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This review gives a general idea about the importance of chiral carbon in medicine and a way to
obtain chiral building blocks with baker’s yeast (Saccharomyces cerevisiae) for synthesis of medi-
caments and other organic compounds. Reactions with these microorganisms are cheaper and easier
to be executed than with chemicals. Examples of important and practical reactions catalyzed by
enzymes inside Saccharomyces cerevisiae are given and probable mechanisms of these enzymes are
shown. Although these microbes have advantages such as low cost and availability, there are some
cares that are necessary to be taken, like NAD(P)H dosage to choose strains more adequate for

reduction reactions.
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INTRODUCAO
Importéancia da Quiralidade

H4 cerca de 500 anos, 0 mecanismo de atuagdo de substin-
cias quimicas no organismo vivo era totalmente desconhecido.
A introdugdo de tais compostos quimicos era feita na alimen-
tagdo, na terapia de doengas ou acidentalmente.

Com o passar dos séculos e o advento da ciéncia moderna,
o homem comegou a purificar e identificar os compostos qui-
micos que realmente faziam efeito no organismo.

Atualmente sabe-se que a interagdo substincia quimica-or-
ganismo vivo € um processo biolégico que envolve a interacdo
substrato-sitio receptor. Para se sentir sabor e cheiro € neces-
sdrio que ocorra esta interagéo!. Para o dltimo & obrigatoria-
mente necessdrio que a substincia tenha um certo grau de
volatilidade, para que na forma gasosa possa encontrar recep-
tores que estimulem nosso olfato.

Apesar da quiralidade ser conhecida desde o século passa-
do, quando Louis Pasteur olhando ao microscépio 6ptico sepa-
rou mecanicamente cristais com formas isoméricas de &4cido
lactico?, somente hd poucos anos tem-se notado a sua imensa
importancia em termos de interacdo com materiais biolégicos.
Uma grande descoberta feita recentemente nesta drea € a
indugdo de cancer por particulas de pé de quartzo assimétrico.
A incidéncia de tumor foi mais significante pelo “l” do que
pelo “d”, existindo a evidéncia que a resposta bioldgica a cris-
tais s6lidos enantiomorfos pode diferir®. Diante desta informa-
¢do, pode-se concluir que deva existir receptores especificos
nas membranas das células (ou em organelas no seu interior)
que sdo ativadas (ou sensibilizadas) pela atuagdo dos cristais
de uma determinada conformagio, levando & transmissio de
mensagens errdneas ¢ ao aparecimento do tumor’,

Sdo muitos os exemplos de farmacos quirais que, enquanto
um dos estereoisdmeros € ativo farmacologicamente, o outro ¢
inativo ou mesmo prejudicial ao organismo humano. O exemplo
mais cldssico é o da talidomida que foi a primeira droga quiral
em que estas propriedades foram descobertas. Um dos enantid-
meros causa defeitos de ma formagdo do feto, enquanto que o
outro ndo. Esta droga foi desenvolvida pela Chimie Griinen-
thal de Aachen, na Alemanha, em meados dos anos cingiienta,
como um sedativo para prevenir ndusea durante a gravidez*.

Em 1961, descobriu-se que o composto produzia anormalidades
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nos membros dos fetos, chamada de focomelia, quando tomada
nos trés primeiros meses de gravidez. A maioria dos pafses
retirou a talidomida do mercado®.

Mas em 1979, pesquisadores da Universidade de Bonn, Ale-
manha, separaram os dois isomeros da talidomida e relataram
que o enantidmero (S)-(-) € teratogénico em ratos e a forma
(R)-(+) ndo causa nenhum problema.
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Este relato nfio € apenas um esfor¢o da indistria farmacéu-
tica para vender um sedativo, pois foi descoberto que esta dro-
ga também inibe replicagio do virus da AIDS*. Porém em 1984,
cientistas da Universidade de Miinster, Alemanha, descobriram
que cada enantidmero racemiza em pH fisiol6gico em tubos de
ensaio ou em ratos injetados com a droga. Estas descobertas
sugerem que ambos os enantidmeros da talidomida podem ser
teratogénicos em humanos porque podem racemizar no interior
do corpo humano®.

Nos Estados Unidos, cerca de 20% das drogas comerciali-
zadas estio na forma de um enantidmero puro?, fato que nio &
observado no Brasil com freqiiéncia:

Biolégico
26%

Aquiral
33%

\ <V,

Outros
21%
Enantiémero
puro
20%
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Abaixo foram colocados outros dois exemplos de fdrmacos
que sdo vendidos na forma rac&mica:

CH CH 3

3
| “on ® | “on m
*, + &
CH,— N~ _4_~CooH CH;—N {_~COOH
CH, CH,

L-(R)- CARNITINA D- (§)- CARNITINA
(USADA NAS DESORDENS (TOXICA)
MUSCULARES E DOENCAS DO CORAGCAO)

NOMES COMERCIAIS:
L - CARNITINA (LABOTANICK DO BRASIL)
ENZIVITAL (FARMASA)
NUTRIMAIZ (BIOLAB)
APETIBE (LUPER)
H H
L CH fonCH
Me, CH CH 2__©_r s Me, CH CH2—©—< 3
COOH COOH

R (- ) IBUPROFENO S (+)IBUPROFENO

(INATIVO) (ANTI-INFLAMATORIO)

NOMES COMERCIAIS:

MOTRIN (RHODIA)

ARTRIL (FARMASA)
IBUPROFENOG (UNIAO QUIMICA)
PARARTRIN (CAZIL)

No caso da carnitina € necessério ter sempre um estereoi-
sdmero puro.

Outro exemplo interessante € o da alteragdo de sabor quando
uma substincia apresenta quiralidade, conforme ilustrado” ®:

ASPARAGINA

HOOC W NH,, Hzn\lr\l/cooH
NH, O O NH,
DOCE AMARGO

Sinteses Assimétricas
A redugdo de uma carbonila pré-quiral por boriidreto de

sédio, produz uma mistura racémica de alcoGis quirais. Isto é
visto na equagio abaixo®:

o
)]\ NaBH ,
—_—
Ry TR,

()

onde R, é diferente de R,. E freqiiente produzir uma mistura
racémica e entfio separar os enantidmeros por métodos fisi-
cos’. Por exemplo, membranas liquidas contendo éteres coroa
quirais tém resolvido enantiémeros de DL-fenilglicina'®. En-
tretanto, aplicagdes industriais desta tecnologia tém sido limi-
tadas devido ao longo tempo gasto®.

Outra grande 4rea em desenvolvimento para produgio de
férmacos quirais puros € a separagdo da mistura racémica por
métodos de cromatografia liquida®. A desvantagem estd na
perda econdmica do processo, ou seja, 50% de material é per-
dido (isdmero indesejdvel). Uma alternativa é, se ndo for acha-
do outro uso para este enatidmero indesejivel, racemizé-lo e
tentar recicld-lo para poder diminuir a perda econémica®. Ou-
tro problema que desfavorece o uso de métodos cromatograficos
¢ a grande quantidade de solvente usada, o que também
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inviabiliza economicamente o processo de grande escala®.

Existem alguns catalisadores quimicos modernos, especial-
mente compostos organometélicos, que sdo usados em sinteses
assimétricas. Neste caso, eles produzem apenas um estereoiso-
mero, ou seja, a reacdo tem um alto excesso enantiomérico,
porém estd limitada pelo alto custo e pela sua grande agfo
empirica'l 12,

Além dos organometélicos, existem outros catalisadores al-
tamente estereoespecificos: sdo as enzimas, que hoje estdo des-
pontando como uma solugdo para sinteses assimétricas.

Na maioria das vezes, o preco destes biocatalisadores tam-
bém ¢ alto, porém o seu uso na forma imobilizada torna pos-
sivel a sua reutiliza¢do e facilita a separacgéio do produto. Isto
torna vidvel o seu uso a nivel industrial.

As enzimas da classe das desidrogenases é que substituem o
boriidreto de sédio (NaBHy) na reagdo da equagdo 1. Para tal,
elas requerem como cofator NADH (nicotinamida adenina
dinucleotideo - forma reduzida) ou NADPH (nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato - forma reduzida), que tém um
alto custo (Smg = US$ 29,90). Para contornar este problema,
empresas americanas de quimica fina, que produzem sintons
quirais para a inddstria farmacéutica, tém conseguido reciclar
estes cofatores de maneira barata e simples como é visto no
esquema I°. Neste caso, o sinton produzido € o ¢ - hidroxi -
butirato, reduzido a partir do o - cetobutirato pela enzima L -
lactato desidrogenase, que o faz oxidando uma molécula de
NADH. A reciclagem deste ultimo ¢ feita através da dlcool
desidrogenase tipo II, a partir da oxidagdo de etanol que é
convertido a acetaldeido. Este acetaldeido atravessa a membra-
na e passa para o “compartimento de regeneragido” onde é re-
duzido novamente a etanol por boriidreto®. Se ele ndo fosse
reciclado desta maneira, a fabricagdo deste sinton seria econo-
micamente invidvel. O reator tem que ser estéril, ou seja, livre
de microorganismos oportunistas que podem degradar estas
enzimas, pois na verdade elas sdo proteinas e como conse-
qiiéncia uma boa fonte de alimento para estes microorganis-
mos invasores.

COMPARTIMENTO DE PRODUGAO:

coo”
l pH=75
C=—o0 r
I NADH+H* CH,CHO — |—»
CH, CH,
Acetaldeido
- CETOBUTIRATO
L - Lactato Akool
Desidrogenase Desidrogenase
coo’ .
| NAD CH,CH,0H ={ [—
HO— C —H Earol J
l N
CH, CH,

o - HIDROXIBUTIRATO

COMPARTMENTO DE REGENERAGAO:

- PH=12,6
CH, CHO Bt
Acetaldeido
-— .
CH,CH OH b0,
Etanol
Esquema 1
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Uma alternativa eficaz e barata aos catalisadores anterior-
mente citados é o fermento biolégico de padaria, que € um
microorganismo vivo cujo nome cientifico € Saccharomyces
cerevisiae e que teve seu uso intensificado em sinteses assimé-
tricas nos Gltimos anos'* -~ 13, Fica entendido aqui que nio é o
uso das enzimas isoladas deste microorganismo que séo usa-
das, mas ele in natura como é usado para fazer bolos, pées,
etc. O uso de microorganismos vivos integros, para catalisar
reagdes (na verdade sdo as enzimas no seu interior que fazem
isto) em qufmica organica, ¢ denominado biotransformagao'®.
Este conceito amda abrange o uso de outros materiais biol6gicos:
RNA'7, anticorpos'® - % ou enzimas isoladas'®, porém estes sdo
caros e dificeis para o quimico orgénico trabalhar, pois requerem
um bom conhecimento de imunologia e/ou bioquimica. Mais adi-
ante serdo consideradas as vantagens e limitagdes do uso de fer-
mento biolégico de padaria em sinteses assimétricas.

O fermento biol6gico de padaria consegue catalisar vérios
tipos de reagdes: redugio®, condensagio®!, ciclizagio®® %3, oxi-
dagio® %5, sendo que somente a dltima ndio produz carbono
quiral. Cada uma das reagbes serd exemplificada a seguir e
com os respectivos mecanismos das enzimas que as catalisam.

a. Reacdes de Redugio

a.l Redugdo de carbonilas® 2% %7

Sintese de L-carnitina:

\)L)k cerevisiae Clw
0-CyH
817 0-CgH
4 - CLORO ACETOACETATO DE OCTILA (R)- 4 -CLORO - § - HDROXIBUTIRATO
DE OCTLA
HC! | (CHg)4N
| H3
\ H
c—H -
Hy | o ©
CH,
L - CARNITINA
Sintese de epoxipropano:
|
H,C — C—CH
2 | “ 3 S. cerevisiae H,C — C_CHs
c cl OH
CLOROACETONA

1-CLORO-2-PROPANOL

OH

H

HyC— C—CH,
)
1,.2- EPOXIPROPANO

E interessante notar que ocorre geragdo de um centro assimé-
trico nas moléculas reduzidas. Estas reagdes sdo catalisadas por
enzimas (no interior da célula do fermento) pertencentes a clas-
se das desidrogenases. Estas enzimas sdo a L (S) Lactato
desidrogenase (E.C. 1.1.1.27) e a 4lcool desidrogenase
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Sintese de B-OH-butirato de etila:

LCOOB FERMENTO Qfl H OH eH
— ", OFt .-
- 2L _coor DL coom
ACETOACETATO S(+) 93%ee R(-) 7% ee
DE ETLA B - OH - BUTIRATO DEETILA

PADARIA

COMPOSTOS NATURAIS SINTETIZADOS A PARTIR DO f# - OH - BUTIRATO DE ETILA:

o~

(8)-(+)- SUCATOL
(R}-(-)- LAVANDULOL

Me, [}
w, e
(I) i
s PRCN s
H

(R,R)- PIRENOFORINA

COOMe

GRISEOVIRIDINA (PRECURSOR)

Me
o, 0}
S
Me

(R)- (+)- RECIFEIOLIDE

COLLETODIOL

(E.C. = 1.1.1.1)**. Como estes biocatalisadores estdo no interi-
or do microorganismo, o composto quimico a ser biotransfor-
mado tem que penetrar nestas células vivas e depois sair. Para
que tais reagOes ocorram, € necessério que as células de fer-
mento estejam vivas (células mortas ndo catalisam reacdes). A
viabilidade celular pode ser testada por consumo de oxigénio
através do eletrodo de Clark?. As enzimas reduzem o substra-
to utilizando como cofator NADH (nicotinamida adenina

MECANISMO DE REDUGAO DA L(S) LACTATO DESIDROGENASE:

- His 195

H— C—O0H

c
o/ ~o

L -Lactato
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dinucleotideo na forma reduzida). O NADH entrega seus equi-
valentes redutores para o substrato e sai na forma oxidada (NAD"),
como & demonstrado no mecanismo a seguir quando estas enzi-
mas reduzem seus substratos naturais (estdo mostrados apenas os
aminodcidos que participam do sftio ativo da enzima)®,

Nota-se que o piruvato, que € o substrato natural desta en-
zima, é muito semelhante ao acetoacetato (difere apenas por
um CH,). A enzima atua sobre o substrato artificial devido ele
ser semelhante ao substrato natural, € o mecanismo de agdo
para ambos, provavelmente, sio semelhantes A élcool desi-
drogenase depende de fons zinco e € por isto que alguns (?es-
quisadores ad1c1onam zinco ao meio com S. cerevisiae®
seu mecanismo ¢ o seguinte?®:

MECANISMO DE REDUGAO DA ALCOOL DESIDROGENASE:
R

N:
NADH
/\I S-Cys
Hy N/ \ Hs
0 - Zn2 “1e N— His
3
S-Cys
H+
NAD
H ", A Hr
C
PN
Hac OH
ETANOL

a.2 Reducdo de dupla ligagcao

Além das reagdes de redugio de carbonilas, que sdo véri-

as', as desidrogenases no interior do fermento de padaria re-

duzem du?las ligacGes, produzindo centros quirais como exem-

plificado!® a seguir:
o /Ej/ i
5. cerevisiae
o A
OXOISOFORONA

(6R) - 2,2, 6 - TRMETLCICLO
HEXANO - 1,4 - DIONA

H, /Raney-niquel

0
(PREFERENCW_}Ej/
HO” R™R"™

(4R, 6R) -4 - HDROXI-2,2,6 -
TRMETLCICLOHEXANONA

/
/

HO'

(3R) - CRIPTOXANTNA
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Na sintese de amino4cidos®!

" H CO, CHy al
S.cerevisiae R
CO2 H
R cl
CH2N 2
N3 cl
R\/k - R\/k
002 CH3 NaNa 002(.7H3
Hy/Pd-BaSOy,
R o1 NH,C1
NH3Cl HC! (aq) NHg
R R
002 CH 3 002 H
RESINA DE TROCA
ONDE R: IONICA
{CH a)20H
CHCI
2 NHy

SN

002 H

Quando se usa o isémero E, ocorre a formagdo do isdmero
R com 92% de excesso enantiomérico. No caso do isdmero Z,
hé a formacdo de S com 98% de excesso enantiomérico’!

b. Reacoes de Condensagéo

Sintese de efedrina:

CH
Y S. cerevisiae

CO,H

(R)- 1 - HIDROXI- 1 - FENL
PROPAN -2 - ONA

BENZALDEDO PRUVATO

CH3
(1R, 28) - EFEDRANA

Esta sintese tem utilidade industrial e é uma patente alema
de 1930%2 A efedrina tem im ortanma no tratamento da asma,
hipotensdo e congestdo nasal®>

A enzima que supie-se que atue nesta reagdo é a piruvato
descaboxilase (E.C. = 4.1.1.1)*, o principal cofator da enzima
é a tiamina pirofosfato (forma coenzimética da vitamina By),
sendo ela que promove a ocorréncia da reagdo, como mostrado
a seguir*

;
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MECANISMO DA REAGAO D CONDENSAGAO CATALISADA PELA 6xido de esqualeno lanosterol ciclase (E.C. = 5.4.99.7)%% %%;
PRUVATO DESCABOXLASE:

Ln\s / (\ Ls 7 ¢

>_ o TAMNA cor
4 Y

2,3 Onddo de esqualenc

S§. cerevisiae

~
f\N‘B :\ co, H?\%N\TI\
%s / oo !

LANOSTEROL

MECANISMO DE AGAO DA 2,3 GXDO DE ESQUALENO
LANOSTEROL CICLASE:

o
) 2,3 Grido de esqualeno

Além deste, existem outros tipos de compostos que sdo con-

densados pela enzima piruvato descarboxilase como exemplifi- l
cado a seguir**: m /’\

|
e
% (

H ",,C H3
B —
S
OH
OH

OH

Lanosterot
, ! (4.4,14 o - Trimetll - 8, 24 - (5 &) — colestadien - 3 - o)

S

A,
L,
dm o 4—5)\( p:

Deve-se entender que cada composto anteriormente mostra-
do estd sendo condensado com uma molécula de piruvato.

¢. Reagio de Ciclizacio

Até hoje s6 se conseguiu um tipo de reagéo de ciclizagéo
com o fermento de padaria. Esta reacfio & catalisada pela 2,3
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O mecanismo mostrado foi proposto no inicio de 1955 por
Albert Eschenmoser e Leopold Ruzicka e demais colaboradores,
em Zurique, e também por Gilbert Stork e Albert Burgstahler
nas Universidades de Harvard e Columbia, respectivamente®,

De acordo com esta formulagdio, o anel do epdxido abre,
gerando assim um dtomo de carbono deficiente de elétron,
como mostrado. E isto que d4 a forga diretriz para a série de
fechamento de anéis que se segue. Com o fechamento do quar-
to anel (anel de 5 membros), um dtomo de carbono da cadeia
lateral torna-se deficiente de elétron. Este, por sua vez, é a
for¢a diretriz para a seqiiéncia de migragdes do fon-hidreto e
grupo metila, os quais culminam na formagfo da ligagdo
olefinica entre C(8) e C(9)*.

d. Reacoes de Oxidacio

Estas ndo t&ém muita importincia, pois nido geram centros
assimétricos como as anteriores. Elas ocorrem por simg)les re-
versdo das reacdes de redugdo, como mostrado abaixo:

MECANISMO DE AGAO DA LACTATO DESIDROGENASE (TIPO I):

N ‘ NH, (‘\ N \/N“
B
”\ (o\/ HISTIDINA

. N (AMINOACIDO DO SO ATIVO DA ENZMA)
NAD™ (OXIDADO) H,yC " ]

c
o o

LACTATO
(SUBSTRATO REDUZIDO)

N
N

NH NH

2 NG

4

Hoe ~° HISTIDINA
NADH (REDUZIDO) 3 c (AMINOACIDO DO SITIO ATIVO DA ENZMA)

l
[o]
0/ \O-

PIRUVATO (SUBSTRATO OXIDADO)

Existem dois tipos de lactato desidrogenase no interior do
S. cerevisiae:

a. tipo I: faz reducdo;
b. tipo II: faz oxidagdo®’.

Dos tipos de reagdes que o S. cerevisiae pode executar,
apenas as de redugdo tem recebido maior destaque em termos
de controle estereoquimico, ou seja, controle da produgio de
apenas um enantiémero. Por este motivo, serd a metodologia
mais comentada nos pontos seguintes.

METODOLOGIA PARA USO DO FERMENTO
DE PADARIA EM SINTESE

Existem duas maneiras de se trabalhar com células de fer-
mento em sintese orgénica:
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a. Forma livre

As células (fermento biolégico de padaria) sdo misturadas
com agua (de preferéncia bidestilada e deionizada) e em segui-
da ¢ adicionado o composto quimico a ser biotransformado. Os
métodos empregados nas reagdes com S. cerevisiae sdo basica-
mente dois:

a.l Método com adicdo de agiicar

Este método € baseado no procedimento descrito por
Seebach e colegas®®. Pode-se introduzir uma modificago que
¢ a introdugio de uma pequena quantidade de ZnSO4*, quan-
do se quer aumentar a atividade da enzima dlcool desidrogena-
se que € zinco dependente (como visto no mecanismo de agdo
desta enzima). A 4lcool desidrogenase aumenta a producio de
isdmeros R?. Preparar em separado a seguinte composigio:
1. 20 g de fermento de padaria dissolvido em 10mL de dgua;
2. 10 g de agicar em 38mL de 4gua;

3. 0,0128 g de sulfato de zinco (se houver a necessidade de
producdo de isomeros R, do contrdrio ndo adicionar) em
1,3mL de 4dgua.

Misturar tudo sob agitagio mecinica em banho termostatiza-
do a 30°C por 30 minutos. Em seguida adiciona-se 1 mmol de
substrato a ser biotransformado. O tempo que leva para ocorrer
a biotransformacdo varia para cada tipo de substrato (composto
quimico a ser biotransformado) e normalmente leva de 6 a 72
horas. Apds este periodo extrai-se a mistura com cloroférmio
em extrator liquido-liquido continuo por 48 horas. Depois disto
este extrato é purificado por cromatografia de coluna.

a.2 Método sem adicdo de agiicar

Adiciona-se 1 mmol de substrato a uma suspensfio de 35 g
de fermento de padaria em 20 mL de 4gua, sob agitagio meca-
nica € em banho termostatizado a 30°C por 30 minutos. Apés
o tempo necessdrio para terminar a reaciio, extrai-se e purifica-
se a mistura conforme descrito no ftem anterior. Em ambos os
métodos as células sdo mortas no processo de extragio, ndo
podendo ser reutilizadas®.

b. Forma imobilizada

As células de fermento s@o previamente imobilizadas (fi-
xas) num suporte. Existem diversos tipos de suporte: crisotila
5 RL¥, montmorilonita K10, poliacrilamida®” *' ¢ alginato
de célcio*2. Nos dois primeiros as células sdo fixas por atragdo
eletrostdtica (carga do suporte é positiva e, das células, nega-
tiva) e nos demais por aprisionamento na rede de um polimero.
Depois de fixas num suporte, este Gltimo é mergulhado em
dgua e por fim € adicionado o composto a ser biotransformado.
A separagdo das células de fermento do produto (composto
biotransformado) é mais simples que na forma livre, bastando
filtrar o suporte que contém as células. O meio contendo o
produto € entdo purificado através de cromatografia de coluna.
As células nio morrem neste processo e podem ser
reutilizadas.

O melhor processo de imobilizagdo & com gel de poliacrila-
mida. Este método ¢ dado a seguir®® 4!

2 gramas de células secas sdo dissolvidas em 10mL de 4gua.
Em seguida sdo misturadas com 16mL de uma solugdo conten-
do 8.8g de acrilamida e 0,6g de N,N’ - metilenebisacrilamida.
ImL de solugdo de persulfato de aménio e 20uL. de TEMED.
A mistura ¢ incubada por 30 minutos a 37°C. O gel formado &
triturado num blender ou liquidificador para aumentar a super-
ficie de contato e reduzir o tempo de catdlise?® .

VANTAGENS DE UTILIZAGAO DO S. CEREVISIAE
EM BIOTRANSFORMACAO?

1. Baixo custo;
2. Ficil de adquirir;
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3. F4cil de manipular;

4. Nao é necessdrio preparar meio de cultura, o que exigiria,
do quimico orgéanico, conhecimentos de microbiologia;
Reagdes sdo executadas A temperatura ambiente (25°C);
Nio ¢é téxico;

Em condi¢Ses adequadas (meio com nutrientes), as reagdes
ocorrem mais rapidamente do que com catalisadores qui-
micos convencionais;

8. Nio ¢é patogénico.

Nowm

Limita¢des do processo

1. Pouca solubilidade em &gua dos compostos a serem bio-
transformados. A solugdo para este problema € a adi¢do de
moléculas que tém efelto detergente junto com 0 composto
qu1m1co SEx dodecanol® ), ou entdo, usar as células em meio
orgédnico™’. A presenca de solvente orginico pode promo-
ver a inativagdo do biocatalisador (seja ele célula intacta
ou enzima isolada)* , porém parece que a presenca de dgua
ajuda a diminuir estes efeitos lesivos

2. Cada fabricante de fermento usa cepas (linhagens) préprias
e isto pode dificultar 2 reprodutibilidade de experimentos
feltos em outros paises®. Cada cepa possui morfologla pré-
prla e produz quantldades diferentes de NADHZ. Isto faz
com que 0 rendimento qu1m1co (que é d1retamente proporci-
onal & produc@o de NADH) seja alterado®. Se mudarmos o
tipo de cepa, ocorre também alteragio no excesso enantio-
mérico™. Um experimento interessante foi feito por Weijers
¢ colaboradores que usaram as cepas CBS 1242 ¢ CBS 1394
de Saccharomyces cerevisiae, na biotransformacgdo da
cloroacetona em condiges iguais de reagdo e obtiveram 74%
e 98% de excessos enantioméricos, respectivamente®”. 26
Para contornar o problema de cepas diferentes, torna-se ne-
cessario dosar os nucleotideos de piridina (NADH) no inte-
rior destas células, para que a reprodutlbllldade de experi-
mentos nio seja comprometlda ou entdo, nunca mudar a
marca do fermento;

3. O fermento de padaria, como todos os organismos vivos,
possui muitas enzimas no seu interior. Como citado anteri-
ormente, as desidrogenases que atuam nas reagdes de redu-
¢do sio duas: Alcool desidrogenase (produz 1someros R)
e a Lactato desidrogenase (produz isdmeros Sy, Depen-
dendo do substrato a ser biotransformado, pode ocorrer a for-
mag¢fio de uma mistura escalémica. Para solucionar este pro-
blema, deve-se adicionar inibidores enzimaticos especificos.

Inibidores Enzimaticos

Os inibidores mais utlllzados para aumentar o excesso
enantiomérico sdo: 4lcool alilico®®, cloroacetato de etila*®
cido acético?’. Existem outros, algumas vezes mais eflclentes
descobertos na década de 40 x, mas que sé recentemente (e
acidentalmente) foram usados em reagdes com fermento de
padaria®. Eles sdo dados a seguir, juntamente com seu Poder
de inibi¢io da enzima 4lcool desidrogenase de fermento™

Composto Concentragio Inibicdo (%)
Cloroacetofenona 0,33 mM 85
Bromoacetofenona 0,33 mM 100
Iodoacetato de etila 0,16 mM 85
Iodoacetato de etila 0,33 mM 100
Cloropicrina 0,33 mM 100

,

O tempo para ocorrer a inibigdo €
para a maioria deles™®

A cloroacetofenona é um inibidor da dlcool desidrogenase,
porém ndo inibe a agdo da lactato desidrogenase48 que atua

maior que 60 minutos
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sobre ela transformando-a no seu correspondente dlcool quiral®:

o]
H «OH
ol ©>g/0|
S, cerevigiae
CLOROACETOFENONA (#)-(S)-2-CLORO-

1-FENL ETANOL

Esta reaciio foi executada hd aproxidamente trés anos atris
e 0 excesso enantiomérico era alto (97%)%

O (+)-(S)-2-cloro-1-feniletanol é usado como sinton (bloco
construtor) para a sintese de firmacos quirais®

O mecanismo de inibigdo destes compostos € devido a eles
se ligarem ao sftio ativo da enzima e formarem um complexo
altamente estdvel que nio se desfaz, impedindo que outros
compostos entrem no sitio ativo. Somente o dcido acético e o
alcool alilico € que possuem mecanismos de aciio diferentes. A
explicagdo bioquimica para a atividade inibitéria deles estd
demonstrada no esquema 2%, Quando o 4lcool alilico ¢ adici-
onado ao meio de reagdo, ele penetra na célula e no interior
dela é oxidado a acrolefna pela agdo da édlcool desidrogenase
(tipo II). A acrolefna € um aldeido e por isto tem capacidade de
induzir a formacdo de espécies reativas de oxigénio (E.R.O.s),
que inativam a enzima L(S) - lactato dcsidrogenasezg, restando
no citossol apenas a enzima 4lcool desidrogenase (ocorrerd o
predominio de isdmeros R). As E.R.O.s podem danificar a mem-
brana® e as organelas™ celulares, por esta razio a quantidade
de élcool alilico adicionado ndo pode ser alta®

O écido acético, por sua vez, tende a abaxxar o pH intrace-
lular selecionando a enzima que melhor atue neste pH. Deve-
se lembrar que a atividade das enzimas varia com o pH do
meio, sendo que cada uma delas tem a sua atividade aumenta-
da (ou diminufda) em determinadas faixas de pH?®. Vale notar
que a adig¢do destes inibidores ¢ feita um por vez, e que foram
colocados juntos no esquema para poder economizar espaco,
ou seja, eles ndo sdo adicionados a0 mesmo tempo, sendo cada
um especifico para um tipo de reagio®

CH, - COO"
acetato

CHeCOOH ———* H" =+
acido acético 1

++t

ATPase

ATP

H INIBE VIA GLICOLITICA
oy 000" AMP + PPi 1
acetato

REDUGAO DE NAD(P & DMINUIDA

INATIVA A L-LACTATO
DESIDROGENASE

oH" «———— INDUZ

INDUZ H.0, :c:‘ag:clo DE
LIPOPEROXIDAGAO Bl

EM MEMBRANAS BIOLOGICAS
NAD(P} NAD(P)H + H*

CH_=CH - CH,OH CHZICH-(}IO

. ALcoot
lcool alft acroleina
/ o8l DESIDROGENASE

MEMBRANA CELULAR

CH & CH- CHZOH
dicool alilico

Esquema 2
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