, respectivamente.

Ao longo da reacéo, a concentracdo do produto 4 aumentou a medida
gue a concentracdo dos produtos 2 e 3 diminuiram, e apds cinco horas de
reacdo somente o produto 4 foi obtido com rendimento quantitativo. Esse perfil
cinético mostra que a conversado do substrato 1 ao produto 4 é extremamente
rapida na biotransformacdo com as células do G. candidum, requerendo
apenas cinco horas do tempo reacional. O Esquema 13 ilustra as reacdes

ocorridas acima.

Esquema 13 - Reducdo e oxidagdo microbiologica de cicloexenona (1). O
produto da oxidacao de Baeyer-Villiger é a e-caprolactona (e-CL).

O O
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l NADP* + O
0
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Os resultados encontrados neste trabalho corroboram os resultados
obtidos por Carballeira et al. [26], os quais mostraram que a producédo de e-
caprolactona envolve um equilibrio entre os intermediarios 2 e 3. O rendimento
obtido aqui usando biotransformacdo em cascata one-pot foram maiores do
gue os que foram obtidos por Mihovilovic et al. [88], que obteve somente 52%

de e-CL m 48 horas de reacdo usando BVMO expressa em E. Coli.

3.3.2 Biotransformacéo da cicloexanona

Para melhor entender o equilibrio entre os intermediarios cicloexanona

e cicloexanol (2 e 3) durante a conversdao da e-CL, estudou-se a
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biotransformagdo dos substratos 2 e 3 com as células de G. candidum.
Inicialmente, as melhores condicbes para a conversdo de 2 a 4 foram
investigadas.

Observou-se que a biotransformacgéo nos produtos 2 a 4 ocorre de
modo extremamente rapido, em que apenas 1g de células umidas de G.
candidum e 10 pL da ciclohexanona em meio aquoso conduziram a formacéo
completa de e-CL, em apenas 4 horas de reacgéao.

Os resultados obtidos com a cicloexanona foram mais eficientes do que
os reportados por Carballeira et al. [26], que obtiveram e-CL (4) a partir da
ciclohexanona com rendimento quantitativo em 72 horas de reacdo, usando
uma cepa de G. candidum NCYC49 imobilizada em varias matrizes. A Figura
20 mostra o curso reacional da biotransformacdo da cicloexanona com as

células de G. candidum.

Figura 20 - Curso do tempo de reagdo da biotransformacdo da cicloexanona.
Condicdes: 1 g da biomassa de células inteiras, 10 pL do substrato, 10 mL de Tampao
fosfato pH 6,5, 4 horas de reacdo e agitacdo em 180 rpm. Conversdo dos
intermediarios e produtos foi monitorada por cromatografia gasosa (ver apéndice B).
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Como pode ser visto na Figura 20, o intermediéario 3 € obtido ja com 30
min de reacdo, como resultado da atividade da enzima ADH, e somente apds

uma hora observou-se a formagdo do produto 4 (e-CL) que foi devido a
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atividade da BVMO. Analogamente ao que foi obtido por Carballeira et al. [26],
nés observamos um processo reversivel entre o substrato 2 e o intermediario 3
durante as primeiras quatro horas da reacao de biotransformacao.

A reacdo de oxidacdo ocorre simultaneamente via atividade enzimatica
de ADH e BVMO. Nesse processo, e-caprolactona (4) foi rapidamente
convertida com rendimento quantitativo em apenas quatro horas. O Esquema
14 mostra a reversibilidade da conversdo do substrato 2 e a evolugdo da

biotransformacgéao para formacao do produto 4.

Esquema 14 - Reducao da cicloexanona (2) e oxidacdo microbinana. O produto da
oxidacdo de Baeyer — Villiger é a e-caprolactona.

0 O
NADH + HJr NAD" NADPH + 02 NADP™+ OH" o
2 BVMO 4

3.3.3 Biotransformacéo de cicloexanol

Industrialmente, e-caprolactona é obtida via oxidacao da cicloexanona,
entretanto, estudos recentes tém demonstrado que e-CL pode ser produzida
através da bio-oxidacao de cicloexanol. Por exemplo, no intuito de estabelecer
uma nova rota biocatalitica de producéo one-pot de e-caprolactona, Malin et al.
[27] estudaram a biotransformacéo B-V de cicloexanol a caprolactona usando a
combinagdo de duas enzimas com regeneracdo interna do cofator NADPH, a
desidrogenase de poliol (PDH) e a monooxigenase de cicloexanona (CHMO),
ambas em suas formas livres ou co-imobilizadas em suporte ativado com
glutaraldeido (Relizyme TM HA403) (Esquema 15):

Esquema 15 - Biotransformacdes de Baeyer-Villiger one-pot com cicloexanol [72].

OO

NADP* +
NADPH + H* NADP

CHMO
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Os resultados obtidos pelos autores [27] mostraram que o cicloexanol
pode ser convertido a e-caprolactona com 83% de conversdo, quando foram
usadas enzimas livres e 34% quando utilizaram os biocatalisadores co-
imobilizados.

Nessa direcéo, resolvemos ensaiar reacfes de biotransformacdo com
células integras de G. candidum usando o cicloexanol como substrato. A
reacdo foi monitorada por cromatografia gasosa e aliquotas foram removidas e
analisadas em cada meia hora. A biotransformagéo do cicloexanol a e-cL

também se mostrou significativamente rapida (Figura 21).

Figura 21 - Curso do tempo de reacdo da biotransformacdo do cicloexanol.
CondicGes: 1 g da biomassa de células inteiras, 10 yL do substrato, 10 mL de tampéo
fosfato pH 6,5, 4 horas de reagdo e agitacdo em 180 rpm. Conversdo dos
intermediarios e produtos foi monitorada por cromatografia gasosa.
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Conforme se observa na Figura 21, a atividade redutora da enzima
ADH ocorre rapidamente, formando o intermediario 2. A conversdo do
intermediéario 2 é lenta e um processo reversivel ocorre entre o substrato 3 e o
intermediério 2. Depois de duas horas, uma segunda oxidacdo ocorre, mas
agora é uma oxidacao de Baeyer-Villiger devido a atividade da enzima BVMO,
gue resultou no produto e-caprolactona com rendimento quantitativo em quatro
horas. Com efeito, duas reacdes de oxidacdo sao realizadas em um processo

“one pot”. (Esquema 16).
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Esquema 16 - Oxidacao microbiana do cicloexanol (3). O produto da oxidacéo de
Baeyer—Villiger é e-caprolactona.

OH O O
NADP" +0, NADPH-+H' NADPH + O, NADP'+OH
\_/ Q
o -
3 ““ADH 2 BVMO 4

Devido a rapida conversao na biotransformacéo dos trés substratos em
e-CL (4), buscou-se avaliar a capacidade de reciclagem e reuso das células
integras de G. candidum (CCT 1205) em reacdes com o0 substrato
cicloexanona (2). Procedimentos de lavagens das células com tampédo de
reacdo foram utilizados antes de cada ensaio. Apés seis ciclos de reuso,
conversbes completas a e-CL (4) foram obtidas nos quatro primeiros ciclos,
96% de conversao no quinto e 88% no sexto.

Esses resultados demonstram que ha potencial de reciclagem e reuso
das células integras do G. candidum, porém foi observado que a atividade
enzimatica da BVMO entra em declinio apds o quinto ciclo de reuso. Esse fato
pode estar associado, principalmente, a perda natural de atividade enzimatica
nas ceélulas vivas.

Contudo, o potencial de reuso demonstrado pelas células vivas na
biotransformagédo da cicloexanona nos permitiu a seguinte indagagao: A
imobilizacdo das células de G. candidum em um suporte possibilitaria maior
estabilidade enzimética? Isto €, seria viavel, do ponto de vista da reutilizacdo
das células integras, uma imobilizagdo fisica e/ou quimica em um suporte
mecanica e quimicamente estavel?

Baseando-se nestas indagacodes, considerou-se estudar a imobilizacéo
das células integras do G. candidum aplicadas em reacdes Baeyer-Villiger.

3.4 Biotransformacao via Baeyer-Villiger com células de G. candidum
imobilizadas

Os suportes utilizados para a imobilizagdo das células de G. candidum
foram SiO, e suas formas funcionalizadas SiO,-Cl, SiO,-SH, SiO,-NH; e SiO,-N-

Glut. A escolha destes materiais como suporte foi baseada nas caracteristicas
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fisico-quimicas de suas superficies que podem permitir interacdes por
adsorcéao fisica e/ou quimica com a parede celular das células integras do G.
candidum.

Um aspecto importante a ser considerado na etapa de imobilizacdo é
gue as interacdes entre as superficies das silicas e as células poderiam exibir
algum nivel de toxidade as células e comprometer seu metabolismo durante a
biotransformacgé&o.

Os primeiros ensaios de imobilizagao celular foram realizados com os
suportes SiO, e SiO,-Cl, visando estabelecer as condigbes reacionais
adequadas para a reacao de biotransformacéo com células imobilizadas. Apos
a etapa de centrifugacao das células de G. candidum, os micélios ainda umidos
foram suspensos em 20 mL de tampéo fosfato pH 6.5 contendo 1 g do suporte
e a mistura foi agitada em shaker por 12 horas. O material resultante, depois de
filtrado, foi submetido diretamente em reacdes de biotransformacéo.

Para tanto, avaliou-se a influéncia da quantidade de biomassa celular
imobilizada do G. candidum e comparou-se com as células livres na reacao de
biotransformagdo em um tempo de contato fixado em 12 horas. O sistema
reacional foi monitorado por cromatografia gasosa. Os dados obtidos estdo
apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Variacdo da biomassa celular livre ou imobilizada na conversao da
caprolactona (ver apéndice B8-B13).

0} o

G. candidum livre o
ou imobilizado

10 pL cicloexanona
10 mL Tampao fosfato pH 6.5
12 h; 180 rpm; 30 °C

G. c. livre? Sil-pura-Gc®  Sil-CI-Gc®

Entrada Biomassa (Q) % (caprolactona)
1 0,5 20,9 84,6 nd
2 1,0 100 100 100
3 2,0 100 100 100
4 3,0 49,8 100 100

Células do Geotrichum candidum livres. °Células imobilizadas em silica gel. °Células
imobilizadas em silica cloropropil; nd = ndo detectado.
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Usando a cicloexanona como substrato (10 pL), os resultados mostram
gue a conversao a e-caprolactona se completou quando a biomassa celular foi
de 1 grama e 2 gramas na mistura de reacdo para as células do G. candidum
imobilizadas tanto com silica gel pura quanto com ela funcionalizada com
cloropropil (Entrada 2 e 3). Contudo, para as células livres observou-se uma
conversdo mais baixa quando se empregou trés gramas de biomassa celular
(entrada 4), possivelmente devido a uma atividade mais lenta da BVMO nessas
condicbes, ocasionada pela disputa com as enzimas ADHs em altas
concentragoes.

A partir desses resultados, novos ensaios foram realizados para avaliar
o perfil reacional dos substratos cicloexenona e cicloexanona via
biotransformacdo com as células imobilizadas no suporte SiO,-Cl, em que
foram observados o periodo de conversdo completa a caprolactona e a
formacéao de possiveis intermediarios na reacao.

A escolha pelo suporte SiO,-Cl foi baseada na sua quimica de
superficie, uma vez que a presenca do grupo cloropropil ancorado na silica
pode conferir interacbes mais fortes entre a superficie das células e a
superficie do suporte, ja que na silica pura apenas interacdes fisicas fracas
devem ocorrer entre sua superficie hidrofilica e as células do microrganismo.

Durante o curso reacional, em intervalos de tempo pré-determinados,
foram retiradas aliquotas da mistura de reacdo, que foram submetidas a
analise em cromatografia gasosa.

A reacdo de biotransformacdo com as células imobilizadas (Esquema
17) mostrou que no perfil de reacdo para o substrato 1 (Figura 22) ou 2
(Figura 23) houve conversdo completa a caprolactona com a presenca de
intermediarios no curso reacional, igualmente ao demonstrado para a

biotransformac&do com as células livres.
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Esquema 17 - Biotransformacgéo de cicloexenona 1 e cicloexanona 2 com uso de
células de G. candidum imobilizadas no suporte SiO,-Cl. Condi¢des: 10 pL de 1 ou 2;
10 mL de tampéo fosfato (pH 6,5); 2-24 horas de reacdo; 28 °C; 150 rpm de agitagéo.

o) o) oH 0
é G. candidum é @ @
imobilizado
- + +
1 2 3 4

o}

G. candidum
imobilizado
> 3 + 4

Ao comparar o perfil do composto 1 (Figura 22) e 2 (Figura 23), foi
observado que a conversdo completa ocorre mais rapidamente para o
composto 2, nas condicbes reacionais estudadas, em apenas 4 horas de
reacdo. Esses resultados foram compativeis com os perfis reacionais obtidos
para as células livres, o que demonstra claramente que a presenca do suporte
no meio reacional ndo é toxica ao microrganismo. Isso permite inferir que o G.
candidum apresenta potencial para desempenhar atividade biocatalitica

quando imobilizado.
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Figura 22 - Perfil reacional de reacdo da cicloexenona via células de G. candidum
imobilizadas no suporte SiO,-Cl.
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Figura 23 - Perfil reacional de reacdo da cicloexanona via células de G. candidum
imobilizadas no suporte SiO,-ClI.
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Apoés a analise do perfil reacional da biotransformacéo dos compostos
1 e 2, a cicloexanona foi escolhida como substrato para estudos do efeito do
tempo de contato, viabilidade celular em diferentes concentragdes do substrato

e reciclagem das células imobilizadas.

3.4.1 Performance catalitica das células imobilizadas: Efeito do tempo de
contato

O estudo realizado com o G. candidum imobilizado no suporte SiO,-Cl
permitiu aferir a viabilidade do uso de um material estranho ao metabolismo
celular durante o processo quimico em que atuam diferentes tipos de enzimas
presentes nas células do microrganismo. Foi possivel constatar que uma
superficie de silica funcionalizada com grupos alcoxissilano mostrou-se
eficiente como suporte para o microrganismo estudado, pois os resultados
obtidos demonstraram claramente que a presenca do suporte ndo alterou a
guimiosseletividade observada no processo com as células livres, o que mostra
baixa ou nenhuma inibicdo das enzimas frente ao suporte, considerando as
condicBes empregadas no estudo.

Esses resultados serviram de inspiragcdo para ampliar o espectro de
funcionalidade desejavel no suporte e explorar o efeito da quimica de superficie
do suporte no processo de biotransformagdo com as células imobilizadas.

Um estudo do efeito do tempo de contato na reacdo de conversao da
cicloexanona foi realizado com o G. candidum imobilizado nas superficies de
silicas com diferentes funcionalidades, apresentadas nos sélidos SiO,-NH,,
SiO2-N-Glut e SiO,-SH. As reacbes foram acompanhadas por cromatografia
gasosa (CG-FID).

A Figura 24 mostra a biotransformacdo da cicloexanona com G.

candidum imobilizado em SiO,-NH,.
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Figura 24 - Biotransformacéo da cicloexanona com G. candidum imobilizado em SiO,-
NH,. Condi¢des: 1,0 g células imobilizadas, 10 mL de tampéao fosfato pH 6,5, 10 uL de
cicloexanona, 180 rpm em shaker, 5 horas.
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A reagdo progride para conversao completa em apenas 3 horas de
reacdo. Assim como nas reaglOes anteriores com as células livres e
imobilizadas no suporte SiO,-Cl, ndo foi observado quimiosseletividade no
processo reacional. Contudo, as células imobilizadas no suporte SiO,-NH;
demonstraram maior rapidez de converséo a caprolactona do que nos casos
anteriores. Quando a reacéo atinge 2 horas, mais de 30% de conversdo ao
produto caprolactona foi observada e ndo houve mais formacéao de cicloexanol.

O suporte modificado com glutaraldeido foi utilizado para imobilizar as
células de G. candidum e o efeito do tempo de contato na conversdo de
cicloexanona € mostrado na Figura 25:
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Figura 25 - Biotransformacéo da cicloexanona com G. candidum imobilizado em SiO,-
N-Glut. Condi¢des: 1,0 g células imobilizadas, 10 mL de tampéo fosfato pH 6,5, 10 yL
de cicloexanona, 180 rpm em shaker, 5 horas.
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Como pode ser visto na Figura 25, a conversdao da cicloexanona é
muita rapida, em apenas 2 horas de reacdo quase 50 % da cicloexanona é
convertida em cicloexanol e caprolactona, sendo o ultimo o produto majoritario
42%. A reacao progride para conversao completa em 3 horas de reagéo. Neste
sistema também né&o foi observada quimiosseletividade no processo reacional.

A presenca de um grupo funcional reativo no suporte pode ser capaz
de promover ligacdes quimicas efetivas com a parede celular das células que
sdo revestidas por quitina e glicoproteinas. A quitina € um polissacarideo
natural que ocorre em varios organismos e constitui o principal componente da
parede celular de fungos filamentosos. O G. candidum é um fungo filamentoso,
e devido a presenca de varios grupos funcionais na parede celular dos micélios
do fungo podem ocorrer reacdes quimicas diretamente com 0s grupos reativos
do suporte. Isso pode explicar a possibilidade de barreiras difusionais que
restringem a mobilidade celular, o que poderia afetar a atividade de algumas
enzimas. Neste caso, sugere-se que a atividade das enzimas alcool
desidrogenases foi afetada, uma vez que a concentracdo do cicloexanol no

meio de reacédo foi muito baixa (5%) em duas horas de reacdo comparada com
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as células imobilizadas no suporte SiO,-Cl que mostrou mais de 55% no
mesmo tempo de contato com o substrato cicloexanona.

A silica funcionalizada com 3-mercaptopropiltrimetoxissilano (SiO2-SH)
foi utilizada para imobilizar as células de G. candidum e o efeito do tempo de
contato na conversdo de cicloexanona também foi avaliado e é mostrado na
Figura 26:

Figura 26 - Biotransformacéo da cicloexanona com G. candidum imobilizado em SiO-
SH. Condic¢des: 1,0 g células imobilizadas, 10 mL de tampé&o fosfato pH 6,5, 10 uL de
cicloexanona, 180 rpm em shaker, 5 horas.
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A biotransformacao da cicloexanona com as células imobilizadas no
suporte SiO,-SH (Figura 26) mostraram elevada atividade da monooxigenase
de Baeyer-Villiger. Em apenas 1 hora de reacao, cerca de 60% de converséo
ao produto caprolactona foi observada e reacdo se completa no periodo de 2
horas. Também foi observado que a quimiosseletividade da reacdo nao foi
alterada porque o cicloexanol também foi obtido durante a biotransformacao.
Entretanto, a rapida e elevada atividade da BVMO observada neste processo
evidencia uma tendéncia de inibicdo das enzimas ADHs, ocasionada
possivelmente por restricdes difusionais impostas pelo suporte ou por

interacdes desfavoraveis entre o suporte e as enzimas alcool desidrogenases.
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3.4.2 Performance catalitica das células imobilizadas: Efeito da
concentracdo do substrato

Inicialmente, a performance dos biocatalisadores foi avaliada quanto ao
efeito da concentracdo da cicloexanona durante as biotransformacdes com as
células do G. candidum livres e imobilizadas em diferentes suportes.

Devido a conhecida toxidade da cicloexanona as células o G. candidum
[26], nesse estudo optamos por trabalhar com o substrato em duas
concentragcbes: 10 mM e 20 mM. Os experimentos foram realizados em
triplicata, sendo as reacdes acompanhadas por cromatografia gasosa e 0s
resultados representam a média de trés experimentos, expressos em

porcentagem de conversao a caprolactona (Figura 27).

Figura 27 - Efeito da concentracdo na performance dos biocatalisadores na reacéo de
biotransformacédo da cicloexanona apds 6 horas de reacdo. Experimentos realizados
em triplicata).
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Conversdo de 100% ao produto caprolactona empregando tanto as
células livres como as células imobilizadas foi obtida, quando a concentragao

do substrato foi 10 mM. Contudo, quando se realizou a biotransformacgdo com
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dobro da concentracdo da cicloexanona foi observado que somente as células
imobilizadas converteram a cicloexanona ao produto desejado s-caprolactona,
como mostra a Figura 27. Dentre os suportes utilizados neste estudo, SiO,-
NH, e SiO,-SH apresentaram maior eficiéncia na conversdo ao produto e-CL
em maiores concentracfes. Tais resultados mostram um possivel efeito da
capacidade protetora dos suportes quanto a toxidade da cicloexanona as
células integras.

O efeito da concentragdo do substrato (10 mM) na transformagao da
cicloexanona em caprolactona foi acompanhado para determinacéo
guantitativa da caprolactona através de uma curva de calibracdo interna obtida

por cromatografia gasosa (GC-FID), em que foi usado o decano como padrao
interno (ver Apéndice C).

Figura 28 - Concentracdo da caprolactona obtida apds 6 horas de reagéo
biotransformacéo da cicloexanona. (Experimentos realizados em duplicata).
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Como pode ser visto na Figura 28, praticamente toda cicloexanona
oferecida no meio de reacdo (10 mmol L) é convertida em caprolactona
guando se utiliza tanto as células de G. candidum livre como imobilizadas. Os
valores médios obtidos em todos os sistemas com células imobilizadas
utilizadas na transformagédo da cicloexanona por reagdo de Baeyer-Villiger
sustentam a afinidade das células de G. candidum para as silicas

funcionalizadas. Quando imobilizadas, as células mostraram eficiéncia
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catalitica completamente compativel com sua forma livre. Com efeito, estes
resultados evidenciam que a presenca de interacbes entre o suporte e as
células ndo estabeleceram restricdes difusionais importantes nem ao substrato

nem ao produto desejado.

3.4.3 Performance catalitica das células imobilizadas: Efeito da
reciclagem das células

Um dos aspectos mais vantajosos quando se utiliza a estratégia de
imobilizac&do de biocatalisador é a possibilidade de facil recuperacao e reuso do
sistema biocatalitico em novos ciclos reacionais. Para a maioria dos
biocatalisadores na sua forma livre, a reciclagem pode ser muito dificil e a
recuperacao da atividade catalitica torna-se impraticavel. No caso das células
livres de G. candidum nds avaliamos a possibilidade de reciclagem e reuso das
células intactas e imobilizadas através de simples processo filtracdo, seguido
por imediata aplicacdo em reacdo transformacdo da cicloexanona em
concentracdo 10 mM. A reacdo foi monitorada por cromatografia gasosa (GC-

FID, coluna capilar RTx-5) e os resultados sdo mostrados na Figura 29.

Figura 29 - Efeito da reciclagem das células na forma livre e imobilizada na
transformacédo de cicloexanona apds 6 horas de reacdo. (Os valores em porcentagem
representam uma média experimental).
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Conforme pode ser observado na Figura 29, somente durante o0s
quatro primeiros ciclos de reacdo com as células livres (MO livre) houve
conversdo completa ao produto e-caprolactona, embora atividade de BVMOs
tenha sido mantida até o sexto ciclo com 88% de conversdo. Contudo,
nenhuma atividade da monooxigenase de Baeyer-Villiger foi observada apos
reuso no sétimo e oitavo ciclo de reacdo. Esse resultado sugere fortemente a
perda de estabilidade celular quando o microrganismo é submetido a uma
condicdo de stress mecéanico e quimico devido a pela reutilizacdo em novas
reacoes.

Por outro lado, para as células imobilizadas podemos observar maior
atividade da monooxigenase de Baeyer-Villiger, sendo que o microrganismo
imobilizado na silica ativada com glutaraldeido (SiO,-N-Glut-MO) apresentou
menor performance catalitica, sendo ativo até o sexto ciclo reacional, enquanto
a biotransformacdo da cicloexanona com os biocatalisadores SiO,-NH,-MO e
SiO,-SH-MO ocorreu com 100% de conversao até o oitavo ciclo de reuso.
Esses resultados sugerem que 0 suporte ativado com grupamentos quimicos
capazes de estabelecer ligacdes mais efetivas com as células do G. candidum
pode desestabilizar o metabolismo das células, o que causaria a inibicdo ou

mesmo a desativacao das enzimas que catalisam a reacao de Baeyer-Villiger.

3.5 Biotransformacao de acetofenona

A biotransformagéo de acetofenona foi realizada com suspenséo de
células livres em meio aquoso a fim de observar o efeito do tempo de contato
dos biocatalisadores na reducdo do substrato. As células do G. candidum
foram suspensas em tampéao fosfato e colocadas em contato com o substrato
(10 mM) e o sistema foi monitorado por um periodo de até 72 horas de reacéo
(Esquema 18).



Esquema 18 - Biotransformacéo da acetofenona com
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A biotransformagédo de acetofenona foi realizada, inicialmente, sem

adicdo de glicose uma vez que as ceélulas umidas do G. candidum, apds o

cultivo, podem conter tracos de glicose necesséria para reciclagem dos

cofatores NADP" /NAD(P)H que auxiliam no processo de transferéncia de

hidrogénio na reacdo de reducdo da cetona proquiral. Em tempos pré-

determinados, aliquotas do meio reacional foram extraidas e analisadas por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa.

Os resultados mostraram que ja nas primeiras 6 horas de reacéo

(Figura 30) houve conversdo ao produto esperado de reducgédo 1-feniletanol

(tempo de retencdo = 4,46 min) com conversdao de 67%. A reducdo da

acetofenona pode ser atribuida & acdo de enzimas alcool desidrogenases

(ADHSs) presentes nas células do G. candidum.

Figura 30 - Cromatograma obtido por GC-MS de uma aliquota de 6 horas da bioreducao de
acetofenona com G. candidum sem adicdo de glicose.
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A presenca do alcool foi confirmada pelo espectro de massa (Figura
31) que mostrou padrdo de picos caracteristicos para a molécula 1-feniletanol

com razdo massa/carga (m/z) 122 (M™), 107 e 79.

Figura 31 - Espectro de massa obtido de uma aliquota de 6 horas da bioreducdo de
acetofenona com G. candidum sem adicdo de glicose.
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Ao acompanhar o curso reacional através da cromatografia gasosa,
observa-se que pico da acetofenona (TR = 4,58 min) diminui gradualmente no
decurso, porém além do &lcool desejado com pico em tempo de retencdo de
4,46 min, observamos o surgimento de um pico com tempo de retencdo em
3,38 min apos 12 horas de reacdo, como mostra a Figura 32:

Figura 32 - Cromatograma obtido por CG-MS de uma aliquota de 12 horas da
bioreducéo de acetofenona com G. candidum sem adicéo de glicose.
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Esse pico com TR = 3,38 min, obtido da reacéo de reducdo sem adicao
de glicose, nos chamou a atencéo, dado que durante o curso reacional, tal pico
caracteristico persistia e se intensificava, conforme se observa nos
cromatogramas obtidos das aliquotas de 24 e 72 horas de reacéo (Figuras 33

e 34), respectivamente.
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Figura 33 - Cromatograma obtido por CG-MS de uma aliquota de 24 horas da
bioreducgéo de acetofenona com G. candidum sem adig&o de glicose.
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Figura 34 - Cromatograma obtido por CG-MS de uma aliquota de 72 horas da
bioreducéo de acetofenona com G. candidum sem adicéo de glicose.
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Através da analise da espectrometria de massa, tendo como base a
relacdo m/z = 94 (pico base) juntamente com fragmentos caracteristicos
obtidos em m/z = 66 e m/z = 65, foi possivel identificar 0 novo composto como
sendo o fenol. Além disso, o espectro de massa e o tempo de retencdo do
produto identificado como fenol foram comparados com os de uma amostra

padrao de fenol (Figura 35).
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Figura 35 - Cromatograma obtido por andlise em GC-MS de uma amostra
padrao de fenol.
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O pico com R.T. = 3,41min (m/z em 94) na amostra padrdo do fenol
confirma que um dos produtos obtidos na biotransformacéo da acetofenona no
decurso reacional foi de fato o fenol. Esse resultado demonstra que a reacao
de biotransformacéo com as células de G. candidum pode ser consequencia da
acdo de diferentes tipos de enzimas. Anteriormente demonstramos que células
integras do Geotrichum candidum CCT 1205 foi capaz de promover uma rapida
conversdo de cetonas ciclicas no éster ciclico s-caprolactona. Essa reacao
ocorre via oxidacdo de Baeyer-Villiger devido a acdo de enzimas
oxidoredutases do tipo Monooxigenase de Baeyer-Villiger (BVMO). Desse
modo, a presenca de enzimas ADHs e BVMOs nas células do Geotrichum
candidum CCT 1205 pode proporcionar reacdes paralelas e competitivas com
diferentes mecanismos, 0 que explicaria a formacédo do fenol que se iniciou
rapidamente a partir de uma oxidacdo de Baeyer-Villiger, seguida da hidrolise
do éster correspondente.

N&o € incomum a formacdo de fenol como co-produto em reacdes
microbianas de reducdo de acetofenona com células capazes de catalisar
reacOes de Baeyer-Villiger. Por exemplo, Nakamura et al., conforme citado por
Fugii et al. [89] encontraram quantidades tragos de fenol (menor que 1%) na
reducdo de acetofenona por Dipoduscus magnusii NBRC 4600 e
Galactomycess reessii NBRC 1112. Com base nesses resultados, Fugii et al.
[89] estudaram o controle da quimiosseletividade da biotransformacdo de
acetofenona com células de D. magnusii NBRC 4600, na presenca de resina
XAD-7, com o intuito de melhorar a oxidacdo de Baeyer-Villiger sobre a reacéo

de reducéo.
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Nesse estudo os autores [89] mostraram que em condi¢cdes otimizadas,
da quantidade de resina XAD-7, foi obtido 42 % de fenol em 24 horas de
reacdo. Foi demonstrado que a reacdo de reducdo da acetofenona competiu
com a oxidagdo de Baeyer-Villiger que teve como produto da oxidacdo o fenil
acetato, o qual no meio de reacado foi rapidamente hidrolisado a fenol. Para
efeito de confirmacédo da formacéo de fenol via Baeyer-Viiliger, na mistura de
reacdo adicionaram o acetato de fenila e observaram que o éster foi hidrolisado
a fenol em 3 horas sob mesmas condi¢des de reagéao.

O grupo de Nagaki e colaboradores [90] estudaram a biotransformacé&o
de acetofenona com o fungo Colletotrichum acutatum e observaram uma
reacdo muito lenta na conversdo do substrato ao produto 1-feniletanol, e
obtiveram na composi¢ao dos produtos 38,1 % (1-feniletanol) e 61,5 % (fenol)
no final de 18 dias de reacéo.

Ja em nossos estudos da biotransformacao da acetofenona realizada
com o G. candidum, nés observamos formacdo do fenol nas primeiras 12
horas, e ao final de 72 horas de reagcdo a composi¢cdo dos produtos rendeu
46,9 e 45,5 % do fenol e 1-feniletanol, respectivamente.

Sugere-se entdo que na biotransformacdo da acetofenona com o G.
candidum deve ocorrer oxidacdo de Baeyer-Villiger com formacédo de fenil
acetato e sua consequente hidrélise no meio de reacdo leva a formacédo de
fenol. Uma proposta de mecanismo para a biotransformagéo da acetofenona foi
baseada no mecanismo apresentado por Nagaki et al. [90] (Esquema 19).

Esquema 19 - Proposta mecanistica de bioxidagdo de acetofenona por células de

G. candidum.
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No mecanismo proposto para a reacdo biocatalisada, a reducdo da
acetofenona ao &lcool 1-feniletanol é catalisada por enzimas ADHs, enquanto
uma reacdo competitiva ocorre mediante a acdo de enzimas BVMOs, em que
acetofenona € primeiramente convertida em acetato de fenila via bioxidacao de
Baeyer-Villiger. A reacéo progride com a formacéao de fenol através da hidrélise
do acetato de fenila, uma vez que biotransformagéo ocorre em meio aquoso. O
curso do tempo da reagcdo de biotransformacdo da acetofenona (Figura 36)
mostra como a formag&o do fenol progride gradualmente no decurso de 72

horas.

Figura 36 - Curso do tempo de biotransformacéo da acetofenona por G. candidum.
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No intuito de investigar o efeito da glicose na biotransformacédo com
células do G. candidum, foram conduzidos experimentos que visam analisar a
composicdo da mistura de reacado, apos a adicao de glicose no meio reacional
e a reacao totalmente livre de glicose, isto é, ap0s o crescimento das células, a
biomassa de micélios foi lavada (4x) para eliminar qualquer traco de glicose no
meio de reacdo. Os resultados dos experimentos realizados sem adicdo de
glicose e com adi¢cado de 200 mg de glicose no meio de reacdo sao mostrados

nas Figuras 37 e 38, respectivamente.
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Figura 37 - Curso do tempo de biotransformacéo da acetofenona por G. candidum
sem adicdo de glicose (células 4x lavadas com agua destilada).
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Como pode ser visto na Figura 37, na reacdo de conversdo de
acetofenona realizada com células do G. candidum, lavadas 4x com agua
destilada e sem adicao de glicose no meio de reacéo, forneceu cerca de 11% e
fenol e 25% de 1-feniletanol nas primeiras 6 horas de reacédo. O fenol ocorre
como produto majoritario em 73% ja em 24 horas no meio reacional. Esses
resultados reforcam a hipétese de ocorréncia de reacdo de Baeyer-Villiger na
biotransformacédo da acetofenona com as células de G. candidum, seguida da
hidrélise do éster obtido como intermediario da reacéo.

Contudo, nos experimentos realizados com adi¢cdo de glicose, nao foi
possivel observar formacdo de fenol no periodo de 24 horas de reacdo. No
periodo de 48 horas de reacdo foi obervado 37,5% de fenol na mistura de
reacao (Figura 38). Esses resultados contrastam com 0s obtidos nos ensaios
sem adicdo de glicose, pois neste uma biotransformacdo de Baeyer-Villiger
ocorreu mais rapidamente enquanto no procedimento de biotransformagdo com
adicdo glicose houve maior inibicdo da atividade das monooxigenases de
Baeyer-Villiger. A presenca de uma fonte de hidrogénio como a glicose é
necessaria para promover a atividade de desidrogenases que dependem de

cofatores para auxiliar no processo redox.
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Figura 38 - Curso do tempo de biotransformacé&o da acetofenona por G.candidum com
adicao de glicose.
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A formacédo de fenol no meio de reacao pode ser confirmada pelo teste
de fenol com cloreto férrico em meio aquoso [91]. Os fendis foram complexos
coloridos ao reagirem cloreto de ferro (IIl). A coloracdo pode variar do azul ao
vermelho. No experimento realizado para confirmacéo de fenol foi observado
coloracdo verde apés adicdo de cloreto férrico 3% na amostra da reacdo de
biotransformacéo da acetofenona apos 24 horas de contato (Figura 39). Esse
resultado constata formacdo de fenol no meio de reagdo durante a
biotransformacao.

Figura 39 - Teste de identificacdo de fenol com cloreto férrico 3% em meio aquoso
para a mistura de reacdo de biotransformacéo da acetofenona sem adi¢do de glicose
apo6s 48 horas de contato. Fonte: préprio autor.
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4 CONCLUSOES

A imobilizacdo de biocatalisadores em suportes quimicamente estaveis
se apresenta como uma tendéncia ascendente no campo da aplicacdo em
biocatalise. Nesta perspectiva, 0 presente estudo teve como proposito
contribuir para o estado da arte na busca de estratégias que viabilizem a
estabilizacdo de biocatalisadores em bioprocessos. Além disso, o estudo da
utilizacdo células vivas em biocatalise enriquece o debate cientifico para a
viabilidade de producdo em grande escala com custos menos onerosos.

Os resultados aqui apresentados mostraram que o emprego de células
vivas de G. candidum CCT 1205 em reacdes de Baeyer-Villiger possibilitou
rapidas conversdes de cetonas ciclicas em e-caprolactona, quando
comparados a outros microrganismos ja reportados.

Células integras de G. candidum CCT 1205 imobilizadas em suportes
de silica silanizadas foram empregadas em biotransformacbes de Baeyer-
Villiger e pela primeira vez foram obtidas evidéncias que silicas funcionalizadas
promovem estabilizacdo do meio celular ao diminuir a toxidade do substrato as
células, quando em meios reacionais mais concentrados.

No estudo da biotransformacdo de acetofenona com as células de G.
candidum, observamos que o fenol é o produto majoritario da biotransformacéao
guando se emprega células do G. candidum sem a presenca de glicose, devido
a uma inibicdo da atividade de enzimas éalcool desidrogenases em favor da
monooxigenase de Baeyer-Villiger.

O potencial biocatalitico da lipase de Burkholderia cepacia imobilizada
em superficies de silicas funcionalizadas foi evidenciado na transesterificagéo

do p-nitrofenilpalmitato.
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5 PERSPECTIVAS

Dado o potencial biotecnolégico dos sistemas estudados neste trabalho
de tese, é desejavel que novos estudos possam ser desenvolvidos a partir dos
resultados aqui obtidos. Neste contexto, podemos tracar algumas perspectivas
para continuidade dos estudos aqui desenvolvidos:

e Estudar novas rotas de imobilizacdo de células do G. candidum e outros
microrganismos em suportes de silica;

e Investigar a seletividade das reacfes de biotransformacdo com células
imobilizadas em substratos moleculares mais complexos e de interesse
industrial;

e Estudar a viabilidade celular em reacdes de biotransformacdo com os
sistemas de células imobilizadas em processos de fluxo continuo e
escalas mais amplas

e Investigar parametros termodindmicos e cinéticos nas reacgbes de

biocatalise com os biocatalisadores livres e imobilizados
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6 PARTE EXPERIMENTAL

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Sintese Organica e
Biocatalise (LASOB). Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho, os
métodos empregados na preparacdo dos suportes, imobilizacdo dos
biocatalisadores e biotransformacdo, bem como a sintese de padrées e

caracterizagdo dos materiais obtidos estao descritos nas proximas secoes.

6.1 Reagentes e solventes

Silica gel comercial Kieselgel 60 (Aldrich) (270-300 mesh) de pureza
cromatografica foi utilizada na preparacdo de suportes funcionalizados para
imobilizacdo das células fungicas e da enzima lipase de Burkholderia cepacia
(Sigma-Aldrich). Todos os solventes foram de grau P.A. e utilizados sem
purificacdo prévia.

Reagentes utilizados na funcionalizagcdo do suporte silica gel: 3-
cloropropil-trimetoxissilano 97% (Sigma-Aldrich), 3-aminopropil-trimetoxissilano
97% (Sigma-Aldrich), mercaptopropiltrimetoxissilano 98% (Acros Organics),
1,2-diaminoetano > 99% (Sigma-Aldrich), 1,4-diaminobutano > 99% (Sigma-
Aldrich), 1,6-diaminohexano > 99% (Sigma-Aldrich), cloreto cianutrico 99%
(Acros Organics) e glutaraldeido > 99% (Acros Organics).

Reagentes utilizados em biocatélise com lipases: 4-nitrofenilpalmitato,
4-nitrofenol (9), acido butirico > 99% (Vetec), n-butanol (Merk), Boroidreto de
sédio (Vetec), metanol > 99% (Vetec), acetofenona > 98% (Sigma-Aldrich), 1-
feniletanol e acetato de feniletanol.

Reagentes utilizados nas reacdes de biotransformacdo com as células
de G. candidum: cicloexanona 99,8% (Sigma-Aldrich), cicloexanol 99,8%
(Sigma-Aldrich), cicloexenona 99,8% (Sigma-Aldrich), e-caprolactona >99%
(Sigma-Aldrich), acetofenona > 98% (Sigma-Aldrich).

Solventes: Acetato de etila P.A. 99,5% - ACS (Quimica Moderna),
tolueno HPLC (Tedia), xileno (Sint), hexano P.A 98,5% (Quimica Moderna) e

agua destilada.
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6.2 Preparacdo dos suportes: secagem da silica gel

40 g de Silica gel comercial (270-300 mesh) de pureza cromatografica
sem tratamento prévio foi submetida a aquecimento (120°C) em estufa de
esterilizacdo por 12 horas para eliminacdo de moléculas de agua fisicamente
adsorvidas. Em seguida, o material foi seco em linha de vacuo por 2 horas
antes de ser imediatamente utilizado para caracterizacdo ou em reacoes de
funcionalizacao.

IV — (ATR, Vimax, CM™): 1064s, 800w (v Si-O-Si)
Area superficial BET - 452,1 m?/g

6.2.1 Reagéao da silica gel com agente sililante 3-

cloropropiltrimetoxisilano

Em um baldo de fundo redondo acoplado a um agitador mecénico, 40 g

da silica gel seca foi suspensa em 150,0 cm® de xileno, seguido da adicdo de
40,0 cm® (219,0 mmol) do 3-cloropropiltrimetoxisilano com o auxilio de uma
seringa. A mistura reacional foi mecanicamente agitada em atmosfera de N, e
aquecida em 120°C durante 72 h. Apés esse periodo e depois do resfriamento
em temperatura ambiente, o sélido foi filtrado sob pressao reduzida e lavado
com o solvente da reacdo para retirar o excesso de silano seguido da lavagem
com etanol e acetona, respectivamente. O material obtido foi chamado SiO,-Cl
e armazenado em dessecador antes de ser utilizado em reacdes
subsequentes.
IV — (ATR, Vmax, cm™): 930w (v C-Cl), 1064s, 800w (v Si-O-Si)
RMN de *C — (600 MHz, ppm): & 12 (CH, — C1), & 29 (CH,- C2), & 48 (CH, —
C3), 6 53 (O-CH3- C4)
Area superficial BET - 371,9 m?/g

6.2.2 Reacdao da silica gel com agente sililante 3-
aminopropiltrimetoxisilano

10 gramas da matriz inorganica que foi suspensa em 150,0 mL de

tolueno, seguida da adicao de 15,0 mL (86,0 mmol) do organosilano contendo

o grupo funcional amino. O sistema reacional foi mantido sob agitacao e refluxo
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do solvente em atmosfera de nitrogénio a 120 °C por 72 h. O solido obtido
(SiO2-NHy) foi lavado com o solvente e etanol, nesta ordem.

IV — (ATR, Vimax, cM™): 1560 w (6 N-H), 1064s, 800w (v Si-O-Si)

Area superficial BET - 281,5 m?/g

6.2.3 Reacéao da silica gel com agente sililante 3-
mercaptopropiltrimetoxisilano

20 gramas da matriz inorganica que foi suspensa em 150 mL de
tolueno, seguida da adicdo de 10 mL do organosilano contendo o grupo
funcional mercapto. O sistema reacional foi mantido sob agitacéo e refluxo do
solvente em atmosfera de nitrogénio a 100 °C por 28 h. O sélido obtido (SiO,-
SH) foi lavado com o solvente de reacéo e etanol, nesta ordem.
IV — (ATR, Vimax cM™): 2950 w (v C-H), 1064s, 800w (v Si-O-Si).
Area superficial BET - 390,2 m?/g

6.2.4 Reacdo de funcionalizagdo com 1,2-diaminoetano, 1,4-
diaminobutano e 1,6 diaminohexano

10 g da SiO,-Cl foram suspensas em 100,0 cm® de xileno e a esta
suspensao foram adicionados 299,16 mmol de cada diamina em sistemas
paralelos. A mistura reacional foi mecanicamente agitado em velocidade
constante e mantido em refluxo sob atmosfera de nitrogénio por 48 h a 70-80
°C. Apos esse periodo e depois do resfriamento, em temperatura ambiente, o
material resultante foi filtrado a presséo reduzida e lavado com o solvente da
reacdo para remover o excesso das moléculas que nado reagiram, sendo depois
lavado com etanol e acetona. Os solidos obtidos foram denominados SiO,-et
para a reacdo com 1,2-etildiamino, SiO,-but para a reagdo com 1,4-
butildiamino e SiO,-hex para a reacdo com 1,6-hexildiamina. Os materiais

foram armazenados em dessecador antes do uso.

6.2.5 Reacédo de funcionalizacdo com cloreto cianurico

Os solidos (5,0 g) de SiO2-NH,, SiOz-et, SiO,-but ou SiO,-hex foram
suspensos em 2,3 g da molécula triazinica dissolvida em uma mistura de 1,4-
dioxano/acetona 4:1. A suspensdo foi mantida em refluxo sob atmosfera de

nitrogénio e mecanicamente agitada por 12 h em temperatura ambiente (~25
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°C). Apb6s esse periodo, os sélidos obtidos foram filtrados e lavados com o
solvente de reacdo, em seguida foram submetidos a secagem em linha de

vacuo por 12 h e depois armazenados em dessecador, antes do uso.

6.2.6 Reacdo de funcionalizacdo com glutaraldeido

2,0 gramas dos materiais SiO,-NH,, SiOs-et, SiO,-but ou SiO,-hex
foram suspensos em 10 mL de solucdo glutaraldeido (5% v/v, pH 8,0) e
mantidas em agitacdo magnética por 12 h em temperatura ambiente (~25 °C).
ApoGs esse periodo, os solidos obtidos foram filtrados, lavados com solucao
tampédo de reacdo e em seguida submetidos a secagem em linha de vacuo por
12 h, e depois armazenados em dessecador antes do uso. Os materiais obtidos
foram chamados SiO,-N-Glut, SiO,-et-Glut, SiO,-but-Glut e SiO,-hex-Glut.

6.3 Procedimento de imobilizacéo da lipase de Burkholderia cepacia

10 mL da lipase BCL (1,0 mg mL™), preparada em tampé&o fosfato de
potassio (pH 6,5), foi adicionada dentro de frascos Erlenmayers contendo 150
mg das silicas funcionalizadas. Os frascos foram selados e a reacdo de
imobilizac&o foi realizada em incubadora tipo Shaker sob agitacéo (150 rpm) e
temperatura ambiente (25°- 28°C) por 12 horas. Apés o processo de filtragem e
secagem, as enzimas imobilizadas foram imediatamente utilizadas nos ensaios

de transesterificacdo do p-nitrofenilpalmitato.

6.4 Condi¢cdes de cultivo das células de Geotrichum candidum

A primeira etapa do trabalho consistiu em realizar a fermentacao do
fungo Geotrichum candidum utilizando para isso 0s meios de cultura
apropriados. Os microrganismos utilizados neste trabalho de pesquisa foram
adquiridos da Fundacdo André Tosello, Parque Taquaral, Campinas-SP
pertencentes a Cole¢éo de Cultura Tropical (CCT).

Empregou-se o meio de cultura YM (yeast medium) em agua
destilada para o crescimento dos micro-organismos. Composicdo: extrato de
levedura (1,5 g), extrato de malte (1,5 g), peptona (2,5 g) e glucose anidra (5,0
g) para meio com 500 mL de agua destilada. Apos o preparo do meio, seguiu-
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se para esterilizacdo em autoclave sob condi¢cdes de 120°C, 15 psi por 15
minutos.

Em seguida, o meio esterilizado foi inoculado com o Geotrichum
candidum em camara de fluxo laminar. Para o crescimento celular, o meio
contendo o micro-organismo foi incubado a 30°C, 180 rpm por 48h. Apds o
crescimento das células, a suspensdo celular foi centrifugada, os micélios
lavados com &gua destilada esterilizada e depois filtrados. Entdo, amostras da
biomassa celular umida foram pesadas e imediatamente submetidas em

reacOes de biotransformacao.

6.4.1 Procedimento geral de imobilizacdo das células de G. candidum

Para a imobilizacdo das células integras de G. candidum foram
empregados os suportes SiO,, SiO2-Cl, SiO,-NH; ,SiO2-N-Glut e SiO,.SH.
Inicialmente, 1g de células frescas do microrganismo (massa Umida),
previamente centrifugadas e lavadas com agua destilada, foram suspensas em
Erlemmayers de 125 mL contendo 20 mL de tampdo fosfato (pH 6.5) e
mantidas em agitacdo manual por alguns segundos. Em seguida, 0,5 g do
suporte foram adicionados a suspenséo e a mistura foi agitada em shaker (160
rpm) por 12 horas a 28°C. A mistura resultante foi filtrada sob pressao reduzida
e a biomassa imobilizada obtida foi imediatamente utilizada em

biotransformacgéo ou armazenada em geladeira (2-8°C) antes do uso.

6.5 Ensaios biocataliticos

Esta parte experimental consistiu investigar o potencial sintético dos
biocatalisadores em reagbes com lipase de Burkholderia cepacia (livre e
imobilizada) e biotransformacdes com células de G. candidum (livres e

imobilizadas).

6.5.1 Condicbes gerais da reacdo de Transesterificagdo do p-
nitrofenilpalmitato (p-NPP)

Uma mistura reacional contendo 10 mmol L™ de p-NPP e 1 mol L™ de
1-butanol em 5 mL de n-hexano foi preparada em frascos Erlenmeyers de 50
mL. A reacdo foi iniciada com adicdo da enzima livre (6,5 mg) ou imobilizada
(100 mg). Os frascos foram selados e o0s experimentos conduzidos com
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agitacao de 200 rpm em shaker e 28°C por 1 hora. Apos a reacdo, 30 pL da
solucédo limpida sobrenadante foi extraida e transferida para um tubo de ensaio
contendo 3 mL de etanol 95% P.A. Um experimento controle foi preparado sob
as mesmas condi¢cOes de reagcdo mas sem a presenca da enzima. A amostra
diluida foi analisada por espectrofotometria UV em 314 nm contra um controle
branco. As conversdes foram determinadas com base em curva de calibracéo

(ver Apéndice C).

6.5.2 Procedimento geral da reacdo de biotransformacédo dos substratos
cicloexenona, cicloexanona, cicloexanol e acetofenona com células
G. candidum livres

Em cada reacédo 1,0 grama de células (massa umida) de G. candidum
livres foi suspensa em frasco Erlenmayer contendo 10 mL de tampéao fosfato
pH 6,5 e a mistura foi adicionada 10 pL do substrato correspondente. A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo em shaker a 30°C por intervalos de tempo
pré-determinados. Ao término da reacao a mistura foi filtrada e uma aliquota da
amostra extraida com acetato de etila foi analisada por CG/EM ou CG-FID (ver
Apéndice B).

6.5.3 Procedimento geral da reacdo de biotransformac&o dos substratos

cicloexenona, cicloexanona, cicloexanol com células de G.
candidum CCT 1205 imobilizadas

Em cada reacdo 2,0 gramas de células de G. candidum imobilizadas
foram suspensas em 10 mL de tampéao fosfato pH 6,5 e a esta mistura foi
adicionada 10 pL do substrato correspondente. A mistura reacional foi mantida
sob agitacdo em shaker a 30°C por intervalos de tempo pré-determinados. Ao
término da reac&o a mistura foi filtrada e uma aliquota da amostra extraida com

acetato de etila foi analisada por CG/EM ou CG-FID (ver Apéndice B).

6.5.4 Procedimento geral da reacdo de biotransformacdo do substrato
acetofenona com células de G. candidum CCT 1205 com adicao de
glicose

2,0 gramas de células de G. candidum foram suspensas em 10 mL de

tampédo fosfato pH 6,5 e a esta mistura foi adicionada 10 pL do substrato
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acetofenona e 200 mg de glicose. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo
em shaker a 30°C por intervalos de tempo pré-determinados. Ao término da
reacdo a mistura foi filtrada e uma aliquota da amostra extraida com acetato de
etila foi analisada por CG/EM ou CG-FID (ver Apéndice B).

6.6 Métodos de caracterizagdo dos materiais

Amostras dos materiais suportes e dos biocatalisadores imobilizados
foram caracterizadas por espectroscopia na regido do infravermelho,
espectroscopia de RMN de 2°Si e '3C, andlise termogravimétrica, andlise
elementar de CHN e andlise de area superficial. Os produtos obtidos das
reacdes de biocatalise foram caracterizados por analise cromatografica (GC-
FID), cromatografia acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) e
espectrofotometria UV-Vis.

6.6.1 Analise de adsorcéao de nitrogénio

As medidas de &rea superficial, volume e tamanho médio dos poros
das amostras de silica pura e suas formas modificadas foram feitas no
analisador de area superficial e de porosidade Micrometrics ASAP 2020, e
foram baseadas no método de adsorcdo-dessorcao de nitrogénio. As medidas
de &rea superficial especifica foram determinadas conforme o método
desenvolvido por Brunauer, Emmett e Teller (B.E.T.) [92]. Os valores obtidos
foram calculados com base na determinacdo do volume de nitrogénio
adsorvido a diferentes pressdes em temperatura constante. As analises foram

realizadas no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE).

6.6.2 Analise elementarde C,He N

As andlises das amostras de silicas organicamente modificadas foram
realizadas em analisador Fisions Instruments Elemental Analyzer, Model EA-
1110 CHN, em gue foram investigadas quanto ao teor de carbono, hidrogénio e
nitrogénio. As analises foram realizadas no Instituto de Quimica da

Universidade Estadual de Campinas, Unicamp.
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6.6.3 Termogravimetria

As analises termogravimétricas foram realizadas no aparelho TA
instruments, sob atmosfera de argénio, sendo a massa de amostra empregada
aproximadamente 20 mg e a faixa de temperatura variou entre 25°C e 900°C.
Todas as analises foram realizadas no Instituto de Quimica da Universidade
Estadual de Campinas, Unicamp.

6.6.4 Espectroscopia de absor¢édo naregido do infravermelho

Os espectros de absorcao no infravermelho (IV) foram obtidos para a
silica gel pura e suas formas quimicamente modificadas. As amostras foram
preparadas em almofariz de agata utilizando pastilhas de KBr numa propor¢ao
KBr:amostra aproximadamente 10:1. As andlises foram realizadas no
espectrofotdmetro Shimadzu® e os espetros foram analisados na regido entre
4000-400 cm™. Os espetros de algumas amostras também foram registrados
utilizando-se a técnica de FTIR-ATR (Fourier Transform Infrared
Spectrophotometer Attenuated Total Reflectance — Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier por Reflectancia Total Atenuada).
Os espectros foram registrados em um Espectrofotometro Vertex 70 da
Bruker®, pertencente ao Laboratério de Caracterizacdo do Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE).

6.6.5 Espectroscopia de RMN #Si e *C

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de #°Si e '3C das
silicas organofuncionalizadas neste trabalho foram obtidos através do
espectrometro de RMN Bruker 600 MHz, utilizando a técnica de polarizagcéao
cruzada e rotacdo de angulo magico CP-MAS. As analises foram realizadas
empregando uma frequéncia de 75,47 MHz para carbono e 59,63 MHz para
silicio. Todas as andlises foram realizadas no Instituto de Quimica da

Universidade Estadual de Campinas, Unicamp.
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6.6.6 Analises cromatogréaficas e espectrometria de massas

As reacOes de biotransformacdo foram acompanhadas por
cromatografia gasosa, sendo o0s cromatogramas registrados em um
Cromatégrafo Gasoso GC-QP 2010 da Shimadzu, equipado com detector FID
— Flame lonization Detector (pertencente ao Laboratério de Sintese Orgéanica e
Biocatalise da Universidade Federal da Paraiba - UFPB). Para o
acompanhamento das reacOes de Baeyer-Villiger foi utilizada a coluna capilar
Rtx-5 (30m x 0,25mm x 0,25um), usando N, como gas de arraste (1mL/min);
gradiente 60°C (1min), 100°C (35°C/min), 150°C (25°C/min) e 240°C
(45°C/min).

Biotransformagcao de Baeyer-Villiger e reacbes de bioreducdo da
acetofenona foram acompanhadas por técnica de cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas — CG-EM. Os cromatogramas e 0S
espectros de massas foram registrados no equipamento Cromatégrafo Gasoso
acoplado a Espectrébmetro de Massas GCMS-QP 2010 Ultra da Shimadzu em
coluna capilar Rtx-5MS com dimensdes (30m x 0,25mm x 0,25um). As analises
foram realizadas na Unidade de Caracterizacdo Analise, UNICAL, do Instituto

de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos da UFPB.

6.6.7 Analise espectrofotométrica UV-Vis

Experimentos foram realizados no espectrofotometro Shimadzu UV-
NIR (UV-3600 PLUS). Foram construidas curvas analiticas para determinacédo
da atividade sintética de lipase livre e imobilizada (UV 314 nm). A curva de
calibracdo para célculo da atividade de lipase foi realizada em seis niveis 0,01
mM — 0,12 mM para o reagente p-NPP e para o produto da transesterificacdo
p-NP, ambos em meio etandlico. O calculo dos rendimentos obtidos foi
realizado com base nos coeficientes de extincdo molar da curva de calibracao,
de acordo com a equacdo: C (mol L™) = [(A2 =A1)/(g2-€1)] X F, em que

C = é a concentracao de p-NP

A, —A; = Absorbancia da amostra — Absorbancia da reacéo controle

€, - €1 = coeficiente de extingdo molar de pNP- pNPP

F = Fator de diluicdo da amostra
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APENDICES

Neste capitulo sdo apresentados 0S espectros e 0s cromatogramas
obtidos da caracterizagcdo dos produtos da reacdo de funcionalizacdo dos

suportes e das reacdes de biocatélise.

> Apéndice A: Espectros de absor¢cdo no infravermelho (IV),
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN®C) das silicas
funcionalizadas.

» Apéndice B: Espectros de Massa (GC-EM) e cromatogramas
dos produtos da biocatalise.

» Apéndice C: Espectros UV-Vis; curvas de calibragdo (UV-Vis e
GC-FID).

» Apéndice D: Imagens dos suportes, da biomassa micelar do G.
candidum e da amostra sdélida comercial de lipase de

Burkholderia cepacia



104

Apéndice A

Figura 40A - Espetro de absorcao no infravermelho utilizando a técnica da pastilha de
KBr para o material SiO,-Cl.
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Figura 41A - Espetros de absorcdo no infravermelho obtidos através da técnica de
ATR (reflectancia atenuada) para os materiais: SiO,-N-Glut, SiO,-et-Glut, SiO,-but-Glut
e SiO,-hex-Glut
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Figura 42A - Espetro de RMN*C obtido para o sélido Silica cloropropil (SiO,-Cl).
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Figura 43A - Espetro de RMN*C obtido para o sélido SiO,-Hex (A) e SiO,-hex-
CC (B).
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Apéndice B

Figura 44B - Biotransformagéo de Baeyer-Villiger de cicloexanona com células
livres de G. candidum apds 0,5 horas de reacdo. Obtido por cromatografia
aasosa GC-FID (coluna RTX-5).
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Total 54998 30855 100,0000

Figura 45B - Biotransformacdo de Baeyer-Villiger de cicloexanona com
células livres de G. candidum apés 1 hora de reacdo. Obtido por
cromatoarafia aasosa GC-FID (coluna RTX-5).
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Figura 46B - Biotransformacdo de Baeyer-Villiger de cicloexanona com
células livres de G. candidum apos 2 horas de reacgdo. Obtido por
cromatoarafia aasosa GC-FID (coluna RTX-5).
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Figura 47B - Biotransformacgéo de Baeyer-Villiger de cicloexanona com células
livres de G. candidum apds 2,5 horas de reacdo. Obtido por cromatografia
aasosa GC-FID (coluna RTX-5).
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Figura 48B - Biotransformacao de Baeyer-Villiger de cicloexanona com células
livres de G. candidum ap6s 3 horas de reacdo. Obtido por cromatografia
aasosa GC-FID (coluna RTX-5).
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Figura 49B - Biotransformacao de Baeyer-Villiger de cicloexanona com células
livres de G. candidum apds 3,5 horas de reacdo. Obtido por cromatografia
aasosa GC-FID (coluna RTX-5).
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Figura 50B - Biotransformacdo de Baeyer-Villiger de cicloexanona com 109

células livres de G. candidum ap6s 4 horas de reacdo. Obtido por
cromatoarafia aasosa GC-FID (coluna RTX-5).
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Figura 51B - Biotransformacdo de Baeyer-Villiger de cicloexanona a
caprolactona com 1g de células livres de G. candidum. Obtido por
cromatoarafia aasosa GC-FID (coluna DB-5MS).
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Figura 52B - Biotransformacéo de Baeyer-Villiger de cicloexanona a caprolactona com
3g de células livres de G. candidum. Obtido por cromatografia gasosa.
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Figura 53B - Biotransformacao de Baeyer-Villiger de cicloexanona a caprolactona
com 1g de células de G. candidum imobilizada em SiO,-Cl. Obtido por
cromatoarafia aasosa (coluna DB-5MS).
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Figura 55B - Biotransformacédo de Baeyer-Villiger de cicloexanona a caprolactona
com 3g de células de G. candidum imobilizada em SiO,-Cl (SiO,-CI-Gc). Obtido por
cromatoarafia aasosa (coluna DB-5MS)
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Figura 54B - Biotransformacédo de Baeyer-Villiger de cicloexanona a caprolactona
com 1g de células de G. candidum imobilizada em Silica pura (SiO»-Gc). Obtido por
cromatoarafia aasosa (coluna DB-5MS).
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Figura 56B - Biotransformacéao de Baeyer-Villiger de cicloexanona a caprolactona com
3g de células de G. candidum imobilizada em Silica pura (SiO,-Gc). Obtido por
cromatoarafia aasosa (coluna DB-5MS).
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Figura 57B - Cromatograma obtido por cromatografia gasosa acoplada a espectro de
massa (GC-MS) de uma amostra padréo de acetofenona.
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Figura 58B - Espectro de massa obtido de uma amostra padréo de acetofenona.
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Figura 59B - Cromatograma obtido por cromatografia gasosa acoplada a espectro de
massa (GC-MS) de uma amostra padréo de 1-feniletanol.
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Figura 60B - Espectro de massa obtido de uma amostra padrdo de 1-feniletanol.
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Figura 61B - Cromatograma obtido por cromatografia gasosa acoplada a espectro de

massa (GC-MS) de uma amostra padrédo de 1-fenol.
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Figura 62B - Espectro de massa obtido de uma amostra padréo de fenol.
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Figura 64B - Cromatograma obtido por cromatografia gasosa (CG-FID) de uma
amostra padrdo de acetofenona.
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Figura 63B - Biotransformac&o da acetofenona via 1 g de G. candidum livre
(sem adicdo de glicose) apds 3 horas de reacdo. Obtido por cromatografia
gasosa.
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Figura 65B - Biotransformacéo da acetofenona via 1 g de G. candidum livre
(sem adicao de glicose) ap6s 6 horas de reagdo. Obtido por cromatografia

gasosa.
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1 3.896 79402 39087 0,000 42,0853
2 4008 109268 55258 0,000 v 57.9147
Total 188670 94345 100,0000

Figura 66B - Biotransformacéo da acetofenona via 1 g de G. candidum livre (sem
adicao de glicose) apos 9 horas de reacéo. Obtido por cromatografia gasosa.
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2 3,897 131398 64887 0,000 53,2960
3 4,008 113997 56701 0,000 V 46,2381
Total 246544 122168 100,0000
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Figura 67B - Biotransformacéo da acetofenona via 1 g de G. candidum livre
(sem adicdo de glicose) apdés 12 horas de reagdo. Obtido por cromatografia
gasosa.
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Figura 68B - Biotransformacé@o da acetofenona via 1 g de G. candidum livre (sem
adicao de glicose) apos 15 horas de reagdo. Obtido por cromatografia gasosa.
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Figura 69B - Biotransformag&o da acetofenona via 1 g de G. candidum livre
(sem adicdo de glicose) apés 18 horas de reacdo. Obtido por cromatografia

gasosa.
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1 2,864 13235 7862 0,000 14,3099
2 3882 53705 26931 0,000 58,0662
3 4004 25545 12731 0,000 W 27,6239
Total 92489 47524 100,0000

Figura 70B - Biotransformagédo da acetofenona via 1 g de G. candidum livre (sem
adicao de glicose) ap6s 21 horas de reacdo. Obtido por cromatografia gasosa.
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Total 63575 32734 100,0000
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Figura 71B - Biotransformagédo da acetofenona via 1 g de G. candidum livre (sem
adicao de glicose) ap6s 24 horas de reacdo. Obtido por cromatografia gasosa.
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Total 97354 50170 100,0000

Figura 72B - Biotransformacdo da acetofenona via 1 g de G. candidum livre
(sem adicdo de glicose) ap6s 48 horas de reacdo. Obtido por cromatografia

aasosa (CG-FID).

[ntensity

0000+

25000+

20000+

15000

10000

5000+

OH

48h de reagao

9
£

min

Peak# RetTime Area Height Conc.  Unit Mark D% Cmpd Name Area%o
I 2,634 1140 256 0,000 v 1,1596
2 2870 48667 27081 0,000 V 49,5171
3 3,058 1307 211 0,000 vV 1,3294
4 3,896 42848 20178 0,000 v 43,5967
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Figura 73B - Biotransformacdo da acetofenona via 1 g de G. candidum livre
(sem adicao de glicose) ap6s 96 horas de reacdo. Obtido por cromatografia

gasosa.
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Total 71587 37216 100,0000

Figura 74B - Biotransformacdo da acetofenona via 1 g de G. candidum livre
(sem adicdo de glicose) apdés 120 horas de reacao. Obtido por cromatografia

gasosa.
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Figura 75B - Biotransformacao da cicloexanona via 1 g de G. candidum imobilizada no
suporte SIO,-SH apéds duas horas de reacao obtido por CG-FID.
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Figura 76B — Biotransformagédo da acetofenona com células de G. candidum livres
com adi¢éo de glicose (6 horas de reagao).
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Figura 77B - Biotransformacdo da acetofenona com células de G. candidum livres
com adicdo de glicose (24 horas de reacgéao).
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Figura 78B - Biotransformagcdo da acetofenona com células de G. candidum livres
com adicéo de glicose (48 horas de reacao).
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Figura 79C - Espectros UV obtidos para amostras de p-nitrofenilpalmitato (p-NPP) e p-

nitrofenol (p-NP) em meio etandlico e etanol (95%) na faixa de 400-200 nm.
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Figura 80C - Curvas de calibracdo obtidas para o p-NPP e p-NP em meio etandlico.
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Apéndice C

Figura 81C - Curva de calibracdo interna obtida para Caprolactona. Decano foi usado
como padrao interno.

Curva de calibragao da Caprolactona
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0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20 1,40
Raz&o de Areas (Caprolactona/Decano)
Tabela 6 - Resultado das injecbes dos padrées no GC-FID. Condicdes

cromatogréficas: coluna capilar DB-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um), N, como gas de
arraste (ImL/min); gradiente 60°C (1min), 100°C (35°C/min), 150°C (25°C/min) e
240°C (45°C/min).

Padrao Area padrio Razao entre
(mmol L™ Area padrao interno Areas
1,0 13699 175787 0,08
3,0 45445 158850 0,29
5,0 82318 179742 0,46
7,0 112050 172414 0,65

15,0 247990 185851 1,33
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Apéndice D

Figura 82D - Imagens dos sélidos obtidos na preparacao dos suportes (da esquerda
para a direita): (A) SiO,, SiO,-Cl, SiO,-NH,, SiO,-SH; (B) SiO,-N-CC, SiO,-et-CC,
SiO,-but-CC, SiO,-hex-CC; (C) SiO,-N-Glut, SiO,-et-Glut, SiO,-but-Glut, SiO,-hex-Glut.

Figura 83D - Imagens dos biocatalisadores utilizados na imobilizagdo e
biocatalise: biomassa celular de G. candidum CCT 1205 (D), lipase BCL (E).
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Rapid conversion of cyclohexenone, cyclohexanone and cyclohexanol to
g-caprolactone by whole cells of Geotrichum candidum CCT 1205
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ABSTRACT

g-Caprolactone (g-CL) was obtained with excellent conversion and short reaction times from the
substrates cyclohexenone, cyclohexanone and cyclohexanol using whole cells of Brazilian
Geotrichum candidum (CCT 1205). The reactions were monitored over time by gas chromatog-
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raphy, and the intermediates of the one-pot cascade biotransformation involving reductions of

C=C and C=0 bonds as well as the Baeyer-Villiger oxidation were identified and quantified. The
Baeyer—Villiger monooxygenase (BVMO) enzyme was predominant, and all three substrates were
completely converted into &-CL. Furthermore, the whole cells of Geotrichum candidum were
recycled and reutilized in the biotransformation of cyclohexanone, producing e-CL at least six
consecutive times without a significant loss of activity, reaction yields or product purity.

Introduction

The oxidation of ketones through the Baeyer-Villiger
reaction is of extreme importance in chemical synthe-
sis (Punniyamurthy et al. 2005) and industrial proc-
esses (Leisch et al. 2011). For example, the industrial
oxidation of cyclohexanone produces the g-caprolac-
tone (e-CL) monomer, which is used in the manufac-
ture of poly-caprolactone, a polymer that is used in
the manufacture of adhesives, dyes and compounds
used for environmental protection and medical pur-
poses due to its biocompatibility, non-toxicity and bio-
degradability (Weissermel and Arpe 2003).

The high interest in this reaction is due to its high
chemo-, stereo- and enantioselectivity control (Brink
et al. 2004). The most studied chemical method for
the oxidation of ketones uses peracids, particularly m-
chloroperbenzoic acid (Hussain et al. 2014; Yachnin
et al. 2014); however, a search for safer, more selective
and environmentally friendly methods is underway.
Biotransformation has emerged as an alternative and
efficient method for the synthesis of lactones and
esters by transformation from different substrates by
the Baeyer-Villiger monooxygenases (BVMOs), which
are found mainly in several microorganisms (Ratus
et al. 2009). BVMOs are known as flavoenzymes and
require NADPH for their activity (Mihovilovic et al.
2006; Cuetos et al. 2012).

KEYWORDS
Biotransformation;
Baeyer-Villiger monooxyge-
nase; e-caprolactone;
Geotrichum candidum and
cascade reaction

Carballeira et al. (2002) achieved good results in a
72-hour reaction by applying growing and immobi-
lized cells of Geotrichum candidum NCYC49 for the
production of &-CL from cyclohexanone. In a similar
experiment, Mandal et al. (2002) applied whole cells of
Fusarium sp. and obtained quantitative yields of &-CL
(30% wet weight) after 48 hours of reaction.

Starting from cyclohexanol as a substrate, &-CL is
obtained by two combined biocatalytic oxidation
steps. The first step involves the catalytic alcohol
dehydrogenase (ADH) enzyme and provides an inter-
mediary cyclohexanone, while the NADP" cofactor
(oxidized form) is converted to NADPH (reduced form).
In a second oxidation reaction, cyclohexanone is then
transformed in situ to yield e-CL by nucleophilic oxy-
genation in the presence of BYMO and NADPH (Mallin
et al. 2013).

Staudt et al. (2013), wusing an ADH from
Lactobacillus kefir and BVMO from Acinetobacter cal-
coaceticus, with both enzymes recombinantly overex-
pressed in E. coli, showed that the desired product,
g-CL, was obtained with greater than 94% conversion
when operating at a cyclohexanol concentration in the
range of 20-60 mM.

With enone substrates, reduction of the C=C dou-
ble bond catalysed by enoate reductase in the pres-
ence of reduced nicotinamide cofactor NADPH was
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