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Resumo:

O presente trabalho visou desenvolver uma nova metodologia para o estudo
de produtos obtidos de reacdes de biocatalise utilizando insumos de
fragrancias da classe dos ésteres na presenca de fungos filamentosos
isolados da pele humana. Esteres sdo substancias amplamente utilizadas
em aromas e fragrancias, principalmente para imitar notas de frutas,
possuindo caracteristicas olfativas muito importantes. Essa classe de
compostos pode sofrer hidrolise, originando acidos carboxilicos, os quais
possuem muitas vezes odor desagradavel.

Este projeto propde o desenvolvido um novo método de analise de produtos
obtidos das biotransformacdes de ésteres por fungos filamentosos, baseado
em analises de Cromatografia Liquido acoplado a Espectrometria de Massas
(CLAE EM/EM) e por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM/EM).

Introducao

A biocatalise € uma area de pesquisa multidisciplinar e de suma importancia.
Trata-se de uma vertente da biotecnologia a qual se caracteriza pela
aplicacdo de moléculas biolégicas, normalmente enzimas, capazes de
catalisar reacdes quimicas especificas. Atualmente, varias sao as aplicacdes
da biocatélise na fabricacdo de fertilizantes, defensivos agricolas, farmacos
e na induastria alimenticia (ROWE, 2005). Sendo assim, estudos sao
fundamentais para o melhoramento de processos e também para fabricacédo
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de novos materiais. Os ésteres sdo hidrolisados por uma base aquosa ou
por um acido aquoso, para produzir um acido carboxilico mais um alcool ou
por uma reacao de degradacao (inversa) (Fig. 1) (ROWE, 2005).
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Figura 1. Esquema genérico de uma reacao de esterificagao/hidrolise.

Entretanto, sua aplicacdo especifica em fragrancias € limitada, jA que os
ésteres podem ser pouco estaveis frente as condi¢des da pele humana (por
exemplo, pH e transpiracdo), podendo assim sofrer hidrélise, originando
acidos carboxilicos, os quais possuem, muitas vezes, odor desagradavel
(MARSAIOLI, 2012). Além disso, pouco se sabe sobre o papel da
participagéo de micro-organismos presentes na pele humana nas reagdes de
hidrélise (ou degradacdo) desses compostos, apesar de que estudos
comprovam que 90% das células que compdem 0 nosso corpo sdo de
origem bacteriana (DA SILVA, 2012).

Materiais e métodos

Para os ensaios de biocatalise foram utilizados como substrato o heptanoato
de alila, laurato de etila e 9-dodecalactona. Os ensaios foram realizados com
o fungo Aureobasidium sp e Epicoccum sp cultivado em placa de Petri
contendo extrato de malte como meio, por 48 h. Apds o crescimento, 0S
micélios foram recortados do agar e transferidos para um Erlenmeyer
contendo meio de cultivo, mantidos em agitador orbital (Shaker) para obter o
pré inéculo. Ap6s 24h de incubacdo, o conteudo foi vertido em outro
Erlenmeyer, com meio de cultivo, sendo incubado por 2-4 dias. Apds esse
periodo, as coldnias dos fungos foram filtradas e ressuspensas em solucao
tampao fosfato (pH 7,0).

Em Erlenmeyers de 125 mL foram adicionadas 2 g de célula (peso umido),
50 mL de tampédo fosfato estéril e 20 pL de substrato. A suspensao
resultante foi agitada em Shaker (28°C; 200 rpm). Os ensaios foram
monitorados em tempos de 24, 48, 72 e 96 h, pela retirada de aliquotas de 1
mL do sobrenadante, as quais foram extraidas com acetato de etila (2 x 1
mL). A fase orgénica foi separada e concentrada sob fluxo de nitrogénio.

Os produtos das reacdes de biotransformacao foram monitorados através de
analise de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(CLAE-EM). Para as analises dos metabdlitos foi utilizado as seguintes
condigdes: coluna ZIC-HILIC e gradiente de eluicdo com (A) agua (0,1% de
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acido férmico) e (B) acetonitrila (0,1% &cido formico). A corrida foi efetuada
em 20 min sob as condi¢des descritas na Tabela 1.

Tabela 1. ParAmetros utilizados para a corrida cromatografica

Tempo(min) Vazéao %A %B
20 0.4 5 95
20 0.4 60 40
20 0.4 10 90
20 0.4 10 90

Resultados e Discussao

A Figura 2 mostra a andlise por GC-EM do ensaio de biocatalise de alguns
ésteres usados neste projeto, frente ao fungo Aureobasidium sp. A hidrolise
dos mesmos pode ser vista pela deteccdo dos respectivos alcoois e
acidos.
(x1,000,000)
9.D-TIC

8.04

45.758

7.04

6.0] \/\/\)OL 19.1
OMe
5.04

¢} 0]
/\/\/\/\/\)L N
oM O
HO/\/\© O/\/U\ e 2
: /\MJ\
8
~ MeO OMe
20.2
g
l%

50 75 100 125 T 150 T 1ts 200 235 280 25.5 300 335 350 375 400 435 450 415
Figura 2: Cromatograma de ions totais da biocatédlise de ésteres com o fungo
Aureobasidium sp. (48h de reacéo).
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Os resultados das andlises realizada por CLAE-EM apresenta o espectro de
massas referente ao substrato 9-dodecalactona que foi detectado na
presenca quanto na auséncia do fungo (Figura 3).

Com a comparagcdo dos resultados, podemos perceber a presenca dos
mesmos sinais, tanto no ensaio contendo fungo, quanto no controle branco.
Desta maneira podemos concluir que nao foi possivel detectar os sinais do
alcool e nem do &cido, relacionados a hidrolise do substrato utilizado. Isto
pode ter acontecido devido a volatilidade dos ésteres e a dificuldade em
serem ionizados.
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Figura 3: Espectro de massas da biocatalise do substrato 9-dodecalactona com o fungo
Aureobasidium sp. (96h de reacao).

Novos estudos serao realizados afim de melhorar/otimizar a detec¢do dessa
classe de substrato utilizando CLAE-EM.

Conclusodes

Os ensaios realizados até o0 momento demonstraram que ndo ocorreram as
hidrolises dos ésteres, no entanto novos parametros estdo sendo estudados
para otimizagéo dos testes da biocatélise.

Agradecimentos

UEM/DQI, UEM/DFA, UNICESUMAR, PIBIC/CNPq, Universal CNPQ
(Process0:477766/2013-2017) e a organizacao do evento.

Referéncias

DA SILVA, C P. Potencial enzimatico da microbiota da pele humana e
sua acao sobre insumos de fragrancias.  2012. 185f. Tese (Doutorado)-
Programa de P6s Graduacdo em Quimica, Universidade Estadual de
Campinas, Campinas 2012.

MARSAIOLI, A. J.; GONCALVES, CAROLINE C. S.; Fatos e Tendéncias da
Biocatalise; Quim. Nova , v.36, n.10, p.1587-1590, 2013.

ROWE, D.J. Chemistry and Technology of Flavors and Fragrances. 2005,
Blackwell Publishing Ltd. = CRC Press, Boca Raton, USA.



