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GLOSSARIO DAS SIGLAS USADAS NO TEXTO:

NADPYH..........covove representa¢io de que existem moléculas de
NADPH ¢ NADH no meio.

NADH......ooii e nucleotideo de adenina na forma reduzida.
NADPH. ... nucieotideo de ademina fosfato na forma
reduzida.

NAD(PY representagdo de que existem moléculas de

NAD™ . nucleotideo de adenina na forma oxidada.
NADPY nucleotideo de adenina fosfato na forma
oxidada.

F P fermento bioldgico de padaria

MFA. microscopia de for¢a atdmica

TUTL... oo, nanémetros (10~ metros)

A e, Angstrons (10-7 metros)

N e, Newton (unidade de forga)

NN e nanoNewtons (1 0-9 Newtons)

ACAC. . acetoacetato

B e enZymes commission
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RESUMO

Fermento biolégico de padarta (Saccharomyces cerevisiae) esta sc
tornando um importante reagente para sintese organica assimetrica. Entretanto,
em muitas ocasides, existem problemas com a reprodutibilidade experimental
que sdo, em geral, devido as diferentes origens do fermento biologico de
padaria. A fim de explicar estas diferengas, a redugio de NAD(P)™ foi medido
no interior destas células vivas. O método pode selecionar células com melhor
poder redutor em um curto periodo de tempo. A variagdo na redugdo de
NAD(P)™ no interior das células com fatores externos, tais como pH e
temperatura, foi medida. Os resultados mostram que cepas japonesas e
holandesas sdo sensivels a estes fatores e as brasileiras n3o. Outro aspecto
estudado fo1 a adi¢do de compostos que inibem algumas desidrogenases ¢ seus
efeitos na produgdo de NAD(P)H e o possivel mecanismo de agdo deles.

A medida de NAD(P)H ¢ um bom método para identificar um tipo de
célula mais adequada para usar em biotransformagdes, conseguindo um
resultado mais reprodutivel.

Foram feitas imagens no microscopio de forga atomica (MFA) das cepas

de fermento biologico de padaria. As imagens, obtidas de amostras nio fixadas
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e ndo cobertas, sdo reprodutiveis com alto contraste e alta resolugdo (a nivel de
nanémetros). Moléculas da superficie polissacaridica da parcde celular foram
micrografadas e a distdncia entre atomos medida. O modo de preparar as
amostras foi facil e simples, sugerindo que MFA ¢ uma ferramenta util neste

tipo de andlise.
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ABSTRACT

Baker's yeast is becoming an important reagent for organic synthesis.
However, in many occasions, there are problems with the expenmental
reproducibility which in general are duc to the different origins of baker's
yeasts. In order to explain these differences, NAD(P)* reduction inside intact
living cells from different strains were measured. The method can select celis
with better reduction power in a short period of time. The variation in the
production of NAD(P)H in the interior of these living cells with external factors
such as temperature and pH was measured. The results show that Japanese and
Dutch strains are sensible to these factors and Brazilian strains are not. Another
aspect studied was the effect of compounds known to inhibit some
dehydrogenases and their effects on NAD(P)H prodution and the possible
mechamsm of action of them.

The measuring of NAD(P)H is a good method to identify one type of cell
more adequate to use in biotransformations getting a result more reproducible.

The strains of baker's yeast were imaged with an atomic force
microscope (AFM). The images of uncoated and non-fixed samples were

reproducible with high-constrast and nanometer-resolution. Molecules from the



X
polysaccharide surface of the cell wall were pictured and the distance of atoms
was measured. The preparation of samples was easy, suggesting that AFM 1s

an useful tool in these type of analysis.
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[. 1. INTRODUGAQO

I. 1.1. Importancia da Quiralidade:

Ha cerca de 500 anos, o mecanismo de atuagdo de substancias quinucas
no organismo vivo era totalmente desconhecido. A introdugdo de tais
compostos quimicos era feita na alimentagdo, na terapia de doengas ou
acidentalmente.

Com o passar dos séculos ¢ o advento da ciéncia modema, ¢ homem
comecou a purificar e identificar os compostos quimicos que realmente faziam
efeito no organismo.

Atualmente sabe-se que a interago substincia quimica-organismo vivo €
um processe biologico que envolve a interagdo substrato-sitio receptor. Para sc¢
sentir sabor e cheiro é necessario que ocorra esta interagdo (Greenberg, 1979).
Para o 1ltimo ¢ obrigatoriamente necessario que a substincia tenha um certo
grau de volatilidade, para que na forma gasosa possa encontrar receptores que
estimule nosso olfato.

Apesar da quiralidade ser conhecida desde o século passado, quando
Louis Pasteur olhando ac microscdpio Optico separou mecanicamente cristais
com formas isoméricas de 4cido lactico (Morrison & Boyd, 1990), somente ha
poucos anos tem-se notado a sua imensa importincia em termos de interagao
com materiais biologicos. Uma grande descoberta feita recentemente nesta area

¢ a indugéo de cancer por particulas de po de quartzo assimétrico. A mcidéncia
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de tumor foi mais significante pelo "1" do que pelo "d", existindo a evidéncia
que a resposta biologica a cristais sélidos enantiomorfos pode diferir (Ebbesen,
1991). Diante desta informacdo, pode-se concluir que deva existir receptores
especificos nas membranas das células (ou em organelas no seu interior) gue
sdo ativadas (ou sensibilizadas) pela atuagdo dos cristais de uma determinada
conformagdo, levando a transmissdo de mensagens errdneas ¢ ao aparecimento
do tumor (Ebbesen, 1991).

Sdo muitos os exemplos de farmacos quirais que, enquanto um dos
estereoisdmeros € ativo farmacologicamente, o outro € mativo ou mesmo
prejudical ao organismo humano. O exemplo mais classico € o da talidomida
(Fig. 1) que foi a primeira droga quiral em que estas propriedades foram
descobertas. Um dos enantibmeros causa defeitos de ma formagdo do feto,
enquanto que o outro nao. Esta droga foi desenvolvida pela Chimie
Griinenthal de Aachen, na Alemanha, em meados dos anos cmgiienta, como
um sedativo para prevenir nausea durante a gravidez (Stinson, 1994),

Em 1961, descobriu-se que o composto produzia anormalidades nos
membros dos fetos, chamada de focomelia, quando tomada nos trés primeiros
meses de gravidez. A maioria dos paises retirarou a talidomida do mercado
(Stinson, 1994).

Mas em 1979, pesquisadores da Universidade de Bonn, Alemanha,

separaram o0s dois isdmeros da talidomida e relataram que o enantiémero (S) -
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(-) é teratogénico em ratos e a forma (R)-(+) nfio causa nenhum problema (ver

figura 1).

O
gN
O

TALIDOMIDA

Figura |

Este relato ndo ¢ apenas um esforgo da indistria farmacéutica para
vender um sedativo, pois foi descoberto que esta droga também imbe
replicagdo do virus da AIDS (Stinson, 1994). Porém em 1984, cientistas da
Universidade de Miinster, Alemanha, descobriram que cada enantidmero
racemiza em pH fisiologico 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 {Stinson, 1994),

Na figura 3 foram colocados outros dois exemplos de farmacos que sio

vendidos na forma racémica. No caso da carnitina € necessario ter sempre um
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estereoisdmero puro. Porém, isto ndo é verificado a nivel comercial ( Bare ez
al., 1991; Stinson, 1992), sendo que a maioria dos medicamentos se encontram
na forma racémica, devido a scparagdo desta mistura ndo ser simples (Stinson,
1992) (Ver Fig. 3). Nos Estados Unidos, cerca de 20% das drogas

comercializadas estio na forma de um enantibmero puro (Stinson, 1994):

Biolégico
26%

Aquiral
33%

Enantiémero

puro
20%

Figura 2



Introducgéo - Parte
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L-(R)-CARNITINA
(USADA NAS DESORDENS
MUSCULARES E DOENCAS DO CORACAOD)

NOMES COMERCIAIS:

L - CARNITINA (LABOTANICK DO BRASIL)
ENZIVITAL (FARMASA)

NUTRIMALZ (BIOLAB)

APETIBE (LUPER)

T:HB

OH H
4 “\"'\
CH . N \>"\/COOH
CH3

D-(S)- CARNITINA
(TOXICA)

H

: S
M62CHCH2—©—\/ X

COOH

R( - ) IBUPROFENO

(NATIVQ)

Figura 3

H
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(ANTI-INFLAMATORIO)

NOMES COMERCIAIS:

MOTRIN (RHODIA)

ARTRIL (FARMASA)
TBUPROFENO (UNIAO QUIMICA)
PARARTRIN (CAZIL)
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Outro exemplo interessante ¢ o da altcragio de sabor quando uma
substancia apresenta quiralidade, conforme ilustrado para asparagina na figura

4 (Aniens, E.J., 1988; Chen, C.S. & Sih, C.J., | 989):

ASPARAGINA

HOOC W NH2 H2N\ﬂ/-\‘/COOH

NH2 O 0 NH2
DOCE AMARGO

Figura 4

1. 1.2. Sinteses Assimétricas:

A redugdo de uma carbonila pro-quiral por bonidreto de sédio, produz

uma mistura racémica de alcodis quirais. Isto ¢ visto na figura 5 (Bare et al

1991):
0
/[L NaBH, OH H OH  H
R R - /< * >\
1 2 RT TR, RT TR,

Figura 5
Sendo R diferente de Rj.
E fregiiente produzir uma mistura racémica ¢ entiio separar os enantiémeros por

métodos fisicos (Creagh et al., 1994). Por exemplo, membranas liquidas



Introdugdo - Parte |

contendo éteres coroa quirais tém resolvido enantidmeros de DL-fenilglicing
(Yamaguchi et af. 1985). Entretanto, aplicagBes industriais desta tecnologia
tem sido limitada devido ao longo tempo gasto (Creagh et al. 1994),

Outra grande drea em desenvolvimento para producdo de firmacos
quiTais puros é a séparacao da mistura racémica por métodos de cromatografia
liquida (Stinson, 1994). A desvantagem ests na perda econdmica do processo,
ou seja, 50% de material ¢ perdido (isdmero indesejavel). Uma alternativa ¢, se
néo for achado outro uso para este enantiomero indesejavel. racemizi-lo e tentar
recicla-lo para poder diminuir a perda econdmica (Stinson, 1994). Outro
problema que desfavorece o uso de métodos cromatograficos ¢ a grande
quantidade de solvente usada, o que também inviabiliza economicamente o
processo de grande escala (Stinson, 1994).

Existem alguns catalisadores quimicos modernos, especialmente
compostos organometalicos, que sdo usados em sinteses assimétricas. Neste
caso, eles produzem apenas um estereorsbmero, ou seja, a reagdo tem um alto
€XCesso enantiomérico, porém estd limitada pelo alto custo e pela sua grande

naturcza empirica (Bosnik ef al., 1981; Kagan et al, 1982).
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Além  dos  organometalicos existem  catalisadores altamente
estereoespecificos: sio as enzimas, que hoje estio despontando como uma
solugdo para sinteses assimétricas.

Na maioria das vezes, o prego destes biocatalisadores também & alto,
por¢m o seu uso na forma imobilizada torna possivel a sua reuttlizagio ¢
facilita a separagdo do produto. Isto torna viavel o seu uso a nivel industrial,

As desidrogenases substitucm o boriidreto de sodio (Na BHy) na reagio
da figura 5. Para tal, elas Tequerem como cofator NADH (nicotinamida adenina
dinucleotideo - forma reduzida) ou NADPH (mcotinamida adenina dinucleotideo
fosfato - forma reduzida), que tm um alto custo (5 mg = US$ 29,90). Para
contornar este problema, empresas americanas de quimica fina, que produzem
sintons quirais para a indistria farmacéutica, tém conseguido reciclar estes
cofatores de maneira barata e simples como é visto na figura 6 (Stinson, 1992).
Neste caso, o sinton produzido € o « - hidrox] - butirato, reduzido a partir do ¢ -
cetobutirato pela enzima L - lactato desidrogenase, que o faz oxidando uma
molécula de NADH. A reciclagem deste ultimo é feity através da dlcool
desidrogenase tipo II, a partir da oxidagcio de etanol que ¢ convertido a

acetaldeido. Este acetaldeido atravessa uma membrana seletiva ¢ passa para o
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COMPARTIMENTO DE PRODUCAO:
COO~
I pH=735

C—0

|

NADH+H" CH; CHO
CH_CH h
2773 Acetaldeido
a - CETOBUTIRATO

L - Lactato Alcool

Destirogenasc Desidrogenase
Coo~ .
’ NAD

‘, >
CH3CH20H "v
HO—™— C —H

I Etanol
CH 7 CI13

|

a - HIDROXIBUTIRATO
COMPARTIMENTO DE REGENERAGAO:

pH=126
Acetaldeido
- CI—I3 CH20H B 0-3
_J Etanol
Figura 6

"compartimento de regeneragdo” onde ¢ reduzido novamente a etanol por

boriidreto (Stinson, 1992). Se 0 NADH nio fosse reciclado desta maneira, a

fabricagdo destc sinton seria economicamente inviavel. O reator tem que ser
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estéril, ou seja, livre de microorganismos oportunistas que podem degradar estas
enzimas, pois na verdade elas 5340 proteinas e como conseqiiéncia uma boa fonte

de alimento para MICTOOIganismos invasores,

1. 1.3. Biotran sformacio:

Uma alternativa eficaz e barata aos catalisadores acima citados é o
fermento biolégico de padaria, quc é um MICTOOrganismo  vivo Cujo nome
cientifico é Saccharomyces cerevisige e que teve seu uso intensificado em
sinteses assimétricas nos ultimos anos (Ward & Young, 1990; Cauk. &
Glanzer, 1991; Fantin 7 al., 1994). Fica entendido aqui que ndo ¢ o uso das
enzimas isoladas deste microorganismo que sdo usadas, mas ele in narura
como ¢ usado para fazer bolos, paes, etc. (Pereira, 1995b). O uso de
MICTOOrganismos vivos integros para catalisar reagdes em quuruca orgénica ¢
denominado biotransformacio (Prive et al., 1987). Este conceito ainda abrange
0 uso de outros materiais biolégicos: RNA (Prudent ef /., 1994), anticorpos
(Pollack ef al | 1986; Schultz, 1989) ou enzimas isoladas (Prive e al., 1987),
poréin estes sio caros e dificeis para o quimico organico trabathar, pois
requerem um bom conhecimento de imunologia e/ou bioquimica. Mais adiante
serdo consideradas as vantagens ¢ limitagdes do uso de fermento biologico de

padaria em sinteses assimétricas,

11
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O fermento biologico de padaria consegue catalisar varios tipos de
reagoes: redugdo (Bare er gl 1991), condensagio (Long & Ward, 1989),
ciclizagdo (Medina et al., 1988, Bujons ef al | 1988) ¢ oxidagdo (Crumbie er
al., 1978; Gill et al., 1988), sendo que somente a iltima ndo produz carbono
quiral. Cada uma das reagoes sera cxemplificada a SeguIr & com 0s respectivos

mecanismos das enzimas que as catalisam.

A) Reacies de Reducio:

a.1) Redugdo de carbonilas (Bare et al., 1991: Weijers et al 1992; Mon,

1989) (ver figuras 7 a 9):

Sintese de L-carnitina:

O O o
Cl \MO . S. cerevisiae C[HO“'"" H
8 17 O-C8H17
4-CLORO ACETOACETATO DE OCTILA (R)-4 -CLORO - 8- HIDROXIBUTIRATO
DE OCTILA
HCI (CH3]3N
CH4 o
J w
H,C—-N -
3 J OH Cl
CH,
L - CARNITINA
Figura 7

12
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Sintese de Epoxipropano:

|
HZT HCI':HCH3 S. cerevisiae HQC —_C_—CH3
cl 0 (‘31 LH
CLOROACETONA

1-CLORO-2-PROPANOL

OH"

H

|

HyC— C—cH,
\./

1,2 - EPOXIPROPANO

Figura 8

13
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0O
FERMENTO OH 11 OH 11
COOE: —_— I"-, COOE N o~
DE A o > ~coon
ACETOACETATO PADARIA S(+) 93%ee R{-) 7% ee

DE ETILA 8- OH - BUTIRATO DE ETILA

COMPOSTOS NATURAIS SIN TETIZADOS A PARTIR DO 8 - OH - BUTIRATO DE ETILA:

OH

(S)-(+)-SUCATOL

(R)-(-)- LAVANDULOL
0

Me
0
" = Me

O F
0 0 O A

| 0

N, PhC N 8

0 ‘Me H
O

COOMc

(R, R)- PIRENOFORINA GRISEOVIRIDIN A (PRECURSOR)

Me
0 O
Me"

(R)- (+)- RECIFEIOLIDE

Q

COLLETODIOL
Figura 9
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F interessante notar que ocorre geragdo de um centro assimétrico nas moléculas
reduzidas. Estas reagGes sdo catalisadas por enzimas (no interior da célula do
fermento) pertencentes 3 classe das desidrogenases. Estas enzimas sio a L (S)
Lactato desidrogenase (E.C. = 1.1.1.27) e a dicoo] desidrogenase (1:.C. =
LLL1). Pelo fato destas enzimas estarem localizadas no interior do
MICTOOrganismo o composto quimico a ser transformado tem que penetrar
nestas células vivas e depois sair. Para que tais reagdes ocorram, & NeCessario
que as células de fermento estejam vivas (células mortas ndo catalisam
reagoes). Um teste de viabilidade celylar (para verificar se as células estdo
vivas) pode ser feito atraveés da medida do consumo de oxigénio usando um
eletrodo de oxigénio tipo Clark (Pereira, 1995 a, b). As enzimas reduzem o
substrato utilizando como cofator NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo
na forma reduzida). O NADH entrega seus equivalentes redutores para o
substrato ¢ sai na forma oxidada (NAD™), como ¢ demonstrado No mecanismo
a seguir quando estas enzimas reduzem seus substratos naturais (estdo
mostrados apenas os aminoscidos que participam do sitio ativo dg enzima)

(Voet & Voet, 1990) (ver figura 10);

15
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MECANISMO DE REDUCAO DA L(S) LACTATO DESIDROGENASE:

[
HQN/’C\\O H c/ \/_\‘ /l'/%/CH — His 195

<7 -0 Pirwvato \\‘ NH

C
o o

L - Lactato

Figura 10

16
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Nota-se que o piruvato, que ¢ o substrato natural desta cnzima, € muito
semclhante ao acetoacetato (difere apenas por um CH2). A enzima atua sobre o
substrato artificial devido ele ser semelhante ao substrato natural,. e o
mecanismo de agdo para ambos provavelmente sdo semelhantes (Pereira,
1995b). A 4lcool desidrogenase depende de ions zinco e ¢ por 1sto que alguns
pesquisadores adicionam zinco ao meio com S. cerevisiae (MacLeod, 1964). O

Seu mecanismo € o segumte (Voet & Voet, 1990):

MECANISMO DE REDUCAO DA ALCOOL DESIDROGENASE:

+
NAD -2

!

H.,
r"-.l / HR

C
N
H3C OH

ETANOL
Figura 11

17



Introdugio - Parte |

a2) Redugao de dupla livacio:

Além das reagbes de redugdo de carbonilas que sdo varias (Czuk &
Glianzer, 1991), as desidrogenases no interior do fermento de padaria reduzem

duplas ligagoes produzindo centros quirais come exemplificado (Prave er al,

1987) a seguir:
ﬁ o /Ej/ O
O o R
OXOISOFORONA

{(6R)-2,2 6- TRMETI.CICLO
HEXANG - 1.4 - DIONA

H2 Raney-niquel

O o
(PREFERENCIAL) _
HO" R

R HO™ & ™R
(4R, BR) -4 - HIDROXI- 2, 2,6 -
/ TRIMETILCICLOHE XANONA

v

HOW
(3R) - CRIPTOXANTINA

Figura 12
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Na sintese de aminoacidos (Utaka er al | 1589):

Cl
S.cerevisiae - R
; : CO.H
R Cl 2
CH2N2
N3 Cl
CO, CH, NaN, CO,CH,
H2!Pd-BaSO4
+ - + -
NHSCI HC (aq) - NH3 Cl
R\/J\ R\)\
C02 CH3 (302 H
RESINA DE TROCA
ONDE R; iONlCA
CHCI
2 NH
R\)\
002 H

Figura 13
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Quando se usa o isémero E, ocorre a formagao do isémerg R com 929% de

€xcesso enantiomérico. No caso do isémero Z, ha a formagdo de S com 982 de

CXcesso enantiomérico (Utaka ef al., 1989).

B) Reagoee de Condensagao

CH
§§T// 5. cerevisiac

CO H

BENZALDEIDO PIRUVATO (R)-1-HDROXI- 1 - FENLL

PROPAN - 2 - ONA

CH

(1R, 2S) - EFEDRINA
Figura 14

Esta sintese (figura 14) tem utilidade industrial e ¢ uma patente alemi de

1930 (Hilderbrandt & Klavehn,

1930). A efedrina tem mportincia no

tratamento da asma, hipotensio ¢ congestio nasal (Goodman & Gilman, 1991).
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A enzima que supde-se que atue nesta reagdo ¢ a piruvato descaboxilase
(E.C. =4.1.1.1) (Crout et al., 1991), o principal cofator da enzima é a tiamina
pirofosfato (forma coenzimatica da vitamina By), sendo ela que promove a

ocorréncia da reagdo, como mostrado na figura 15 (Croutet al., 1991):

MECANISMO DA REACAO DE CONDENSACAO CATALISADA PELA
PIRUVATO DESCABOXILASE:

"‘;\& LY £

+

!. -H _ \;lrr__ ,"w.
=N, ! L sIs
0> —coH TIAMINA C‘% co;

PIRUVATO O

e"“ I "'f\*- ”‘a
BPr = B
% S 2 s i

5 HO c—0o
O <
H O
(4
|
e A
L
f\,':, /ﬂ:”a L ‘KS Y,
C S 7 on
1\\ H
oh_{_H
. 0
Figura 15
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Além deste existem outros tipos de compostos que sdo condensados pela

enzima piruvato descarboxilase como exemplificado a seguir na figura 16

(Crout ef al., 1991):

O 8]
A
OH
O O
\/”\H —_—
OH
: o
LA, — '
o) CHO 0
CH
OH
CHO
o: o
[s: 'CHO
CHO
a——
Q
S S
Figura 16
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Deve-se entender que cada composto anteriormente mostrado esta sendo

condensado com uma molécula de piruvato.

C) Reacies de Ciclizacao:

Uma das reagdes mais interessantes de ciclizagio, usando fermento
biologico de padaria, ¢ a catalisada pela 2.3 oxido de esqualeno lanosterol

ciclase (E.C. = 5.4.99.7) (Medina & Kyler, 1988, Bujons et al, 1988):

] T

2,3 Oxido de esqualenc

5. cerevisige

LANOSTEROL

Figura 17
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MECANISMO DE ACAC DA 2.3 OXIDO DE ESQUALENO
LAMOSTERDIL CICLASE

[n]
‘> 2.3 Ondo do esquaieno
N

NN

OH

Lanosleral

(4414 w-Trimehl-&, 24 - (9wl —coleatadien - 3 g -al)

Figura 18
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O mecanismo mostrado foi proposto no inicio de 1955 por Albert
Eschenmoser ¢ Leopold Ruzicka e demais colaboradores, em Zurigue, ¢
também por Gilbert Stork ¢ Albert Burgstahler nas Universidades de Harvard e
Columbia, respectivamente (Cunningham, 1978).

De acordo com esta formulagdo, o anel do epoxido abre, gerando assim
um atomo de carbono deficiente de elétron, como mostrado. E isto que da a
forga diretriz para a série de fechamento de anéis que se segue. Com o
fechamento do quarto anel (anel de S membros), um 4tomo de carbono da
cadera lateral torna-se deficiente de elétron. Este, por sua vez, € a forga diretriz
para a seqiiéncia de migracdes do ion-hidreto ¢ grupo metila, os quais
culminam na formagio da ligagdo olefinica entre C(8) e C(9) (Cunningham,

1978).

D) Reacoes de Oxidacio:

Estas ndo geram centros assimétricos como as anteriores. Elas ocorrem por
simples reversio das reagdes de redugiio, como mostrado no meecanismo

€squematizado a seguir (Rawn, 1989):
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MECANISMO DE AGAO DA LACTATO DESIDROGENASE (TIPO m:

7
2%

L NH,, N NH
4 ;/\ ~/
H N /(o\/ HISTIDINA

. e (AMINOACIDO DO SITIO ATVO DA ENZIMA)
NAD (OXIDADO) o v ’
3
ANl .
o) 0
LACTATO
(SUBSTRATO REDUZIDO)
Y
o)
R \ /:__,-—__(\
N
NH HN+ NH
\ 2 S
H ¢ o} _ HISTIDINA
NADH(REDUZIDO) 3 C # (AMINOACIDO DO SITIO ATVO DA ENZIMA)
AN
e} 0]

PIRUVATO (SUBSTRATO OXIDAD O)
Figura 19
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Existem dois tipos de lactato desidrogenase no interior do S cerevisiqe:
a) tipo I: faz redugdo:
b) tipo 1: faz oxidacio (Nikolova & Ward, 1991).

Dos tipos de reagdes que o S. cerevisiae pode executar, apenas as de
reducdo tém recebido maior destaque em termos de controle estereoquimico,
ou seja, controle da produgdo de apenas um enantidmero. Por este motivo, serg

a metodologia mais comentada nos pontos seguintes.

Mctodologia para uso do fermento de padaria em sintese:

Existem duas maneiras de se trabalhar com células de fermento em
sintese organica

A) Forma livre: As células (fermento biolégico de padaria) sdo misturadas

com agua (de preferéncia bidestilada e deionizada) e em seguida ¢ adicionado o
composto quimico a ser biotransformado. Os métodos empregados nas reagdes
com S. cerevisiae sdo basicamente dois (Peretra, 1995 b):

a.1) Método com adicdo de acacar: Este método & baseado no procedimento
descrito por Seebach e colaboradores (1984). Pode-se introduzir uma
modificagio que ¢ a introdug¢do de uma Pequena quantidade de ZnS0y
(Macleod, 1964), quando se quer aumentar a atividade da enzima aleool

desidrogenase, (que produz isémeros R) e que é zinco dependente (como visto
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no mecanismo de acio desta enzima) (Voet & Voel, 1990). Para 1Sto, preparar
€m separado a seguinte composigio:

1) 20 g de fermento de padaria dissolvido em 10ml de agua;

2) 10 g de D-glicose em 38 ml de agua :

3) 00128 g de sulfato de zinco (se houver a necessidade de produgio de
isémeros R, do contrario nio adicionar - Pereira, 1995b) em 1,3 mi de agua.
Misturar tudo sob agitagdo mecénica em banho termostatizado a 300C por 30
minutos. Em seguida adiciona-se 1 mmo] de substrato a ser biotransformado. O
tempe que leva para ocorrer g biotransformagio varia para cada tipo de
substrato (composto quimico a ser biotransformado) e normalmente leva de 6 a
72 horas. Apos este periodo extrai-sc a mistura com cloroférmio em extrator
liquido-liquido continuo por 48 horas. Depois disto este extrato € purificado
Com cromatografia de coluna.

a.2) Método sem adicdo_de aciicar: Adiciong-se 1 mmol de substrato a uma
suspensdo de 35 g de fermento de padaria em 20 m] de agua, sob agitacio
mecanica ¢ em banho termostatizado a 300C por 30 minutos. Apés o tempo
NECESSATIO para terminar a reéagdo, extrai-se e purifica-se a mistura conforme
descrito no item anterior. Em ambos os métodos as células sdo mortas no
processo de extragdo, ndo podendo ser reutilizadas (Sorritha et al 1992;

Pereira, 1995 by),
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B) Forma imobilizada: As células de fermento sdo previamente imobilizadas
(fixas) num suporte. Existem diversos tipos de suporte: crisotila 5 RL (Sorrilha
et al, 1992), montmorilonita K10 (Sorritha et al., 1992), poliacrilamida
(Chibata er al., 1974; Zyla, 1994) ¢ alginato de calcio (Vives et al. | 1993). Nos
dois primeiros as células sio fixas por atragao eletrostatica (carga do suporte ¢
positiva e, das células, negativa) e nos demais por aprisionamento na rede de
um polimero. Depois de fixas num suporte, cste (ltimo é mergulhado em agua e
por fim ¢ adicionado o composto a ser biotransformado. A separagdo das
células de fermento do produto (composto biotransformado) ¢ mais simples que
na forma livre, bastando filtrar o suporte que contém as células. O meio é entio
purificado através de cromatografia de colina. As células nao morrem neste
processo € podem ser reutilizadas (Sorritha et al , 1992},

O melhor processo de imobilizagio ¢ com gel de poliacrilamida. Este
método ¢ dado a seguir (Chibata er al., 1974; Zyla, 1994);

2 gramas de células sceas sao dissolvidas em 10 ml de dgua. Em seguida
sdo musturadas com 16 ml de uma solugdo contendo 8.8 ¢ de acrilamida e0,6g
de N,N' - metilenebisacrilamida. 1ml de solucdo de persulfato de aménio e 20ul
de TEMED. A mistura é incubada por 30 minutos a 37°C. O gel formado é
triturado num blender ou liquidificador para aumentar a superficie de contato ¢

reduzir o tempo de catalisc (Chibata et al., 1974; Zyla, 1994)
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Vantagens de utilizaciio do §. cerevisige em biotransformacio (Pereira,
1995b):

1) Baixo custo;

2) Facil de adquirir;

3) Facil de manipular;

4) Nido ¢é necessario preparar meio de cultura, o que exigiria, do quimico
orginico, conhecimentos de microbiologia;

53) Reagdes sdo executadas a temperatura ambiente (250C);

6) Nao € toxico;

7) Em condi¢des adequadas (meio com nutrientes), as reacoes ocorrem mais
rapidamente do que com catalisadores quimicos convencionais;

8) Nao ¢ patogénico.

Limitacdes do processo:

1) Pouca solubilidade em agua dos compostos a serem biotransformados. A
solugdo para este problema ¢ a adigio de moléculas que tém efeito detergente
junto com o composto quimico (Ex: dodecanol (Bare ¢t al., 1991));

2) Cada fabricante de fermento usa cepas (linhagens) proprias e isto pode
dificultar a reprodutibilidade de experimentos feitos em outros paises (Pereira,
1995a). Cada cepa produz quantidades diferentes de NADH (Pererra, 1995a) e

1sto faz com que o rendimento quirmco (que ¢ diretamente proporcional i
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producdo de NADH) seja alterado (Pereira, 1995a). Para contornar este
problema, torna-se necessario dosar os nucleotideos de piridina (NADH) no
interior destas células, para que a reprodutibilidade de experimentos nio seja
comprometida (Pereira, 1995a).

Para exemplificar, se mudarmos o tipo de cepa, ocorre também alteracio
0o excesso enantiomérico (Weijers ¢f al 1992) Um experimento interessante
for feito por Weijers e colaboradores que usaram as cepas CBS 1242 ¢ OBS
1394 de Saccharomyces cerevisiac, obtendo 74% e 98% de €XCESSOs
enantiomeéricos, respectivamente, na biotransformagiio da cloroacetona em
condi¢des iguais de reacdo (Weijers er al 1992);
3) O fermento de padaria, como todos os Organismos vivos, possul muitas
eNzZimas no seu interior. Como citado anteriormente, as desidrogenases que
atuam nas reacdes de redugdo sdo duas: Alcoo] desidrogenase (produz
isdmeros R) (Voet & Voet, 1990) ¢ a Lactato desidrogenase (produz 1s0meros
S} (Cunningham, 1978). Dependendo do substrato a ser biotransformado, pode
ocorrer a formagdo de uma mistura escalémica. Para solucionar este problema,

deve-se adicionar inibidores enzimaticos especificos,

Inibidores Enzimaticos:

Os inibidores mais utilizados para aumentar o excesso enantiomeérico

sdo: alecool alilico (Nakamura e al., 1991), cloroacetato de etila (Nakamura er
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al., 1991), e acido acético (Ushio ef al 1991). Existem outros, algumas vezes
mais eficientes, descobertos na década de 40 (Mackworth, 1948), mas que so
recentemente (e acidentalmente) foram usados em reagdes com fermento de
padaria (Sorrilha ez al., 1992). Eles sdo dados a seguir, juntamente com sey

poder de inibicdo da enzima aleoo! desidrogenase de fermento (Mackworth,

1948):

Composto Concentragdo Inibigdo (%)
Cloroacetofenona 0,33 mM 85
Bromoacetofenona 0, 33 mM 100
lodo acetato de etila 0,16 mM 85
lodo acetato de etila 0,33 mM 100
Cloropicrina 0,33 mM 100

O tempo para ocorrer a inibi¢ao ¢ maior que 60 minutos para a maioria

deles (Mackworth, 1948).
A cloroacetofenona ¢ um inibidor da alcool desidrogenase, porém nio
inibe a agdo da lactato desidrogcnase {Mackworth, 1948) que atua sobre ela

transiormando-a no seu correspondente dlcool quiral (Sorritha e al., 1992) (ver

figura 20);
o

+ +
NADH + H NAD H N OH
Cl E /. Cl
_— ——

CLOROACETOFENONA (+)-{8)-2-CLORO -

1-FENIL ETANOL

Figura 20
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Esta reagdo foi cxecutada ha aproxidamente trés anos airds e o excesso
enantiomérico era alto (97%) (Sorrilha et al , 1992).

O (4 )-(8)-2-cloro-1-feniletanol ¢ usado como sinton (bloco construtor)
para a sintese de farmacos quirais (Corey & Link, 1990).

O mecamsmo de inibigdo destes compostos ¢ devido a eles sc ligarem ao
sitio ativo da enzima ¢ formarem um complexo altamente estavel que nio se
desfaz, impedindo que outros compostos entrem no sitio ativo. Somente o acido

acético e o alcool alilico é que possuem mecanismos de acdo diferentes.
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OBIJETIVOS

1- Padronizar 0 método de dosagem de NAD(P)H no interior de células

integras de Saccharomyces cerevisiae:,

2- Descobrir quais sio as melhores cepas comerciais, em fungdo da
compreensio do seu mecanismo bioquimico, para se trabalhar em
biotransformacdo, variando fatores externos como pPH e temperatura e

verificando o consumo de oxigénio por estas células;
3- Adicionar substancias, que sdo conhecidas por aumentar o €XCESSo
enantiomérico, e propor um possivel mecanismo bioquimico para elas a partir

dos resultados obtidos:

4- Padronizar o preparo de células que possuem parede celular para

microscopia de for¢a atémica (MFA);

5- Diferenciar através de MFA diferentes cepas de S. cerevisiae usadas em

biotransformacio.
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[. 2. MATERIAIS E METODOS:

1. 2.1. OXIDACAQ E REDUCAO DE NAD(P)H:

Medidas de reducio e oxidagdo de nucleotideos de piridina foram
momtoradas usando o par de comprimento de onda 340 e 370 nm. Todos os
cxperimentos foram conduzidos usando um espectrofotémetro SLM Aminco
DW 2000. Este aparelho passa dois comprimentos de onda diferentes, na
mesma amostra, ao mesmo tempo. O primeiro comprimento de onda (340 nm),
corresponde 4 faixa de absorgao de nucleotideos de piridina na forma reduzida,
O segundo (370 nm), tem a fungdo de "descontar” a suspensdo de células do
meto. Um espectrofotdmetro comum nio conscguiria fazer tais medidas, pois
ndo ¢ possivel lhe acrescentar um segundo comprimento de onda diferente ao
mesmo tempo (Wolkowicz & Mc Millin-Wood, 1980: Pereira, 1995a; Pereira
& Duran, 1995).

Observagdo: O espectrofotémetro da BECKMAN, modelo DU-640B possui
esta propriedade de duplo comprimento de onda. Ele tem a vantagem de ser 9

vezes mais barato que o SLM Aminco DW 2000, porém ndo ¢ tdo preciso.
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[.2.2. MATERIAIS BIOLOGICOS:

As cepas comerciais de fermento de padaria (Saccharomyces cerevisiac)
foram obtidas de: Fermipan (Holanda), ltaiquara (Brasil), Nishin Seifun Co.
(Japdo) e Fleischmman (Brasil). As suspensoes estoques foram preparadas
adicionando 1.0 g de fermento seco e 3.5 g de fermento cru a 10 ml de agua
sob agitagdo a temperatura ambiente. Para se saber as propor¢des de femento
S€co € cru, as cclulas foram contadas num microscopio optico (Carl Zeiss)
usando uma camara de Neubauer. A cémara de Neubauer ¢ uma lamina
especial de microscopia optica que serve para contar células. Através de um
calculo matematico simples podemos saber o nimero de células por em3 de
suspensdo. No caso deste trabalho niio foi necessirio a realizacdo dcste
calculo, pois a contagem do nimero de células dentro da cdmara era suficiente
para sc¢ saber a proporgdo delas em cada amostra. Foi pesado 1 g de fermento
(seco ou cru) e dissolvido em 10 m! de dgua bidestilada e deionizada. Dai foj
separada uma aliquota de 20ul e diluida em 980ul de agua (diluigdo de 50x).
Quando colocada no microscopio esta tltima suspensio mostrou-se ainda com
muitas células o que impossibilitava a contagem. Entio desta ultima foi
separada uma aliquota de 20ul e diluida novamente em 980ul de agua
bidestilada e deionizada novamente (diluigdo de 100x dilui¢do total: 10.000)
vezes. Depois de feitas tais diluicoes foi separada uma aliquota de 20ul e

colocada na camara de Neubauer,
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1.2.3. - MEDIDAS DE CAPTACAO DE OXIGENIO:

Consumo dc oxigénio foi medido com um eletrodo tipo Clark (Yellow
Springs Instruments Co.) em uma cimara de vidro termostatizada de 1.0 ml,

equipada com um agitador magnético.

[. 2.4, - COMPOSTOS QUIMICOS:

Acetoacetato de litio foi obtido dg Sigma Chemical Co. Os outros

reagentes foram obtidos da Merck Co. A agua era bidestilada e deionizada.

L. 2.5 - MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA.

O mstrumento uatilizado nos experimentos de MFA foi um Nanoscope 11,
da Digital Co., que foi operado no modo por contacto, na forma repulsiva,
utihizando cantilever com ponta prramidal (200 pm), e & interfaciado a um
computador com um monitor para o comando tanto das partes mecanicas da
cabeca como dos sensores Opticos, € um outro monitor para a aquisi¢do das
imagetis que podem ser capturadas, armazenadas e tratadas por um poderoso
software para a aquisicdo de nformagdes estatisticas precisas a respeito destas
imagens. As imagens foram filtradas para remover linhas de scan (varredura).

Os valores de for¢a do scan variaram entre 7 a 14 niN.
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Um cantilever bastante delicado, contendo uma ponta fina e
microscopica (ambos de Si3N4) € utilizado como sensor de forga, ¢ atua entre
0 atomos mais externos de sua ponta e os da superficie sob investigacdo. A
flexio do cantilever no sentido vertical para cima serj proporcional a
intensidade da for¢a de repulsdo. Pode-se fazer o registro das deflexdes do
cantilever utilizando-se de medidas opticas (Yang e al., 1993). Um laser de
diodo, um espetho, e um fotodiodo de duas segmentagdes sdo os elementos de
deteccdo de nivel dptico. O feixe do laser, refletido numa cobertura de ouro da
superficie do cantilever & direcionado por um espelho ao fotodetector, que
possui dois scguimentos verticamente posicionados. Og movimentos do
cantilever sdo amplificados pelo brago longo que o sustenta, ¢ as variagoes dos
sinais nestes detectores sio proporcionais aos deslocamentos verticajs da sua

ponta.

Preparo das amostras para o MFA: Foram pesados 1 g de fermento seco ou 3,5
g de fermento cru e dissolvendo as ceélulas em 10 ml de agua ultra-pura. Da
suspensdo resultante foram retirados 10 ul que foram colocados sobre uma

laminula de 0.5 cm X 0,5 cm.
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Figura 21

Figura 21: Principio de trabalho do microscépio de forca atémica. Qs
Componentes sio: 1, laser de diodo; 2, iente de focalizacio; 3, cantilever; 4,

amostra; 5, tradutor XY; 6, monitor; 7, amplificador; 8,

divisor/multiplicador; 9, fotodetector (Yang er al., 1993).
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I. 3 RESULTADOS E DISCUSSAO:

A redugédo de nucleotideos de piridina oxidados [NAD(P)*] por células
dc fermento de padaria (Saccharomyces cerevisiae) esta representado na Fig.
22A e Fig. 22B. O painel A representa as cepas comerciais da Holanda e Japdo
e o pamel B, as cepas brasileiras.

Com a finalidade de assegurar que todos os experimentos continham o
mesmo niumero dc células {comregiio da estequeometria), as células foram
contadas usando uma camara de Neubauer. Os resultados da contagem para o
fermento cru e fermento seco estio representados no figura 22A e 22B,
respectivamente. Baseado nestes dados foram pesados |g de fermento seco e
3,5 g de fermento cru para a realizagdo dos experimentos subseqiientes.

Glicose ndo estava presente no meio de reacdo, levando as células a
degradarem seu glicogénio interno, o qual pode suprir glicose por 10 a 12 horas
(Slaughter & Nomura, 1992: Pereira, 1995a; Pereira & Duran, 1995). Cepas
comercias de fermento biologico de padaria, quando adicionadas a agua iniciam
a redugdo de suas formas oxidadas de NAD(P)*. Esta redugiio continua até que
um estado de equilibrio scja alcancado (Fig. 23A). Para verificar a oxidagdo de
NAD(P)H intracetular, acetoacetato de litio foi adicionado no meio de reagdo
(inset da Fig. 23A e 23B). Nos pontos de adi¢do, a absorbincia caj porque
NAD(P)H esta sendo oxidado, e 0 acetoacetato adicionado transformado em 3-

hidroxibutirato através das desidrogenases internas do S cerevisiae (inset da
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Fig 23A). Percebe-se no inset da Fig. 23B que ndo ocorre oxidagdo de
NAD(P)H e por esta razdo, as cepas brasileiras, nestas condigbes, tém um

poder de redugdo para acetoacetato baixo em relagdo as cepas holandesas e

Japonesas.
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Figura 22A
Figura 22A: Desenho esquematico da cimara de Neubauer mostrando os

resultades da contagem das células de fermento biolégico de padaria cru,
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Figura 22A: Desenho esquematico da cimara de Neubauer mostrando os

resultados da contagem das células de fermento biolégico de padaria seco.

44



Resultados e Discussio - Parte I

a
NAD tP)H
0077 — ACAE [mm)
Y
/{b
0073 u,
Ly
l‘-_/r :
O.069 — . -
0 TEMPO {min) s s7op
-~
L
I/’
w 2arcg
o o
g e //
5 T _// I,/"
s . e
= / o
E ) F.r ,/_/’ /-’ LY
[~ | e -~
: | e
| ———
a |
2 . . . A A N N
o l o TEMPO tmin} 6Q
a f HAD(P I W
B
0920 Rt
[ i fiidd
o.ms]'\
o TEMPO { min} 5
F.P. arog
! )ﬁ%ﬂgﬁ‘f’:
T Neg
| — i L L 1 i 1 1 I J
° TEMPO {min} 60

Figura 23: Influéncia da temperatura na reducio de nucleotideos de
piridina existentes no interior de células vivas de fermento de padaria
(Saccharomyces cerevisiae). Fermento de padaria (F.P., 2.3 mg/ml) foi
adicionado & dgua bidestilada ¢ deionizada onde indicado (rHl = 6.0).
Painel A: cepas comerciais da Holanda e do Japio; Painel B: cepas
comerciais do Brasil,

No quadro ("inset"): Oxidagdo de NAD(P)H por miltiplas adicdes de
acetoacetato de litic ImM (ACAC).
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E valido mencionar que acetoacetato (e outros substratos) podem induzir um
estresse oxidativo na célula viva, quando toda a reserva de formas reduzidas de
nucleotideo de piridina é usada (oxidada) (Pereira ef al., 1992; Pereira, 1993a;
Pereira & Duran, 1995). Da Fig. 23A, conclui-se que para se obter bons
resultados em biotransformacao, é melhor fazer adigdes de substratos depois de
uma hora de incubagio, para as células poderem alcangar o estado de equilibrio
na redugdo dos nucleotideos de piridina.

Para cepas comerciais da Holanda e do Japdo, a redugdo é dependente
de temperatura (a redugao de NAD(P)" é semclhante nestas duas). Interessante
notar que as cepas brasileiras nio s3o sensiveis a estes fatores externos como
mostrado na Fig. 23B. Para explicar a sensibilidade de temperatura destas
células, foi proposto que existam moléculas (um tipo dc "termossensor
biologico™) na superficie polissacaridica da parede celular que sdo responsaveis
por este fendmeno (Pereira, 1995a). Aparentemente estes "termossensores” nio
estdo presentes nas células das cepas brasileiras (Fig. 23B) (Pereira, 1995a).

Na Fig. 24, estas reagdes de redugiio foram analisadas variando o pH
externo (de 1 a 9), e foi descoberto que em pH baixo as células nio reduzem
bem os nucleotideos de piridina. Este fendmeno pode ser atribuido a extrusio
de protons através da ATPase (Loureiro-Dias & Santos, 1990). Estas células
estio energizadas (ou seja, estio respirando e consumindo O»),

consequentemente uma carga negativa ¢ observada no seu interior. Os protons
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do acido entram na célula devido a um potencial de membrana (interior da
celula tem carga negativa em relagdo ao meio externo) ¢ a um gradiente
quimico (concentragio maior de prétons no meio extracelular) (ver esquema T),
O meio intracelular torna-se acido, ativando a ATPase (Eraso & Gancedo,
1987). Esta enzima ¢ responsavel pela extrusdo de protons. Este fenémeno
implica na deple¢io de ATP (gasto pela enzima para expulsar os protons) e
acumulo de AMP, este ultimo inibe a fosforilagdo de plicose (Loureiro-Dias &
Santos, 1990) (ver esquema I). Como conseqiéneia, a via glicolitica ¢ das
pentoses fosfato, que sdo as vias de produgdo de NAD(PYH, estdo mibidas
como observado na Fig. 24A. Interessante & que as cepas brasiletras nio sio
sensiveis as variagdes de pH. I possivel que estas cepas niio tenham ATPase
¢m suas membranas, ou mesmo sc ela esty presente, esta inativa nestas
condigdes. E valido notar que quando o pH externo é mudado de seis unidades,
0 pH interno nestas células varia somente | 4 unidade (Slavik, 1982; D¢ La

Pefia et al., 1982).
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Figura 24: Efeito de pH na reducio dos nucleotideos de piridina existentes
em células vivas de fermento de padaria (Saccharomyces cerevisiae),
Fermento de padaria (F.P., 2.3 mg/ml) foi adicionado ao meio de reacio
com pH apropriado. A temperatura do experimento foi mantida a 200C
durante o periode de observacdo. A) cepas comerciais da Holanda e do
Japio; B) cepas comerciais do Brasil.
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Figura 25: Consumo de oxigénio por cepas comerciais de Sacchoromyces
cerevisiae. Fermento de padaria (F.P., 2.3 mg/ml) foi adicionado & agua
bidestilada e deionizada (pH = 6.0, temperatura = 20°C). a) Fermipan
(Holanda); b) Itaiquara (Brasil); c) Nishin Seifun Co. (Japio) e d)
Fleischmman (Brasil).
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O consumo de oxigénio estd ligado a reducdo de nucleotideos de
piridina. Eles sdo reduzidos na via glicolitica, via das pentoses fosfato e no
ciclo de Krebs (Rawn, 1989). Fig. 25 mostra que células japonesas consomem
altas quantidades de oxigénio, mostrando que estas células tém um
metabohismo aerdbico muito mais ativo do que os outros tipos de células
estudadas aqui. A cepa holandesa reduz a mesma quantidade de NAD(P)H do
que a japonesa, mas o consumo de oxigénio é mais baixo. Isto significa que a
redugdo estd sendo feita principalmente através da via anaerébica. Este
consumo dc oxigénio pelas células brasileiras é muito baixo ¢
consequentemente a redugdo dos nucleotideos de piridina também. Como
conseqiéncia, o metabolismo destas células € lento. Em termos praticos (uso
em sintese organica), a célula que possui altas quantidades de NAD(P)H,
reduzira um substrato mais rapidamente. Isto € visto ao comparar os dois insets
presentes na Fig. 23 (adicdo de acetoacetato de litio). No segundo quadro
("inset"), acetoacetato de litio no causou nenhuma oxidagdo detectavel de
NAD(P)H.

Alcool alilico (um provavel inibidor da enzima I-lactato desidrogenase,
usado por Nakamura e colaboradores, 1987, 1991; Pereira, 1995a; 1995b) foi
adicionado nos experimentos da Fig. 26. Estc composto quimico é
transformado em acroleina pela agdo da enzima alcool desidrogenase (ver

esquema IT) (Pereira, 1995a; Schauenstemn & Esterbauer, 1979). Acroleina
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induz hipoperoxida¢do em membranas biologicas, através da producgido de
espécies reativas de oxigénio (ER.O.S., ver esquema II) (Jaeschke er ai.,
1987). Estas espécies de oxigénio podem inativar a enzima L-lactato
desidrogenase (Darnet er al., 1993) e se elas estio em altas concentragdes,
podem oxidar os residuos SH de proteinas presentes em membranas de
organelas (Pereira, 1995a; Pereira et al., 1992; Pereira & Hermes-Lima, 1995)
e de células (Pascoe & Reed, 1989). Isto produr. uma alteragdo na homeostase
de células e organelas, provocando perda da viabilidade celular (Pascoe &
Reed, 1989). Para evitar isto, as células tém que ter win bom mecanismo de

defesa antioxidante 0 qual é
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constituido por enzimas tais como catalase e superéxido dismutase (Pereira,
1995a).

Fig. 26A mostra que adigdes crescentes de alcool alilico causam um
decréscimo na redugio de NAD(P)* nas cepas holandesas e japonesas. Por
outro lado, este fenémeno ¢ invertido com as cepas brasileiras (Fig. 26B).
Provavelmente nesta nltima exista um bom mecanismo de defesa antioxidante,
como mencionado acima. Para isto devera ser medido posteriormente a
atividade da catalase ¢ superoxido dismutase destas células. Como observado,
a produgdo de NAD(P)H na cepas brasileiras ¢ mais eficiente que as
holandesas e japonesas, nestas condigdes. Isto pode ser explicado baseado no
fato de que quando alcool alilico é transformado em acroleina, uma molécula
de NAD(P)*" ¢ reduzida (Schauenstein & Esterbauer, 1979) (ver esquema II).
Na Fig. 26A isto provavelmente também ocorreu, mas a toxicidade da acroleina
inativou uma boa parte da populagio de células devido, provavelmente, a estas

nao possuirem enzimas antioxidantes (Pereira, 1995a).
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Figura 26: Influéncia de alcool alilico na reducio de NAD(P)' dentro de
células vivas de Sacchoromyces cerevisiae. Fermento de padaria (F.P., 2.3
mg/ml) foi adicionado A 4gua bidestilada e deionizada (pH = 6.0,
temperatura = 200C) contendo dlcool alilico nas concentracoes indicadas.
A) cepas comerciais da Holanda e Japiio; B) cepas comerciais do Brasil.
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Outro aditivo testado foi acido acético (I1g. 27). Acredita-se que este
acido melhora o excesso enantiomérico devido iibir o sitio ativo de
determinadas enzimas de S cerevisiae (Ushio ef al., 1991). O aumento da
concentragdo de acido acético faz a redugdo de NAD(P)* diminuir (Fig. 27A e
27B). O mecanismo para explicar isto pode ser 0 mesmo para a Fig. 24, quando
o pH extracelular ¢ baixo (ver esquema II). Medidas de pH intracelular feitas
atraves dc ressonancia magnética nuclear de fosforo 31, de células de S
cerevisige antes e depois da adigdo de acido acético, mostram que este ¢ outros
acidos orginicos diminuem o pH intracelular (Pampulha & Loureiro-Dias,
1989)(ver esquema I11). Destas informagdes, é possivel extrapolar que ¢ acido
acético age como um seletor de enzimas devido a alterar o pH intracelular. Isto
faz mais sentido do que dizer que este acido iniba os sitios ativos das enzimas.
Alguns destas enzimas foram isolados de S, cerevisiae e sabe-se que alguns sdo

inativados em determinadas faixas de pH (Nakamuraert al., 1991)
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Figura 27: Influéncia da adicdo de scido acético na reducio de NAD(P)*
dentro de células vivas de Sacchoromyces cerevisiae. Fermento de padaria
(F.P., 2.3 mg/ml) foi adicionado a dgua bidestilada e deionizada {pH = 6.0,
temperatura = 200C) contendo dcido acético nas concentracoes descritas.
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Um outro grande problema nas reagdes feitas com fermento de padaria é
a solubilidadc dos compostos orgdnicos a serem biotransformados (Pereira,
1995a; 1995b). Compostos com capacidade detergente tais como dodecanol
tém sido usados para melhorar csta solubilidade (Bare er al., 1991; Pereira,
1995a). ILntretanto, detergentes e emulsificantes sdo geralmentc muito
venenosos para as células vivas. Decanol foi adicionado no meio de reagédo
contendo fermento de padaria. Fig. 28A e 28B mostram que todos os tipos de
células rcagem da mesma maneira. Baixas concentragoes de decanol melhoram
redugdo de NAD(P)™, ao passo que altas concentragdes tém um efeito toxico

(uma provavel acdo detergente na membrana lipidica ocorreu) (Pereira, 1995a).
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Figura 28: Efeito da adicdo de decanol na redugio de NAD(P)T dentro de
células vivas de Saccharomyces cerevisiae. Fermento de padaria (F.P,, 2.3
mg/ml) foi adicionado & Agua bidestilada c¢ deionizada (pH = 6.0,
temperatura = 200C) contendo decanol nas percentagens indicadas. A)
cepas comerciais da Holanda e Japiao; B) cepas comerciais do Brasil.
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CONCLUSAO DA PARTE I:

Pelos resultados aqui encontrados, conclui-se que os diversos fermentos
biologicos comerciais existentes pertencem a cepas diferentes. Por esta razio,
para se repetir resultados de um outro laboratério (principalimente do exterior),
¢ obrigatorio usar a mesma cepa, ou se¢ja, células com as mesmas
caracteristicas bioquimicas. Na falta destas, a dosagem de NAD(P)H se faz
necessaria, pois através deste método podemos conseguir uma amostra de
células que se aproxime do que queremos. Através desta dosagem podemos
saber quando devemos adicionar o substrato a ser biotransformado (nos
resultados da fig. 23A, depois de uma hora de incubagdo). Pode-se saber
também se¢ uma determinada célula € ou ndo sensivel a temperatura ¢ outros

faiores que podem aumentar ou diminuir o tempo de catdlise.
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II. 1. INTRODUCAOQO

II. 1.1 O Microscopio de Forca Atomica:

A idéia do desenvolvimento de uma sonda para varredura e obtengido de
imagens de superficies ndo condutoras, levou a criagdo do microscopio de forga
atomica (MFA), cinco anos apos o aparecimento do microscopio de tunelamento
(Binning et al., 1986).

Quando a sonda da ponta se aproxima dos atomos da camada mais
externa da superficic de uma dada amostra, a sobreposi¢io das nuvens
elefronicas provoca o surgimento de uma forga repulsiva forte, e que ¢
proporcional a densidade eletronica total (Dejarguin, 1987; Israelachvili, 1985).

Sdo estas forgas atrativas e repulsivas que podem ser detectadas nos
cxperimentos de varredura de forgas. A sondagem destas forcas nas diferentes
regides de uma dada superficie pode fornecer muitas informagdes sobre sua
topografia, bem como de outras propriedades (Dejarguin, 1987, Israelachwili,
1685).

Existem basicamente dois tipos de microscopia de forga: a microscopia
de forga atémica por contato e por nio contato, gue tém como base as interagses
repulsivas e atrativas respectivamente.

Ainda que a MFA foi desenvolvida como conseqii€ncia do sucesso da

microscopia de tunelamento, o conhccimento acumulado sobre as forgas

62



Introdugdo - Parte 11

atuantes entre superficies poderd vir a ser auil para o desenvolvimento da MFA.
Estudos das interagbes mecéanicas sempre fol um campo bastante pesquisado,
onde os resultados experimentais ¢ modelos tedricos t€m se acumulado nos
titimos 40-50 anos.

O mais importante ¢ mencionar que os resultados teoricos sdo bastante
concordantes com os dados obtidos experimentalmente. Num aparelho de forga
que foi desenvolvido em 1980, foi extensivamentc estudada {Dejarguin, 1987) a
dependéncia da for¢ga com a distincia entre objetos macroscopicos. Foram
detectadas forcas atrativas da ordem d¢ 10-8 N a distancias de separagio que
vao desde centenas de nandmetros até menos de 30 nm. Com o mtuito de
superar as dificuldades expenmentais, foram utilizadas microbalangas com
"feedback" para a detec¢do de forgas atrativas. Desta forma foram obtidas as
forgas de adesdo em diferentes materiais que mostram boa concordancia com as
previsdes teoricas (Dsyaloshinskii ef al., 1961).

Os resultados obtidos pela MFA por contato apresentam melhor
resolugcdo do que os por nido-contato, e o registro das vartagdes das forgas
repulsivas € tdo simples quanto o das forcas atrativas. O microscopio operando
no modo por contato tém bastante analogia com um profildmetro, instrumento
utilizado para medidas da topografia de superficics (Israclachvili et al., 1972)

Entretanto as maiores vantagens do MFA estdo relacionadas com a sua

sensibilidade a for¢as menores, entre a ponta do sensor e a superficie, € a sua
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alta precisdo na avaliagdo de corrugacdes verticais das superficies sondadas. As
forcas obtidas pelas sondas na MFA sdo de trés a quatro ordens de grandeza
menores que as obtidas pelos profildmetros, que sdo sensiveis as forgas da
ordem de 10-5N. Isto permite que materiais com relativamente baixos limites de
deformagao plastica possam ser examinados de forma ndo destrutiva através da
MFA por contacto. A variedade de materais moles, tais como os biologicos,
podem ser ampliadas quando as medidas de MFA sdo realizadas em meio
liquido. Devido & forte dependéncia das forgas repulsivas com a distancia, as
corrugagoes das superficies podem ser detectadas com precisdo através desta
técnica. A resolugdo vertical da MFA € maior do que a obtida por microscopia
eletrénica de varredura ou por interferometria optica (Israelachvilier al., 1972).

Os registros de topografias de superficies, em escala atdomica, sido
propriedade tmica dos MFA por contacto e tunelamento, que aumentaram as
possibilidades dos métodos microscépicos nos altimos anos.

Superficies monotonicamentc achatadas, como por exemplo a mica, ©
grafite ¢ materiais lamelares em geral, podem ser examinados com sucesso por
MFA, em escala atdmica (Albrecht & Quate, 1987; Binning ¢/ al., 1987). No
presente momento, a resolucdo da MFA por contacto € proxima da obtida por
microscopla de tunelamento. Comparagdes de imagens obtidas pelas dnas
técnicas numa mesma amostra poderdo ser muito uteis para estudos tanto da

topografia como da estrutura eletrénica de superficics.
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Com o rapido desenvolvimento de instrumentos comercials de MFA ¢ a
expansao de suas aplicagdes a matcnais diferentes, tais como biolégicos ¢,
inclusive, células vivas, tém sido encontradas varias dificuldades experimentais
para aplica¢fo desta técnica.

Os prncipais problemas estao relacionados com o controle da forga
aplicada a amostra durante as medidas, nos diferentes ambientes, e também
devido a geometria da sonda. Como resultado, o surgimento de artefatos
experimentais tém sido inevitdveis. No presente momento, uma cwidadosa
escolha das condigdes experimentais € das sondas mais apropriadas € um passo

extremamente importante para a utilizagdo da MFA com sucesso.
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iI. 2. RESULTADQS E DISCUSSAO

Figuras de 29 a 33 apresentam micrografias de 4 cepas de fermento
padana. (Saccharomyces cerevisiae) feitas com um microscopio de forca
atérmca (MFA). Estas imagens foram reprodutiveis (mesmo quando geradas em
outro MFA de marca difefente (TOPOMETRIX TMX 2000) e elas eram as
mesmas quando o scan foi repetido. Este instrumento foi cscolhido porque este
tipo de células podem ser wvistas sem o uso dos métodos convencionais de
fixagdo usados obrigatoriamente em microscopia eletronica (Pereira er al.,
1995). Um dos métodos mais comuns usados para preparar biomoléculas para
MFA ¢ a imobilizagido do biomaterial (Roberts er al, 1994). Embora as
amosiras pudessem ser imobilizadas através de atragio eletrostatica (Pereira ¢t
al., 1995; Roberts ef al., 1994) sobre um suporte bem barato como a crisotila
(Sorrilha ef al., 1992), ndo foi escolhido nenhum destes métodos. As amostras
foram apenas secas por cerca de 6 horas em uma estufa a 28°C. Um ponto a
destacar € que as células ndo sdo mortas durante o periodo de observagio, o que
€ comum em microscopia eletronica. Outro ponto importante € que 0 MFA pode
gerar fotos em escala atdomica, o que ¢ impossivel para os microscopios
eletrénicos. Apesar destas vantagens a microscopia de forga atomica tem varios
problemas para se conseguir imagens de células integras, devido & deformmagio

que a amostra sofre pela ponta de varredura do microscopio (Yanger al., 1993).
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Figura 29: Micrografias de forca atomica tridimensionais de superficie
mostrando diferentes aspectos morfolégicos entre cepas comerciais de
Saccharomyces cerevisiae. O pH da agua usada era de 6.0.

A) Fermipan (Holanda);

B) Itaiquara (Brasil);

C) Nishin Seifun Co. (Japao);

D) Fleischmman (Brasil).
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Este problema pode ser solucionado quando sdo usados métodos que dio certa
rigidez 3 membrana das células vivas (amostra) (Yang e/ al., 1993), ou enldo,
quando sio usadas células que possuem parede celular. A parede celular da uma
certa rigidez natural a amostra (Brady et al., 1994), consequentemente ndo ¢
necessario usar metodos que tornem a amostra rigida (Yang er al., 1993),
tornando possivel as imagens dc alta resolugdo como mostradas neste trabalho
(sem necessidade de fixagao).

As imagens obtidas sdo consistentes com aquelas obtidas por
microscopia eletronica de varredura (Dziezak, 1987), incluindo tamanho ¢
forma.

Figs. 29 e 30 mostram que estas células possuem diferengas morfologicas
marcantes. Nota-se wmna alta populagio celular nestas fotos devido ao preparo
da amostra ¢ a necessidade de que quanto mais densidade populacional
tivéssemos mais facil seria a localizagido do objetivo.

Figuras 29A a 29D e 30A a 300D mostram que estas células t€m aspcctos

morfologicos distintos provavelmente devido pertencerem a cepas diferentes.
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Figura 30: Micrografias de for¢ca atomica tridimensionais de superficie

mostrando diferentes aspectos morfologicos entre cepas comerciais de

Saccharomyces cerevisiae. O pH da agua usada era de 6.0.

A) Fermipan (Holanda);
B) Itaiquara (Brasil);
C) Nishin Seifun Co. (Japao);

D) Fleischmman (Brasil).
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Em todas as fotografias os paines A e C representam cepas holandesa e
japonesa, respectivamente, e painel B e D cepas brasileiras.

A superficie cxterna destas células sdo constituidas de polissacarideos
tais como mananas ¢ glicanas (Phaff, 1977), proteinas, quitosano e quitina
(Brady & Duncan, 1994) que nio permitem a passagem de moléculas vindas do
meio externo. Quiro ponto é que esta membrana sendo rigida, o fendmeno de
ex0- ou endocitose ndo deva ocorrer, € portanto o influxo de substrato seja feito
através dos poros existentes na parede celular (Fig. 31A, 31C e 31D). O
didmetro destes poros variam de célula para célula e este fato pode exercer uma
importante influéncia na velocidade das rea¢des quando biotransformagdes sdo
feitas. Os poros das cepas japonesas e holandesas sdo ccrca de 3 e 4 vezes
maiores, respectivamente, do que aqueles das cepas brasileiras.
Conseqiientemente, o influxo de substrato deve ser na mesma proporgdo. Este
pode ser um dos fatores, além da produgdo de NAD(P)H, que contribue para
que as cepas holandesas e japonesas tenham maior poder de redugio do que as
ccpas brasileiras como observado na parte I deste trabalho (Perera, 1995a:
Pereira et al., 1995).

Todas as micrografias da Fig. 32 sdo da cepa japonesa. As figuras 32A e
32B mostram que a cepa japonesa tem uma superficie rugosa ¢ que pode-se
notar uma protuberdncia que ¢ uma provavel comumcag¢do da molécula de

ATPase com o meio extracelular, ou entdo, um "termossensor biologico” que
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00
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Figura 31: Micrografias de forca atdémica mostrando poros na parede
celular polisacaridica de cepas comerciais de Saccharomyces cerevisiae.

A) Fermipan (Holanda);

B) Nishin Seifun Co. (Japio);

C) Fleischmman (Brasil).
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Figura 32: Micrografias de for¢a atomica tridimensionais da superficie da
cepa comercial japonesa de Saccharomyces cerevisiae, obtidas de Nishin

Seifun Co.
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Figura 33: Micrografias de for¢a atdémica mostrando moléculas de
polissacarideos na parede celular de cepas comerciais de Saccharomyces
cerevisiae.

A) Fermipan (Holanda);

B) Itaiquara (Brasil);

C) Nishin Seifun Co. (Japio);

D) Fleischmman (Brasil).

74



Resultados ¢ Discussio - Parte 11

! i 40.2
! .18 015 o8
! 2 - —_——— ——
A -/\r/r \‘/j\__ W\\/J\‘Jﬁ_o1
I | ! I
o 0.4 0.8 1.2 1.6 nm
ocie 07 . R
e ols ]
}\} ) s
] M
! ! ! I
e} 0.4 0.8 1.2 1.6 nm
[<AL: 0.16 0.16
—_——— ——, —
C \/V
—-0.4
! | ! !
o 0.4 0.8 1.2 1.6 nm
Gig  G.l16
—_—— ol
— A ~o.2
7 7
b
0.1
i Il | 1
8] 0.4 Q.8 1.2 16 nm

Figura 34: Medida da distincia entre atomos na superficie da parede
celular de células de Saccharomyces cerevisiae, usando MFA.

A) Fermipan (Holanda);

B) Itaiquara (Brasil);

(") Nishin Seifun Co. (Japio);

D) Fleischmman (Brasil).
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faz estas células sentirem variagdes de temperatura no meio cxtracclular como
postulado anteriormente (Pereira, 1995 / ver parte [ deste trabalho). Na Fig 32C
e 32D, descobriu-se uma rugosidade que pode ser uma provavel cicatriz de
brotamento, quando esta micrografia € comparada com aquelas feitas com
microscopia cletronica de varrcdura (Dziezak, 1987). Esta cicatnz de
brotamento pode ser um pouco diferente daquela mostrada pela microscopia
eletronica, porque elas vém de diferentes cepas de S. cerevisiae.

Os resultados da figura 33 mostram que carboidratos sfo candidatos
interessantes para serem estudados pela microscopia de forca atdbmaca. O
tamanho ¢ forma destas estruturas podem ser dificeis de serem determinadas por
métodos biofisicos convencionais (Morris, 1994; Pereira ef al., 1995). Até o
presente momento existe um numero limitado de estudos de polissacarideos com
MFA (Morris, 1994; Perewra er al., 1995). A membrana externa da parede
celular da célula de S. cerevisiae consiste de manana, polimero de mondémeros
do agucar manose, ligado a proteinas (Brady ef al., 1994). Figura 33A a 33D
apresentam micrografias a nivel atébmico. Em todos os paméis, notam-se
estruturas fechadas que, provavelmente, sdo moléculas de agtcares (0.1 nm = |
A). Particularmente, na figura 33B, a estrutura fechada, indicada pela seta,
aproxtma-se uma "conformag¢ao de cadeira”, como ¢ conhecido anéis dc 6
membros em sua conformagio mats estavel em bioguimica e quimica organica

(Nyburg, 1961, Pereira ef al., 1995).
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Um dos mais sérios problemas para fazer imagens em aita resolugdo no
ar, como as apresentadas aqui, € a4 contaminagdo da ponta (Yang ef al., 1993).
Este problema € elimmado quando a amostra esta imersa em ligmdos (Yang ef
al., 1993). E possivel que a contaminagio da ponta ndo estivesse presente nestes
expcrimentos porque as células da amostra tém tendéncia a reter agua devido as
hidroxilas presentes nos polissacarideos da parede celular € a temperatura usada
foi branda (280C) e tempo de secagem pequeno {cerca de 6 horas). As células
estavam hidratadas e continuavam a crescer e dividir. Isto foi notado quando as
amostras foram retiradas do MFA, depois de 24 horas e foi observado que o
cantilever foi perdido porque estava aderido entre células da amostra (devido a
esta ter crescido em altura). Com um microscopio optico, fol visto que a amostra
também tinha aumentado em tamanho, provando que as células estavam se
dividindo.

Nas figuras 34A a 34D, (o1 medida a distancia entre dois atomos
adjacentes presentes na parede celular destes micrébios. Uma distancia média
de 0.16 nm (=1.6 A), que é cocrente com os resultados de difragiio de raios X

para ligagdo simples carbono-carbono que € 1.53A (Nyburg, 1961).
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CONCLUSAO DA PARTE II:

Estes resultados foram um grande passo na area de microscopia de forga
atomica, pois através de um preparo simples de amostras podemos fazer
micrografias de células vivas que contenham parede celular (fato considerado
inédito at¢ o presente momento). Podemos também fazer estudos
morfométricos em cepas de células vivas da mesma espécie, 0 que ndo ¢
possivel com um microscopio cletronico de vatredura. Além disso, o estudo da
disposi¢do tridimensional dos atomos (¢ a distancia entre eles) da parede

celular é outra grande possibilidade aberta com o presente trabalho.
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CONCLUSAQ GERAL:

Os resultados desta parte da tese confirmam a hipotese mmicial que estas
células pertenceriam a cepas diferentes e que como conseqiiéncia deveriam ter
aspectos morfologicos diferentes como obscrvado nas fotos geradas pelo
microscopio de for¢a atdmica. Alguns aspectos como didmetro dos poros,
podem exercer influéncia direta na velocidade das reagdes de biotransformagdo
executadas com estas células. Assim, a técnica de MFA associada com medidas
bioquimicas apresentadas na PARTE 1 podem ser usadas para identificar um
tipo de célula mais adequada para um tipo de reagdo de biotransformagio,

obtendo-se assim resultados mais reprodutiveis.
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REVISAQ

FERMENTO BIOLOGICO DE PADARIA (SACCHAROMYCES CEREVISIAE) E SEU USO

EM SINTESES ASSIMETRICAS

Ricardo de Souza Pereira

Instituto de Quimica - Luboratério de Quimica Bivldgica - Universidade Estadual de Campinas - CP 6154 - 13084-970 - Campinas - SP

Recebido em 16/11/94; aceite e 2/2/95

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 veast (Saccharomyces cerevisiae) for synthesis of medi-
caments and ather arganic compounds. Reactions with these microorganisms are cheaper and easier
to he 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 te choose strains more adequate for

reduclion reactions.

Keywords: Saccharemyces cerevisiae; biotransformation; asymmetric synthesis; baker’s yeast.

INTRODUCAO
Impertancia da Quiralidade

Had cerca de 500 anos, o mecanismo de atuagio de substin-
cias quimicas no organismo vive era totalmente desconhecido.
A introdugio de tais compostos guimives era [eita na alimen-
tagAo, na terapia de doengas ou acidentalmente.

Com o passar dos séculos e 0 advento da ciéncia moderna,
¢ homem comegou a purificar e identificar os compostos qui-
micos que realmente faziam efeito no organismo.

Atualmente sabe-se que a interagiio substancia quimica-or-
ganismo vivo € um processo biolégico que envolve a interagdo
substrato-sitio receptor. Para se sentir sabor e cheirp é neces-
sdric que ocorra esta interagio’. Para o dltimo é obrigatoria-
mente necessiric que a substincia tenha um certo grau de
volatilidade, para que na forma gasosa possa encontrar recep-
1ores que estimulem nosso olfato.

Apesar da quiralidade ser conhecida desde o século passa-
do, quando Louis Pasteur alhanda ao microscépio dptico sepa-
TOU Tecanicamente cristais com formas isoméricas de dcido
lactico?, sumente ha poucos anos tem-se notado a sua imensa
importancia em termos de intcragdo com maieriais binigicos.
Uma grande descoberta feilu rccentementc nesta 4rea € a
indugdo de cancer por particulus de pd de quartzo assimétrico.
A incidéncia de tumor foi mais significante pelo “I" do que
pelo “d”, existindo a evidéncia gue a respusta bioldgica a cris-
tais sélidos enantiomorfos pode diferir’. Diante desta informa-
¢io, pode-se concluir que deva existir receptores especilicos
nas membranas das céiulas (ou em organelas no seu inlerior)
que sido ativadas (ou sensibilizadas) pela atuagdo dos cristais
dc uma determinada conformagiio, levando & transmissio de
mensagens errdneas e ao aparecimento do tumor.

Sav muitos os exemplos de firmacos quirais que, enquanto
um dos esicreoisémeros € ativo farmacologicamente, o outro ¢
inalivo ou mesmo prejudicial ao organismo humane, O exemplo
mais cldssico € v da talidomida que foi a primeira droga quiral
em que estas propricdades foram descabertas. Um dos enantid-
meros causa defeitos de ma formagiio do feto, enquanto que o
outro ndo. Esta droga foi descnvolvida pela Chimie Griinen-
thal de Aachen, nu Alemanha, em meados dos anos cingiienta,
como um sedative para prevenir ndusea durante a gravidez®,

Em 1961, descobriu-sc que o composto produzia anormalidades
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nos membros dos fetos, chamada de focomelis, quando lomada
nos trés primeiros meses de gravidez, A maioria dos paiscs
retirou a talidomida do mercada®,

Mas em 1979, pesquisaderes da Universidade de Bonn, Ale-
manha, separaram os dois isdmeros da talidomida e relaturam
que o enantidmero (5)-(-) é teratogénico em ratos € a [orma
(R)-(+) ndo causa nenhum problema.

~IYY N

o

R 5
TALIDOMIDA

Este relato ndo € apenas um esfor¢o da indidstria farmacéu-
tica para vender um sedativo, pois fol descoberto que esta dro-
ga também inibe replicagio do virus da AIDS?. Porém em 1984,
cicntistas da Universidade de Miinster, Alemanha, descobriram
guc cada cnantidmero racemiza em pH fisioldgico em tubos de
Ensalp vu cm ratos injetados com a droga. Estas descobertas
sugergin yuc ambos os enantidmeros da talidomida podem ser
teratogénicos em humanos porque podem racemizar no interior
do corpo humano®,

Nos Estadus Unidos, cerca de 209 das drogas comerciali-
zadas estav nu forma de um enantidmero puro®, fata que nio é
observado no Brasil com fregiiéncia:

Aquiral
A%

purn
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Abaixc foram colacados outros dois exemplos de fdrmacos
que sio vendidos na forma racémica:

cH CH
| ‘o u | Yo n

“ £

CH ~— N 4~ COOH

CH. CH
A
L-{R7- CARNITINA - (8)- CARRITINA
{USADA N AS DESORDENS TOXICA)
MUSCULARES E DOEMGAS DU CORACAL)

NOMES COMERCIAIS:

L- CARNITIN & (LABDTAMICK D0 BRASIL)
ENZVITAL (FARMAS Al

NUTRIMATZ (BIOLAB)

APETIRE 111BER)

H H
Me, CH CHI_-@_r CH, Me CH g'_‘|-1_\—<®—<-u('_l‘!'3

CDOH coon

R (- ) IBUPROFENC 5 {+ ) IBUPRDFEND

(TNATIVO) {ANTLINFLAMATORIC)

NOMES COMERCIALS:

MOTRIN (RHODHA)

ARTRIL (FARMASA)
RUPROFENQ (UNIAO QUIMICA}
PARARTRIN (CAZIL)

No caso da carnitina € necessdrio ter sempre um eslereoi-
sdmero puro.

Cutro exemplo interessante € o da alteragdo de sabor quando
uma substincia apresenta quiralidade, conforme ilustrado™ *

ASPARAGINA
HOOC Y\ﬂ/ NH 2 H2 N \ﬂ/\l/ COOH
MH2 8] o NHE
DQCE AMARGT

Sinteses Assimétricas

A redugio de uma carbonila pré-guiral por bonidrels de
sadio, produz uma mistura racémica de alcodis guirats, Isto €
vista na equacio abaixe®

a
/L NaBH , OH>\H
”
- . . e
A R, R 3

(1)

onde R, ¢é diferentc de Rs. E freglicnte produzir uma mistura
rac%mica ¢ cntio scparar os cnanlilﬁmcws por métodos fisi-
cos’. Por exemplo, membranas liqguidas contendo €teres coroa
quirais tdm resclvido enantiomeros de DL-fenilglicina'®. En-
tretanto, aplicagdes industriais desta tecnologia tém sido limi-
tadas devido ao longo tempo gasto®.

Outra grande drea em desenvolvimenio para produgao de
firmacos quirais puros ¢ a separacio da mistura racémica por
métodos de cromatografia liquida*, A desvantagem estd na
perda econémica do processo, ou seja, 50% de material € per-
dide (isémero indesejavel). Uma alternativa é, se nio for acha-
do outro use para este enatidbmero indesejdvel, racemizid-lo e
tentar recicld-lo para poder diminuir a perda econdmica®. Qu-
tro prohlema que desfavorece o uso de métodos cromatograficos
¢ a grande quantidade de solvente usada, o que também

QUIMICA NOVA, 18(5} {1995)

inviabiliza economicamente v processo de grande escala’.

Existem alguns catalisadores guitnicos modernos, especial-
mente compostos organometdlices, que sao usados em sinteses
assimétricas. Neste caso, eles produzem apenas um estereaisd-
mero, ou seja, a reagdo tem um aito excesso enantiomérico,
porém estd limitada pelo alto custo e pela sua grande acdo
empirica‘! 12

Além dos organometdlicos, existem outros catalisaderes al-
tamente estereoespecificos: 530 as enzimas, que hoje estio des-
pantando como uma solugdo para sinteses assimétricas.

MNa maioria das vezes, o preco destes biocataiisadores tam-
bém & alto, porém o seu uso na forma imobilizada torma pos-
sfvel a sua rewtilizagdo e facilita a separagio do produto. Isto
torna vidvel o seu uso a nivel industrial.

As enzimas da classe das desidrogenases € que substituem o
boriidreio de sédio (NaBil4) na reagio da equacio 1. Para 1al,
clas rcguerem como cofator NADH (nicotinamida adcnina
dinucieotideo - forma reduzida) ou NADPH (nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato - torma reduzida), que tém um
alto custo (Smg = USE 29,90). IPara contornar cstc problema,
cmpresas americanas de guimica fina, que produzem sintons
quirais para a inddstria farmacéutica, t8m conseguido reciclar
estes colulores de maneira barata ¢ simples como ¢ visto no
esquema I°. Neste caso, o sinton produzide & o o - hidroxi -
butirato, reduzido a partir do @ - cctobutirato pela enzima L -
lactato desidrogenase, que © faz oxidando uma molécula de
NADH. A reciclagem deste altimo ¢ feita através da dlcool
desidrogenase lipy Jl, a pariir da oxidagio de etancl que €
convertido a acetalde{do. Este acetaldeido atravessa a membra-
na e passa para o “compartimento de regeneragio” onde € 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 gue ser estéril, ou seja, livre
de microorganismos oportunistas gue podem degradar estas
enzimas, pois na verdade elas sdo proteinas e como conse-
giiéncia uma boa fonte de alimento para estes microorganis-
MOS 1NVASOres.

COMPARTMENTO DE PRODUGAC:

coo
| pHw15
=0 —
| T CH,CHO  — |—=
o, o,
Acataidgidg
a- CETOBUTIRATO
L+ Lactala Aronl
Dezilrigermas Dreside umause
con .
| NAD ciyen,on -4 —
HO— ¢ —H
| Etanod —
CHyCH,

a - HDROXIBITIRATO

COMPARTMENTO [TE REGENERAGAC:

) pH 12,6
CH, CHO B,
Acelalosklu
ilir—— — -
CH,CH, O m
Etarot
Esquema I
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Uma alternativa eficaz ¢ barala aos catalisadores anterior-
mente citados é o fermento biologico de padaria, que é um
microorganismn vivo cujo nome cientifico & Saccharomyces
cerevisiae e que teve seu uso intensificado em sinteses assimé-
tricas nos dltimos anos'? " '3, Fica entendido aqui que ndo é o
uso das enzimas isoladas deste MICIOOTZanismo que 530 usa-
das, mas ele in natura como é usado para fazer bolos, ples,
etc. O uso de mtcroorgdnismos vivos integros, para cartalisar
reagfes (na verdade sdo as enzimas no seu interior que fazem
1sto) em quimica organica, ¢ denominade biotransformagao'®,
Este com.cnu ainda abrange o usa de outros matcnzus biologicus:
RNA'", anticorpos'® ~ 2 ou enzimas isoladas'®, porém estes sao
caros e dificeis para o quimico orgfnico trabalhar. pots requerem
um bom conhecimenta de imunologia e/ou bioguimica. Mais adi-
ante serio consideradas as vantagens ¢ limitagdes do uso de fer-
mento biolégico de padaria em sinteses assimétricas.

O fermento bialégico de padaria consegue catalisar vérios
tipos de reagdes: redugio®, condensagao?®, ciclizagao™ %, oxi-
dagio®™ ¥ sendo quc somenle a lltima ndo produz carbono
quiral. Cada uma das reagfes serd exemplificada a seguir ¢
cOm 05 TeSpECtivos mecanismos das enzimas que as catalisam.

a. Reacoes de Reducao

a.1 Redugdo de carbonilas® %%’

Sintese de L-carnitina:

? a
cl \J\ 5. cerevisise HO;,_'I i
T 0. M,y SN o
-CgH
B 17
4 - CLORO ACETOACETATC DE OCTILA {Ak 4 CLORG - i - HOROXBUTIRATO
DEOCTLA
HCL {CHQ?SN
CHy o
Jra
HC—N o O
GH3
L - CARNITINA.
Sintese de epoxipropano:
H

HzT _ii_c“g 5. cerevigise HpC —— C-—=CH,
Ci o} | |
CLORCACETONA

Cl OH
1-CLORO-2-PROPANCL

H

H

HaC— C-—-—CHB

12 - EPOXPRDPAND

E interessante notar que ocorre geracio de um centro assimé-
trico nas moléculas reduzidas. Estas reagdes sdo catalisadas por
enzimas (no interior da célula do fermenta) periencentes & clas-
se das desidrogenases. Estas enzimas sio a L (5) Lactato
desidrogenase (E.C. = 1.1.1.27) e a dlcoo! desidrogenase
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Sintese de f-OH-butiraio de etila:

L FERMENTG  OH H oH H
COOR: —_— cooR . W _.coom

D
ACETOACETATO PADARIA S(+) 99% 6 (-} T%ee
DE ETLA f - OH - BUTIRATU DEETILA

COMPRSTOS NATURALS SINTETIZADOS A PARTIF. DO B « UH - BUTIRATO DEETILA:

s

]

g

{50-{+1)- SUCATOL

[R}-{~ )+ LAVANDUL.
Me
"'-T/\.J\,\f’ o Me
0 u g 5
| o
o FaCN &
o ‘Me 1
o COOM:.
[ Fu R} - PIRENOFORINA GRISCOVIRIDIN A (PRECURSOR)Y

Me
) 4]
Me”

{R1-{+)- RECFEOLIDE

COLLETORIOL

(E.C. = 1.1.1.10*. Como estes biccatalisadores estdo no interi-
or do micreorganismo, o composta quimico a ser biotransfor-
mado tem que penetrar nestas célujas vivas e depois sair, Para
que tais reagdes ocorram, é necessirio que as células de fer-
mento estejarn vivas (células mortas nio caialisam reagdes). A
viabilidade celular pode ser testada por consumo de oxigénio
através do eletrodo de Clark®™. As enzimas reduzem o subsira-
to utilizando como cofaror NADI {nicotinamida adenina

MECANBMD DE REDUCAD DA L{S} LACTATO CESDROGENASE:

c i ]
-~ /-\ /L OHy — His 195
HyN \0 [ C/C\ R /‘\T/
25T Pl
o] o
2NQ{I"'?NH?
c
i Arg 171
T‘"z
H‘P
NADH
X
H— C—0OH
c
o o
L - Lectaty
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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 é demonstrado no mecanismo a segnir quando estas enzi-
mas reduzem seus substratos naturais (estio mostrados apenas os
aminodcidos que participam do sitio ativo da enzima)™*,

Nota-se que o piruvato, que € o substrato natural desta en-
zima, € muito semelhante ao acctoacctato {diferc apenas por
um (CHs). A enzima atua sobre o substrato artificial devido cle
ser semeihante ao substrate natwural, ¢ o mecanismo de acdo
para ambes, provavelmente, sdo semelhuntes. A aleool desi-
drogenase depende de fons zinco ¢ ¢ por islo yue alguns pes-
quisadores adicionam zinco ac meio com S cerevisiae™. O
5U MECANSIIG € o m’:gumtez}‘t

WECAMSMO DE REDUGAD DA ALCOOL DESOROGENASE:

A
N
HADH
’_, \| S-C“
Ha N/ \ Ha
CH3 O-"-?J\ Yare N— His
~
5-Cys
H+
*
NAD
H,
""-C/HH
N
HSC oM
ETAMOL

a.2 Redugdo de dupla ligagdo

Além das reagfes de reducdo de carbonilas, que sio vari-

astt as desidrogenases no interior do fermento de padaria re-

duzem doplas ligagdes, produzindo centros quirais como exem-

phficado' a seauir:
o a
0. crravinime ﬁ
o A"

[s)
{6R) - 2.2, 6 - TRMETLGICLO
HEXAND - 1.4 - DICHA

OX OIS OFORONA

H g Panapriud

13
{PREFERENC Nﬁc’ 6
HO* R N - Y

R™ Ho'' s [
(4R, BR) - 4 - RDROX!-2,2, 6 -
// TRMETL CICLOHE X ANDMNA

/
/

3R] - CRFTOXANTHA
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Na sintese de aminodcidos’'

i =
H CO,CH, o
S cerevisiau g\/L\
Co,H

R =]

CH N,
Ns ]
F‘1\)\ — H\)\
co, CH:! Man £G,CH
HyPd-BaS0,
+ . - .
NHJCI HE {an) NHJCI
R H
{:Crz,(:H3 CO:{H
RESMA DE TROCA
DNDE A; BNCA
tCHJIZCH
CHCl,
NHy
A
COEH

Quando se usa o isdmero E, ocorre a formagio do isdmero
R com 92% de excesso enantiomérico. No caso do isdbmera Z,
hd a formagio de § com Y8% de excesso enantiomérico’’,

b. Reagdes de Condensagio

Sintese de efedrina:

o
a H
Ry vc 3 €H,
iQ + l _5. cezwvizime O’
Lo, H
BENZALDEDO PRUVATD {A)- 1 - HOROXI- 1 - FENL
PRADPAN -2 - ONA
CHgNH, | B,

CH3
(1A, 25} - EFEDRNA

Esta sintese tem utilidade industrial e € uma patente alema
de 1930°%. A efedrina tem im ortanc:a no tratamento da asma,
hipotensio e congestae nasal’?

A enzima que supie-se que atue nesta reagic € a piruvato
descaboxilase (E.C. = 4.1.1.1*, o principal cofator da enzima
¢ a tiamina pirofnsfato (forma cosnzimitica da vitamina B,),
sendo ela yue promove a ocorréncia da reagio, como mostrado
g seguir .

455



MECANISMO D FEACAD DE SONDENSAGAD CATALBADA PELA
FRUVATO DESCABUKLASE:

i‘\-\ﬁ 1Y . /\‘ Y
A e v

TsT Y (_L\ 5 /
>’7c‘°z” T r-}—coz'

a 4
ARUVATO

A O

Além deste, cxistem outros pos de compostos que s3o con-
densados pela enzima piruvato descarboxilase como cxemplifi-
cado @ seguir®

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

¢. Reagio de Ciclizagao
Até hoje sé se conseguiu um tipo de reacao de ciclizagio

com o fermento de padaria. Esta reagéo € catalisada pela 2,3
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éxido de esqualeno lanasterol ciclase (E.C. = 5.4.99.7y% 2

Gy

2.3 Snddo de seqmlena

L., caravizise

Ea

LANGSTEROL

MECANIEMS DE AGAD DA 2.3 OX B0 DE ESQUALENG
LANOSTEROL GIGLASE

") 25 it i o

“ |
QDN

N IU ~Y

H H'-\

Lararm i

(44,14 2+ Trimetl « 8, 24 - (5 )= costaciun - 3 B - ofy

I
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O mecanismo mostrado foi proposto no inicio de 1955 por
Ajbert Eschenmoser e Leopold Ruzicka e demais colaboradores,
em Zorique, e também por Gilbert Stork e Albert Burgstahler
nas Universidades de Harvard e Columbia, respectivamente™,

De acordo com esta formulacgio, o anel do epdxido abre.
gerando assim um dtomo de carbono deficiente de eléiron,
como mostrado. E isto que di a torca diretrt? para a série de
fechamcnto de anéis que se segue. Com o techamento do goar-
to uncl {ancl dc 53 membros), um dtomo de carbono da cadeia
lateral torna-se deficiente de elétron. Este, por sug vez, é a
forca diretriz para a sequéncia de migragoes do fon-hidreto
grupo metita, os quais culminam nz formagidc dz ligagio
olefinica entre C(8) e C(NHH.

d. Reacgdes de Oxidagio
Estas nao tém muita importancia, pois nio geram centros

assimétricos como as anteriores. Elas ccorrem por simglcs rc-
versio das reaghes de redugdo, como mostrado abaixe’f:

MECANIEMO DE AGAD DA LACTATO DESIDROGENASE (TPO I

N L4 N, F:N\/NH
o L

L . HISTDNA
, ‘e (AMMOADIDD DO 5TI0 ATVO DA ENTMA)

NAD (OXIDADC) MG |

[+

0" g
LACTATO
(SUBSTAATO REDURDO)
'
a3
R
ey .
NH Hy+ M
. 2 V
o] HISTIOMNA

H¢
NADH (REDUZIDO} 3 o #

G
o g

{AMINOACIDD DO SN0 ATIVO Db ENZIMA)

PRUVATS (SUBSTRATO OXIDADQ)

Existem dois lipos de lactato desidrogenasc no interior do
S. cerevisiae:
a. tipo It faz redugdo,
k. tipo II: faz oxidagao

Dos tipos de reagbes que o 5. cerevisige pode cxccutar,
apenas as de redugho tem recebido maivr destague cm termos
de controle estereoquimico, ou seja, controle da produgdo de
apenas um enantidmero. Por este motivo, serd a melodologia
mais comentada nos pontos seguintes.
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METODOLOGIA PARA USO DO FERMENTO
DE PADARIA EM SINTESE

Existemn duas maneiras dc sc trabalhar com células de fer-
mento em sintese orginica:
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a, Forma livre

As células (fcrmento hioldgico de padaria) sic misturadas
cotn dgua (dc preferéncia bidestilada ¢ deionizada) e em segui-
da € adivionado o composto quimice a ser biotrans(ormado. Os
métodos empregados nas reacdes com S, cerevisine sao basica-
mente dois:

a.l Método com adi¢iv de actcar

Este método ¢ baseadv nu proccdimento descrite por
Seebach e colegas®®. Pode-se introduzir uma modificacio que
¢ a introdugdio de uma pequena quantidade de ZnS04*, quan-
do se quer aumentar a atividade da enzima dlcool desidrogena-
sc que € zinco dependente (como visto no mecanisme de agio
desta enzima). A Alcool desidrogenase aumenta a produgio de
isémeros R¥™. Preparar em separado u scguiniec composicio:
20 g de fermento de padaria dissolvido em 10mL de dgua;
10 g de agiicar em 38mL de dgua,

0,0128 g de sulfato de zinco (se houver a necessidade de
produgio de isébmeros R, do contrdrio pio adicionar) em
1.3mL de 4pua.

Misturar tudo sob agita¢ia mecinica em banho termostatiza-
do a 30"C por 30 minutos. Em seguida adiciona-se 1| mmol de
substratw @ scr bictransformado. O tempo que leva para ocorrer
2 biotransformugdo vana para cada tipo de substrato {compasto
quimico a ser bilotransformado) e normalmente leva de 6 a 72
horas. ApQs cste periodo extrai-se a mistura cem cloroférmio
em extrator liyuido-liquido contfnua par 48 horas. Depois disto
este extrate ¢ purnificade por cromatografia de coluna.

LENIN

a.2 Métodv yem adicdo de acticar

Adiciona-sc | mmal de subsirato a uma suspensio de 35 g
de fermento de padaria em 20 mL de dgua, sob agitagic meci-
nica e em banhu \crmostatizado a 30"C por 30 minutos. Apds
O lempo Necessdnio para terminar a reacio, extrai-se e purifica-
s¢ a mistura conforme descrito no fiem anterior. Em ambos os
métodos as células siio mortas no processe de cxtracio, ndo
podendo ser reutilizadas™,

b. Forma imobilizada

As cclulas de fermento sdc previamente imebilizadas (fi-
xas) num suporte. Existem diversos tipos de suporte: crisotila
5 RL*, momtmorilonita K10%, poliacrilamida®™ *' ¢ alginato
de cilcio*?. Nos dois primeiros as células sdo fixas por atragao
¢letrostdtica (carga do suporte ¢ positiva e, das células, nega-
ttva) € nos demais por aprisionamento na rede de um polimero,
Depois de fixas num suporte, este tiltimo é mergulhado em
dguu ¢ por fim € adicianado o composte a ser biotransformadeo.
A separdagdo das células de fermente do produte (composto
bigtransformado} ¢ mais simples que na forma livre, bastando
filtrar o suporte gque contém as células. O meio contende o
produto € entédo punficado através de cromatografia de coluna.
As células niv morrem neste processo e padem ser
reutilizadas,

O melhor processe de imohilizagio é com gel de poliacrila-
mida. Este método € dado a seguir® 4

2 gramas de células secas s3o dissoividas em 10mL de dgua.
Em seguida sio misturadas com 16mL de uma solugdo conten-
do 8.8g de acrilamida ¢ 0,6g de N,N' - metilenehisacrilamida.
ImL de solugdo de persulfato de aménio e 20ul. de TEMED,
A mistura é incubada por 30 minutos a 37°C. O gel formado &
triturade num blender ou liguidificador para aumcntar a super-
ficic de contato e reduzir o tempe de catalise*® *!,

VANTAGENS DE UTILIZACAO DO §. CEREVISIAE
EM BIOTRANSFORMACAO®

1. Baixu custo;
2. Fiacil de adquirir;

4R7



Facil de mampular;

Nao € necessdrio preparar meio de cultura, 0 que exigiria,
do quimico organico, conhecimentos de microbiclogia;
Reagbes sao executadas & temperatura ambiente (25YC);
Nio é toxice;

Em condigdes adeguadas (meio com nutrientes). as reacoes
ocarrem mais rapidamente do que com catalisadores qui-
micos convencionais;

B, Nio é patagenica.

:pm

e

Limitaghes do processo

1. Pouca soluhilidade em dgua dos compostos a serem bio-
transformados. A solugdo para cste problema € a adigio de
moléculas gue iem l:fulo dctergenie junio com o composto
yquimico (Ex dudecanol®), ou emtdv, usar as células em meio
organico™ . A presenga de solvente orginivo podc promo-
ver a lnatlvagao do biocatalisador (seja ele ¢élula intacta
ou enzima isolada)®®, porém parece que & presenga de dgua
ajuda a diminuir estes efeitos lesivos™

2. Cada fabricante de fermento usa cepas (linhagens) prdprias

e isto pode dificuitar a repradutibilidade de experimentos
fei(m em outros pafses™’. Cada cepa passui meorfolegia pro-
pria®* e praduz quantidades diferentes de NADHY. Isto faz
com que o rendimento quimico (que é dlretamente proporci-
onal a produgio de NADID) seja alterado™. Se mudarmos o
tipo de cepa ocorre também alteragdo no excesso enantiv-
mérica®®. Um expenmento interessante foi feito por Weijers
¢ colaboradores que usaram as cepas CBS 1742 e CBS 1394
de Saccharomyces cerevisiae, na biotransformacgio da
cluroucetona em condigdes iguais de reacio e obtiveram 745
e 98% de excessos enanlioméricus, respectivamente’”
Para contornar o problema de cepas diferentes, torna-se ne-
cessdrio dosar os nucleotideos de piridina (NADH) no inte-
rior destas células, para gue a rcprudul]b:lldade de experi-
mentos nao seja comprometida™, ou cntdo, nunca mudar a
marca do fermento,

3. O fermento de padaria, como todos 0s organismos vivas,
possut muitas enzimas no seu interior. Como ¢itado anteri-
ormente, as desidrogenascs que atuam nas reaghes de redu-
t;:m sdo duas: Alcool desidrogenuse {produz 1mmerm -3

a Lactato desidrogenase (produz isOmeros 5) Depen-
dendo do substrato a ser biotransformado, podc ocorrer a tor-
magia de uma mistura escalémica. Para solucionar este pro-
btema, deve-se adicionar inibidores enzimdticos especificos.

Inibidores Enzimiticos

Os inibidores mais utilizados para aumentar o excesso
enantiomériw siio: dlcool alilico™, claroacetato de etila®, e
dcido acétivo®, Existem outros, algumas vezes mais BflC]BﬂIth
descobertos na décady de 40‘”‘. mas gque s6 recentemente (e
amdentalmente) foramn usudos em reacdes com fermento de
padaria®™. Eles sio dados a seguir, juntamente com seu poder
de rmi:m;ao da enzima dlcoul desidrogenase de fermenta™:

Composto Concenlragio [nibigio (%)
Cloroacetolenona 0,33 mM 85
Bromoacetofenona 4,33 mM 100
Iodoacetate de etila 0,16 mM 85
lodoacetato de ctila 0,33 mM 100
Claropicrina 0,33 mM 100

G tempo para ocorrer u inibigio ¢ maior que 60 minutos
para a maioria deles?®.

A cloroacetofenona € um inibidor da dlcool desidrogenase,
porém nio inibe a agdo da lactato desidrogenase™ que atua

sobre ela transformando-a no seu correspendente dtcool guiral™:

CLORDAGETOFENDNA {+)- 15) - 2 - GLORC -

1- FENL ETANOL

Esta rcacdo foi executada ha aproxidamente trés anus atras
B O ¢XCesso cnantiomérico era alto (97%)%,

O (+)-(8}-2-cloro-i-feniletanol € usado como sinton {blocy
consirutor) para a sintese de fdrmacos quirais®

O mccamsmo de inibigio destes compostos € devido a eles
se ligarcm ao sio ativo da enzima e formarem um complexo
altamente eslivel guec nio se desfaz, impedindo que outras
compostos entrem no sitic ativo. Somente o dcido acético e o
dleoot alilico € que pussucm mecanismos de agio diferentes. A
explicagdo bioquimica para a satividadc inibitoria deles estd
demonstrada no esquema 2. Quando o alcool alilico & adici-
onado ao meio de reagio. ele penetra na célula ¢ no interior
dela & oxidado a acreleina pela agio du dlcool desidrogenase
(tipo ). A acroleina é um aldeido e pur 1ste tem capacidade de
induzir a formag3o de espécies reativas de oxigénio (E.R.O.5),
quc inativam a enzima L{8) - lactato desidrvgenase™, restando
no citossol apenas a enzima dicool desidrogenase (ocorrerd o
prednmmlo de isdmeros R} As E.R.O.s podem danificar 2 mem-
brana™ e as organelas™ celulares, por esta razdo 4 quantdade
de dlcoot alilice adicionado nio pode ser altu”,

O dcido acético, por sua vez, tende a abaixar o pH intrace-
lular setecionande a enzima que methor awe nesie pH. Deve-
s¢ lembrar que a atividade das enzimas varia com o pH du
meio, sendo guc cada uma delas tem a sua atividade aumenta-
da {ou diminuida) em determinadas faixas de pH®”. Vale notar
que a adigdo destes inibidores € feita um por vez, e que foram
colocadus juntos no esquema para poder economizar espago,
ou seju, eles ndo s2o adicionados ao mesmo tempo, sendo cada

e . - L,
um especilico para um tipo de rcngao”.
CHaoDoH = " - oHpooo
Mo w0 I acelaln
— ATFuas Thoo paba
- ™
ATF V-
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ABSTRACT

Baker's yeast is becoming an important reagent for organic synthe-
sis. However, on many occasions, there are probiems with the experi-
mental reproducibility, which in general is the result of the different
origins of baker's yeasts. In order to explain these differences, NAD
(D)* reduction inside intact living cells from different strains was
measured. The method can select cells with better reduction power in
a short peniod of time.
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INTRCDUCTION

The use of baker's veast (Saccharomyces cerevisiac) in organic synthesis
involving reactions, such as condensation (1), oxidation (Z,3), reduction
(4-6), and cyclization (7,8), is increasing (9). In the majority of cases, a
chiral carbon is produced, that is responsible for the interest in these micro-
vrganisms for synthesis, together with other advantages, such as their
low cost, nontoxic nature, ease of manipulation, and availability. The
reduction reactions are catalyzed by intracellular enzymes (dehydrogen-
ases) in these living cells (9,10) aided by the reduced form of pyridine
nucleotides [NAD(P)H] (11). The former are highly stereospecific; in
other words, they can produce an unique stereoisomer (12,13). Based on
this rational, 5. cerevisiae would be a ““perfect”” reagent if its enzymes had
the same copformation. Unfortunately, this is not true. There are scveral
dehvdrogenases, with opposite conformations, that compete for the arti-
ficial substrate. In order to solve this problem, some researchers have
added compounds that inhibit enzvmes of one conformation (12,14). This
method has proven to be efficient and improves the enantiomeric excess,
but in some cases, results in low yields (15).

Another probiem faced by organic chemists is to repeat experiments
made aisewhere. To try to explain this problem, baker’s yeasts from dif-
ferent origins were studied. The variation in the production of NAD(P)H
in the interior of these living cells with external factors, such as tempera-
ture and pH, was measured. Another aspect studied was the effect of
compounds known to inhibit some dehvdrogenases and their effects on
NAD(P)H production.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

Lithium acetoacetate was obtained from Sigma Chemical Co. {St.
Louis, MO) and the other reagents used were of analytical grade. Water
was double-distilled and deionized using a Barnstead D3750.

NAD(P)H Oxidation Reduction

Pyridine nuclectide oxidation-reduction changes were monitored
using the wavelength pair 340 and 370 nm. All experiments were con-
ducted using an SLM Aminco DW 200 split and dual-wavelength spectro-
photometer as previously described (16).

Blological Materials

The baker's yeast strains (5. cerevisiae) were obtained from Fermipan
(Holland), Itaiquara (Brazil), Nishin Seifun Co. (Japan), and Fleischmman
{Brazil). The stock suspensions were prepared by adding 1.0 g dry and 3.5
g raw baker's yeast to 10 mL water with stirring at room temperature. The
cells were counted in a optical microscope (Carl Zeiss) using a Neubauer
chambet.

Oxygen Uptake Measurements

Oxygen consumption was measured with a Clarck-type electrode
(Yeliow Springs instruments Co.) in a 1.0-mL thermostatized glass cham-
ber equipped with magnetic stirring.
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RESULTS AND DISCUSSION

The reduction of oxidized pyridine nucleotide [NAD(P)*] by baker’s
yeast is presented in Fig. 1A,B. The former presents the Dutch and Japanese
strains and the Jatter the Brazilian strains.

In order to assure that all experiments contained the same number of
cells {correction of the stoichiometry), cells were counted using a Neubauer
chamber.

Since grlucose is not present in the reaction medium, the cells degraded
their internal glvcogen, which can supply glucose for 10-12 h {17}. Com-
mercial baker’s veast strains (S. cerevisiae) when added towater initiate the
reduction of the oxidized forms of NAD{P)* . This reduction continues untl
a steady state is reached (Fig. 1A). To verify the NAD(P)H oxidation, lithium
acetoacetate was added to the medium (inset of Fig. 1). The absorbance
falls because NAD(PH is being oxidized and the acetoacetate transformed
into B-hydroxvbutyrate through internal 5. cerevisize dehydrogenases. It
is worthwhile mentioning that acetoacetate (and others substrates) can
induce an oxidative stress in living cells when the reserve of the reduced
form of pyridine nucleotide is consumed. For a good performance in bio-
transformations, the addition of substrates after 1 h of incubation is nec-
essary for the cells to reach a steady state in the reduction of the pyridine
nuclectides, as observed in Fig. 1A.

For commercial strains from Holland and japan, the reduction is depen-
dent on temperature. Surprisingly, the Brazilian strains are not sensitive
to this external factor, as depicted in Fig. 1B. To explain the cells’ temper-
ature sensitivity, this author proposed that molecules that act as ‘"biologi-
cal thermosensors’’ are present in the polysaccharide membrane surface.
These ‘‘thermosensors’’ are not present in cells of the Brazilian strains
(Fig. 1B).

Figure 2 shows the dependence of these reduction reactions on the
external pH (from 1 to 9). At lower pH, the Zells are not good reducers of
(NAD(P)*]. This phenomenan can be attributed to the extrusion of pro-
tons by ATPasc (18). These cells are energyzed. Consequently, a net neg-
ative charge in the cell interior is observed that results in the transport of
protons to the inside. The internal medium turns acid, which induces
ATPase activitv (19). This enzyme is responsible for protons extrusion.
This phenomenon results in ATP depletion and accumulation of AMF,
which inhibits phosphorylation of giucose (18). As a consequence, the
glycolvsis and pentose phosphate pathway, which are the paths that pro-
dice NATHP)I 1, are inhibited as ubserved in Fig. 2A (pH = 1 and 3). Inter-
estingly, the Brazilian strains are not sensitive to the variations of pH.
Possibly, these strains do not have ATPase in their membranes, or if pre-
sented, it i3 inactive under these conditions. It is noteworthy that when
the external pH is varied 6 U, the internal pH in these cells varies by only
1.4 U (20.21),

FIG 1

FIG 2



ABAB 55(1) (Pereira}—MSP No. 6—DISC 36—Galley P4

Figure 3 shows that Japanese cells consume high quantities of oxygen,
showing that these cells have an aerobic metabolism more active than
those of the other cell tvpes studied here (line ¢}. The Dutch strain reduces
the same guantities of NAD{P})H as the Japanese strain, but the consump-
tion of O, is lower (line a). This indicates that the reduction occurs mainly
through an anaerobic pathway. The O, consumption by Brazilian cells is
very low (lines b and dj, and consequently, their reduction of pyridine
nucleotide is also low. As a consequence, their metabolism is siow. In
practical terms, the cell with high quantities of NAD(P)H will reduce a
substrate more rapidiy. This is seen by comparing the two insets pre-
sented in Fig. 1 {(addition of ithium acetoacetate). As can be seen in the
second inset, lithium acetoacetate did not cause any detectable oxidation
of NAD(P)H.

Allyl alcoho! (a probable inhibitor of the L-lactate dehydrogenase,
used by Nakamura and coworkers [12,14]) was added in experiments
shown in Fig, 4. This substrate is transformed to acrolein by the action of
the alcohol dehydrogenase (232). Acrolein induces lipoperoxidation at
biological membranes through reactive oxygen species (ROS) production
(23). These oxygen species can inactivate L-lactate dehydrogenase (24)
and, if present in higher concentrations, can oxidize the thiol proteins
present at organetles (25) and cell membranes (26) (Scheme 1), This produce
a homeostasis alteration of the cells and organelles, and a loss of cell viability
(26). To avoid this, the celis need a good antioxidant defense mechanism
that is made up of such enzymes as calalase and superoxide dismutase.

Figure 4A shows that additions of allyl alcohol cause a decrease in the
reduction of NAD(P)* in the Dutch and Japanese strains. On the other
hand, this phenomenon is inverted with Brazilian strains (Fig. 4B). Pre-
sumably, the latter has a good defense mechanism as mentioned above.
The large increase in the production of NAD(P)H by the Brazilian strains
observed mav be the result of the fact that when allyl aicohot is trans-
formed into acrolein, 1 mol of NAD- is reduced (22) (Scheme 1}. This
probably also oceuts in the other strains, but the toxicity of acrolein destroys
a great deat of cells owing to the absence of these antioxidant enzymes.

Another additive tested was acetic acid (Fig. 5). Acetic acid is believed
to improve the enantiomeric excess owing to an inhibition of the active
site of selective intracellular enzymes in S. cerevisiae (15). The increase of
acetic acid concentration makes the reduction of NAD(P)+ decrease {Fig.
5A and B). The mechanism for explaining this is believed to be the same
as that for Fig. 2, when the external pH is low (Scheme 1). Measurements
in another laboratory of the internat pH through *'P NMR of cells before
and after acetic acid addition found that this and other organic acids dimin-
ish internal pH (27). From this, it is possible to exirapolate that acetic acid
acts as a “‘selector’’ of enzymes owing to diminished internal pH, Some
enzymes isolated from S. cerevisine can act better in one range of pH than
others (12).

The principle problem In reactions conducted with baker’s yeast s
the solubility of the arganic compounds to be biotransformed. Compounds
with deterpent capacity, such as dodecanc], have been used to improve
this solubility. However, detergents and emulsifiers are generally very
poisonous for living cells. Decanol was added in the reaction medium
containing baker’s yeast. Figure 6 (A and B) shows that all cells react in
the wav. Low concentrations of decanol improve NAD(P)* reduction,
whereas high concentrations have a toxic effect (detergent action in mem-
brane lipids).

FIG 3

FIG 4

SCH 1

FIG 5

FIG 6
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ABAB 55(1) (Pereira)—MSF No. 6—DISC 36-—Figure Captions

Fig. 1. Influence of temperature on the reduction of pvridine nucieotide by
baker’s yeast (5. cercvisiae). Baker's veast (B.Y., 2.3 mg/mL) was added to double-
distilled and deionized water, and pH of the medium was 6.0. (A) Commercial
strains from Holiand and Japan; (B) commercial strains from Brazil, Inset: Oxida-
tion of NAD(PH by multipte additions of lithium acetoacetate T mM (ACAQ),

Fig. 2. Effect of pti on the reduction of pyridine nucieotide by baker’s
veast (5. cerevigiae). Baker's yeast (B.Y., 2.3 mg/mL) was added to the reaction
medium, and the pH adjusted under stirring. The temperature of the experiment
was maintained at 20°C during the period of observation. (A) Commercial strains
from Holtand and Japan; (B) comunercial strains from Brazil.

Fig. 3. Oxygen consumption by commerical strains of 5. cerevisiae. Baker's
yeast (B.Y., 2.3 mg/mL) was added to double-distilied and deionized water
(pH = 6.0, temperature = 20°C), (A) Fermipan (Holland): (B) ltaiquara (Brazil);
(C) Nishin Seifun Co. (Japan); and (D) Fleischmann (Brazil).

Fig. 4. Influence of allyl alcohol addition on the reduction of NAD(P)*
inside eells of S, cerevisiae, Baker's yeast (B.Y., 2.3 mg/mL) was added to double-
distilled and deionized water (pPH = 6.0, temperature = 20°C) containing allyl
alcohol in the indicaled percentages. (A) Commerclal strains from Holland and
Japan; (B) commercial strains from Brazil.,

Fig. 5. Influence of acetic acid addition on the reduction of NAD(P)* inside
celis of §. cerevisiae. Baker's veast (B.Y., 2.3 mg/mL) was added to double-distilled
and deionized water (pH = 6.0, temperature = 20°C) containing acetic acid in
the described concentrations.

Fig. 6, Bffect of decanot addition on the reduction of NAD(P)* inside cells
of . cerevisige. Baker’s veast (B.Y., 2.3 mg/mL) was added to double-distilied
and deionized water (pH = 6.0, temperature = 20°C) containing decanol in the
indicated percentages. (A) Commercial strains frorm Holland and Japan; (B) com-
mercial strains from Brazil.

ABAB 55(1) (Pereira)—MSP No. 6—-DISC 36—5cheme

Scheme 1. A schematic illustration of the possible action mechanism of
acetic acid on passive H* influx and ally] aleohol on generation of ROS and inhi-
bition of -lactate dehydrogenase on 8. cerevisiae,
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BIOCHEMICAL INFLUENCE OF FERRIC AND CUPRIC IONS ON
Saccharomyces cerevisine STRAINS USED IN ASYMMETRIC
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SUMMARY

The biochemical influence of Fe (III), Cu (II) in four commercial strains of baker's
yeast (Saccharomyces cerevisiae) was studied. Fe(ITI) and Cu(II) at concentration of 50uM
induced an increase of NAD(P)™ reduction in a commercial Turkish strain, while in Chilean
and Brazilian commercial strains, the presence of Fe(IIl) and/or Cu(Il) diminished NAD(P)Y*™
reduction presumably due to free radicals formation inside these living cells. Suprisingly, in
the Amencan strain, Fe(Ill) induced a decrease and Cu (Tl) an increase of NAD(P)™
reduction.

INTRODUCTION

Saccharomyces cerevisiae is an important reagent for asymmetric organic synthesis.
Although, laboratory strains is sometimes used in these biotransformations {Weners et al.,
1992). organic chemists usually use commercial strains of S. cerevisiae, i.c.. baker's yeast,
These microbes are good at reducing pro-chiral ketones and pro-chiral double bonds to form
asymmetric carbons as seen beiow (Pereira, 1995a; Pereira et al., 1995). In this process,
these microorganisms use their ethanol and/or Iactate pathways through their
dehydrogenases (alcohol dehydrogenases and lactate dehydrogenases, respectively) aided by
the reduced form of pyridine nucleotides [NAD(PYH] (Pereira, 1995b):

)J\ visi OH H
Z.caerev as "n.,.
R, R, / \ R1/‘<R2

NADPH+H'Y  NAD®)

H CO,CH, i ¢
S.ceravlisliae - R\)\
/ \ CO,H

R Cl

NAD(PH+H™  NAD(P)

Although stereochemical control of the reactions catalyzed with veast has been used for
years (Pereira, 1995b), attempts 1o increase the vield (which is proportional to NAD(P)H
molecules concentration) have not been taking place. Recently, it was found that NAD(P)~
reduction varies in commercial strains, that is, strains from different countries are



biochemically (Pereira, 1995a) and morphologicaliy different, and this exert a great influence
on final yields {Pereira et al, 1995).

Heavy metals such as iron and copper are accumulated by S. cerevisiae (Brady and
Duncan, 1994 a, b) and for iron to penetrate inside these living cells, the presence of Cu (§1))
1s necessary (Dancis et al., 1994 Kiausner & Dancis, 1994). It is know that for veast cells
acquire Fe(Ill), the reduction of ferric [Fe(TIN)] to ferrous [Fe(II)] form through NADH-
dependent reaction is necessary (Chang and Fink, 1994). The aim of this work is the study
of possible biochernical alterations produced by Fe(Ill) and Cu(1l) in the reduction pyridine
nucieotides [NAD(P)H] (and their influence on yields in biotransformation reactions) in four
commerciai strains of S. cerevisiae

MATERIALS AND METHODS

Biological Materials

The baker's yeast strains (Saccharomyces cerevisiae) were obtained from Pakmaya
(TURKEY), Gist Brocades (U.S.A.), Coilico (CHILE) and Fleischmman (BRAZIL). The
stock suspensions were prepared (Pereira 1995a), by adding 1.0 g dry baker's yeast to 10 mi
ultra-pure water (double distilled and deionized) with stirring at room temperature (20°C).
The cells were counted in an optical microscope {Carl Zeiss) using a Neubauer chamber.
Cu(NO3)3, Fe(NO3)3 and AgNO3 were high purity grade.

NAD(P)H oxidation - reduction

Pyndine nucleotide oxidation-reduction changes were monitored using the
wavelength pair 340 and 370 nm. All experiments were conducted using an SLM Aminco
DW 2000 split and dual waveiength spectrophotometer as previously described {Pereira,
1995a).

RESULTS AND DISCUSSION

The results obtained for the reduction of oxidized pyridine nucleotide [NAD(P)*] by
baker's yeast are presented in the Fig. 1A - D, and 2A - D.

Since glucose is not present in the reaction medium , the cells degrade their internaj
giycogen which can supply glucose for 10-12 hours (Staughter and Nomura, 1992),
Commercial dried baker's yeast strains (Saccharomyces cerevisiae) when added to water
initiate the reduction of the oxidized forms of NAD(P)* (Fig. 1A-D and 2A-D).

Many prokaryotes and some eukaryotes cells transport iron into the cell by secreting
chelators calied siderophores that bind ferric ions to form soluble compiexes. These ferric
chelates are then taken up via high-affinity receptors (Chang and Fink, 1994} Accumuiated
experimental evidences suggest that organisms may be capable of acquiring iror (I7) from
the environment without the mediation of a stderophore {Klausner and Dancis, 1994). Iron
uptake in S. cerevisiae involves at least two steps: reduction, through NAD(P)H (Klausner
and Dancis, 1994), of ferric (Fe TI) to ferrous (Fe IT) ion extracellulariy and transport of the
reduced ions through the plasma membrane (Georgatsou and Alexandraki, 1994) (see
scheme I,
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Scheme I A schematic illustration of the possibie mechanism of Iron(Ill} and Cu(Il) on
NAD(P) " reduction on S. cerevisiae cells.

Fig. 1A, which presents the data for the Turkish strain, shows that when Fe3™ is
present in reaction medium containing a suspension of Sacchromyces cerevisiae, these cells
are capable of reducing oxidized pyridine nucleotide [NAD{P)™] in an average above the
normal. The cation is probably being reduced to iron (II) by Ferric Reductase (Frel), which
aided by the reduced forms of pyridine nucleotide [NAD(P)H] (see scheme 1). The latter in
its oxidized form induces an increase of glycolysis to be "recharged” (reduced),or in others
words, NAD(P)" accelerates the metabolism of these microbes.

Surprisingly, the reduction of NAD(P)" in American, Chilean and Brazilian strains is
diminished when Fe(Ill} is added to the medium. It is possible to explain this with two
theortes'

1) Fe(Il) 1s a lesive cation which induces free radical formation and at the concentration
used, these types of cells may reached the "toxical point" and the cells suffer an oxidative
stress as shown below (Minotti and Aust, 1987):

2+ 3+ -
Fe + Oy ~= Fe + 02

- +
CJ2 +  2H e H202+ O2
2Fe 4 0, + 2H == 2kt + H ;0,

Fee' o HgO, mm= Feo* + OH + OK”



As a consequence, free radicals are destroying biological membranes and populations of the
cells present in the sampie are dying,

2) Thus Fe(TII) concentration is not toxic but is consuming a great deal of NAD(P)H inside
the microbes where Fe (I1I) is being reduced to Fe (II). The American, Chilean and Brazilian
strains are not defecrive mutants with a high affinity for Fe (I uptake since modification of
NAD(P)" reduction occured which means that Fe (M) in the medium was uptaken by celis.

When Cu?T is added to a cells suspension of Turkish and American Saccharomyces
cerevisiae strains, NAD(P)™ reduction is greatly increased (Fig. 1A and 1B). This cation is
uptaken by yeast through a specific transporter (this transporter is a protein encoded by the
gene Ctrl). It is possible that this carrier may be an antiporter since data from recent
experiments demonstrated that when Cu2* is uptaken by Saccharomyces cerevisiae, K™ is
released from the cells foliowed by Mg™ (Brady and Duncan, 1994b). If the copper ions
are in excess in yeast cytoplasm, this excess is drained by the vacuoles through Ht-ATPase
present (Eide et al, 1993). ATPase drains copper ions using an ATP moiecule which is

broken in ADP + Pi. The latter induces an increase of glucose metabolism {see scheme 1),
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Figure 1. Influence of iron (IIT) or copper (I1) on the reduction of pyridine nucieotide inside
baker's yeast (Saccharomyces cerevisiae). Baker's veast (B.Y., 2.3 mg/ml) was added to
double distilled and deionized water and the pH of the medium was 6.0.

A) Pakmaya (Turkey); B) Gist Brocades (U.S.A.); C) Coliico (Chile) and D) Fleischmman
{(Brazil).

It was demonstrated that the uptaking of Cu(Il) can occur initially with a reduction
through Fre! (with an oxidaton of NAD(P)H molecule-NAD(P)" generated in this
operation inducing an increasing of glucose metabolism) and then Cu(l) would be uptaken
by microorganisms (Hassett and Kosman, 1995). Perhaps, the theory described above may
explain the increase of NAD(P)H reduction in the Turkish strain.



Normally, treatment of 5. cerevisiae cells with copper induces the activity of Cw/Zn
superoxide dismutase (SOD) and cataiase (Lapinskas et al., 1993). Both are antioxidant
enzymes (destroy free radicals). The results of Fig. 1A and Fig. 1B suggest that in the
Turkish and American strains, Cu(Il) is inducing an increascd activity of SOD and catalase.
On the other hand. Chilean and Brazilian strains are affected in the presence of copper (Fig.
2C and 2D). One of the our hypothesis is that in these types of cells, Cu(Il) does not
regulate these enzymes. Another (and more probable) is that copper 1s inducing ipid
peroxidation through reactive oxygen species formation as shown in the following reactions

(Lapinskas et al, 1993);

- 2+ 1+
C, + Cu == Cu + 0O
2 2
1+ 2+ .
H202 + Cu — Cu + OH + OH

Consequently, thesel types of celis does not have a good antioxidant defense The third
hypothesis is that HT-ATPase, responsible for detoxification of Cu2™, is not present in the
vacuoles of these celis.
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Figure 2: Influence of iron (I1I) and copper (II) on the reduction of pyridine nucieotide
inside baker's yeast (Saccharomyces cerevisiae). Baker's yeast (B.Y ., 2.3 mg/ml) was added
to double distilied and deionized water and the pH of the medium was 6.0

A) Pakmaya (Turkey). B) Gist Brocades (U.S.A ) C) Collico (Chile) and D) Fleischmman
(Brazil).

The effects of Cu(Il) added to the medium together with Fe(IIl) are shown in Fig.
2A-D, since copper ions induce the transcription of the gene of Ftr3 and for iron to



penetrate inside S. cerevisiac, the presence of Cu(Il) is necessary (Dancis et al, 1994;
Klausner and Dancis, 1994), we expected that the reduction of NAD(P)* molecules would
increase in the Turkish strain (Fig. 2A), but as observed for all strains, this did not oceur.
This may be due to the induction of free radicals by these heavy metals or consumption of
NAD(P)H. or both.

Since Ag(l) tons have physico-chemical and electronic characteristics similar to
copper but is not capable of generating reactive oxygen species by redox cycling (Ciriolo et
al., 1994), the uptake of Ag (I) should have effects similar 10 copper ions. When we added
silver ions at concentration of 50 uM to the medium containing S. cerevisiae, the results
were different from those obtained with copper, indicating that Ag(I) and Cu(Il) have
different physiological roles and their uptaking occur by different pathways.

Concentrations of 104M and 25uM of Fe(Ill) and Cu(Il), respectively, were tested
but ne significant increase of NAD(P)* reduction occured.

CONCLUSION

Fe(Ill) or Cu(ll) can be use to induce certain strains of Saccharomyces cerevisiae
cells to increase the yield of biotransformation reactions which depend directly on NAD(P)*
reduction,

Acknowledgements- This work was supported by grants from Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq). We thank Professor Fred Yukio
Fujiwara for his critical reading of the manuscript and Mr. Iveraldo Ribeiro for the drawings.
REFERENCES

Brady, D. and Duncan, J.R. (1994a), Enzyme Microb. Technol., 16, 633 - 638,

Brady, D. and Duncan, J.R. (1994b), Biotechnol. Leut. 16, 543-548.

Brady, D., Stoll, AD., Starke, L. and Duncan, J.R. (1994), Biotechnol. Bioeng., 44, 297-
302,

Chang, A. and Fink, G.R. (1994), Current Biology, 4, 532-533.

Ciriclo, M.R., Civitareale, P., Car, M.T., Martino, AD,, Galiazzo, F. and Rotilio, G.
(1994), J. Biol. Chem., 269, 25783-25787.

Dancis, A., Yuan, D.S., Haile, D., Askwith, C » Eide, D., Moehle, C., Kaplan, J. and
Klausner, R.D. (1994), Cell, 76, 393-402.

De Silva, D.M., Askwith, C. C., Eide, D and Kaplan, 1. (1995), J. Biol. Chem., 270, 1098-
1101.

Eide, D. 1, Bridgham, J. T., Zhao, Z. and Mattoon, J. R. (1993), Mol. Gen Genel., 241,
447-456.

Georgatsou, E. and Alexandraki, D. ( 1994}, Mol. Cell. Biol., 14, 3065-3073.

Kiausner, R D. and Dancis, A. (1994), FEBS Letr, 355, 109-113

Kong, [.C.; Hubbard, J.S. and Jones, W.J. ( 1994), Appl. Microbiol. Biotechnol. | 42, 396-
402.

Minotti, G. and Aust, S.D. (1987), Free Rad. Biol Med., 3, 379-387.

Lapinskas, P.; Ruis, H. and Cullota, V. (1993), Current Genetics, 24, 388-393

Pereira, R.S. (19952), App!. Biochem. Biotechnol,, 55, 000-000, in press.

Pereira, R.S. (1995b), Quimica Nova, 18, 000-000, in press.

Pereira, R.S., Parizotto, N.A. and Baranauskas, V. (1995), Appl. Biochem. Biotechnol., in
press.

Slaughter, J.C., & Nomura, T. (1992), Enzyme Microb. Technol., 14, 64-67.

Weijers, C.A.GM.; Litjens, M.J.J.; de Bont, J AM.; Appl. Microbiol. Biotechnol. (1992),
38,297



