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Resumo:

O presente estudo visou realizar o estudo do potencial enzimatico de fungos
isolados da pele humana, através de reacbes de biotransformacdo de
insumos de fragrancias derivados de enxofre. Compostos contendo enxofre
possuem ampla aplicagdo na industria cosmética e de perfumaria por serem
substancias que possuem alto poder olfativo (concentracbes na ordem de
baixos ppb). Devido a sua importancia e aplicacdo, estudos do potencial
enzimatico de fungos filamentosos frente a essas substancias foram
realizados através de reacdes de biocatdlise convencional e os produtos
formados monitorados por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM).

Introducao

Ensaios de biocatélise vem, atualmente, sendo um dos métodos mais
convenientes para a obtencao de moléculas de grande interesse industrial e
académico. Com a busca de processos ecologicamente corretos e a ampla
diversidade de enzimas encontradas na nhatureza, reacdes utilizando
enzimas para modificacdo estrutural de substancias quimicas tem sido
estimulada, principalmente na industria (MARSAIOLI, 2013). Processos
biocataliticos podem ser realizados em condicdes reacionais brandas
(temperatura ambiente, pressao atmosférica e pH entre 5 e 8) 0 que evita a
formagdo de intermediarios, minimiza o consumo de energia, além de
possuir potencial de reducéo de custo, que sao fatores relevantes dentro dos
conceitos da quimica verde (DA SILVA, 2012). Além disso, enzimas sao
consideradas catalizadores altamente eficientes podendo realizar reacoes
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organicas conhecidas de forma régio- e estéreosseletiva. (MARSAIOLLI,
2014).

Atualmente h& grande interesse industrial em reacdes de biotransformacgéo
oxidativas catalisadas por enzimas oxigenases, as quais podem realizar a
insercdo de um ou dois atomos de oxigénio (mono- e dioxigenases) em um
ponto especifico da molécula com alta regio- e estereosseletividade. A
alteracdo enzimética de compostos derivados de enxofre pode ocorrer
principalmente pela oxidacdo do enxofre para sulféxido ou sulfona por
enzimas mono-oxigenases. Os sulfoxidos enantiomericamente puros sao
intermediarios sintéticos versateis de numerosas reacdes (MATSUI, 2014).
Neste contexto este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial
enzimatico de fungos filamentosos da pele humana na oxidacao de insumos
de fragrancia.

Materiais e métodos

Para os ensaios de biocatélise foi utilizado como substrato a mistura
cis/trans-2-metil-4-propil-1,3-oxatiano (oxano) (1), responsavel pelo odor de
maracuja e amplamente utilizado na industria de fragrancia. Os ensaios
foram realizados com os fungos Phoma sp. (30M1-isl), Aureobasidium sp.
(30M1-is2), Cladosporium sp. (28M7-isl), Cladosporium sp. (42M) e
Epicoccum sp. (7M1) cultivados em placa de Petri contendo extrato de malte
como meio de cultura (esterizado) por 48h em estufa. Apds o crescimento,
pequenos pedacos dos micélios foram recortados do agar com auxilio de
lamina de bisturi estéril, transferidos para um Erlenmeyer de 250 ml
contendo 50 ml de meio de cultivo liquido, inoculados por 1 dia em agitador
orbital (28°C; 200 rpm) para obter o pré-indculo, sendo posteriormente
vertido em Erlenmeyer de 250 ml contendo 100 ml de meio de cultivo liquido,
e inoculados de 2-4 dias em agitador orbital (28°C; 200 rpm). Apds esse
periodo de crescimento, as colénias (micélios) dos fungos filamentosos
foram filtradas sob vacuo sendo adicionado apés cerca de 2 g de massa
celular (peso umido) do micro-organismo a ser testado e 20 mg do substrato
(oxano) em solucdo tampdo fosfato (NayHPO,; 0,1mol L™ pH 7,0)
previamente esterilizada.

Os frascos reacionais foram mantidos sob agitacdo de 200 rpm, a 28°C e
monitorados por aliquotas de 2 mL a cada 24, 48, 72 e 96h. As aliquotas
retiradas foram tratadas com a adicdo de uma pequena porgdo de NaCl,
extraidas com 2 mL de acetato de etila. A fase organica foi entédo coletada e
seca com Na,SO4 anidro, e finalmente analisada por CG-EM.

Resultados e Discussao
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Dentre os substratos testados podemos destacar o fungo filamentoso
Aureobasidium sp. (30M1-is2) que apresentou um alto potencial de oxidacao
para o substrato oxano.
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Figura 1 — Reacé&o de oxidagdo do Oxano com a formacgéo dos correspondentes sulfoxidos.

Na Figura 2, foi observado a formacédo de dois sinais cromatograficos com
tempo de retengdo de 13,12 e 14,80. Analisando os espectros de massas
obtidos a partir desses sinais, foi possivel observar que ambos apresentam
os fons de m/z 176 como [M]" (ion molecular), que correspondem ao Oxano
acrescido de um atomo de oxigénio [M+16]" (Figura 1).
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Figura 2: Cromatograma dos ions totais (CG-EM) da biocatalise Oxano com o fungo
filamentoso Aureobasidium sp. (72h de reacéo). Pl, Padrdo Interno (benzofenona).
Parametros de injeg&o: injetor modo Split (230°C) com divisdo de vaz&o de 1:30;
temperatura do forno inicial de 95°C, seguida de taxa de aquecimento de 3,5°C min™ até
160°C, entdo taxa de aquecimento de 40°C min™ até 260°C; volume de injecdo de 4,0 pL;
temperatura da fonte de ions 230°C e temperatura de interface 250°C.

A tabela 1 apresenta o percentual de conversdo do substrato em produto,
todos os micro-organismos testados foram capazes de oxidar o substrato (1)
com altas taxas de conversdo, com destague para 0S micro-organismos
Phoma sp. (30M1-is1l) e Aureobasidium sp. (30M1-is2) com 90% e 95%,
respectivamente.
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Tabela 1. Biotransformacao do derivado de enxofre por fungos filamentosos
Substrato Produto % Conversdo do substrato 72h
30M1 30M2 28M 42M T7M

o
i /O\A
)\s § 90% 95%  67% 52% 70%
|
o)

Conclusbes

Os ensaios de biocatalise de derivado de enxofre com os fungos
filamentosos da pele humana confirmaram a presenca de enzimas do tipo
mono-oxigenases responsaveis pela oxidagcdo do substrato testado.
Demonstrando que fungos da pele sdo capazes de degradar compostos de
fragrancia como o Oxano, além de apresentarem grande potencial para
serem empregados como biocatalisadores de reacfes de oxidacdo de
enxofre, com rendimentos expressivos. Como continuidade deste trabalho,
pretendemos estudar a seletividade das reacdes através de técnicas
cromatograficas enantiosseletivas (usando colunas quirais).
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