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Resumo:

O emprego de reacdes de biocatalise mediadas por micro-organismos
representa uma alternativa aos métodos tradicionais de sintese organica,
pois emitem baixa carga de poluentes e sdo ambientalmente aceitaveis.
Micro-organismos podem catalisar uma gama de reagbfes enzimaticas,
podendo ser utilizados como potenciais biocatalisadores industriais. No
presente trabalho, realizou-se biotransformagbes com dois fungos
filamentosos de origem humana e o bacilo Klebsiella oxytoca isolado da
rizosfera da Aspidosperma polyneurum. Os resultados mostraram que todos
0s organismos testados foram capazes de reduzir compostos cetbnicos e
olefinas ativadas.

Introducao

As gquestdes ambientais envolvidas na obtencdo de compostos de
interesse farmacoldgico e industrial tem sido uma das diversas areas de
destaque da Quimica Verde. Isso pode ser feito por meio do desenho,
desenvolvimento e implementacdo de processos industriais ecologicamente
corretos.’

Uma alternativa aos métodos tradicionais de sintese e amplamente
estudada € a biocatélise. Ela pode ser definida como uma modalidade de
reacdo quimica que utiliza enzimas para promover modificacdes estruturais
em um determinado substrato de interesse.? Tais reagﬁes enziméticas séo
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dotadas de quimio-, regio- e enantiosseletividade. Devido a isso, a
biocatalise tem sido considerada uma ferramenta biotecnolégica poderosa
para a obtencdo de comg)ostos de interesse com elevados rendimentos e
excessos enantiomericos.

O emprego de micro-organismos em processos biocataliticos tem
contribuido para o crescimento da biocatélise. Isso deve-se ao fato de os
mesmos apresentarem a capacidade de catalisar diferentes tipos de reacdes
e tolerancia frente a diferentes tipos de substratos. Além disso, sua utilizacdo
em processos biocataliticos apresentam diversas vantagens, pois séo
realizados sob condi¢cdes reacionais mais brandas e utilizam metodologias
de facil execucdo e de baixo custo.” Dessa forma, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar as reacbes de Oxido-reducdo catalisadas por micro-
organismos da pele humana e do ambiente.

Materiais e métodos
Substratos utilizados

Utilizou-se nas biotransformacdes os seguintes compostos: acetoacetato de
etila (1), acetoacetato de benzila (2), acetoacetato de tert-butila (3), trans-
chalcona (4), (4R)-(-)-Carvona (5) e (4L)-(+)-Carvona (6).

Micro-organismos empregados

Para os estudos, foram utilizados os fungos de cédigo F45 (Phoma sp) e
F46 (Aureobasidium sp) isolados da pele humana, e a bactéria Klebsiella
oxytoca, isolada da rizosfera de Aspidosperma polyneurum.

Manutencdo das culturas dos micro-organismos

Os fungos filamentosos estdo mantidos sob criopreservacdo no Laboratorio
de Biotecnologia de Produtos Naturais e Sintéticos (LABIPROS) da UEM e
reativados em meio liquido de extrato de malte e peptona, a 28 °C e 200 rpm
por 48 h. A cepa de Klebsiella oxytoca foi cultivada em caldo LB, por 48 h, a
32 °C e 130 rpm.

Reacdes de biocatalise com 0s micro-organismos
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Em capela de fluxo laminar, pesou-se cerca de 2 g do micro-organismo
(fungo ou bactéria (peso Uumido)), transferiu-se para erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL de tampao fosfato 0,1 M (pH 7,0) e adicionou-se 10 ou 20
puL do substrato a ser testado. Os frascos foram incubados em agitador
orbital a 28 °C e 200 rpm (para fungos) ou a 32 °C e 130 rpm (para
bactérias). Retirou-se aliquotas de 2 mL do meio reacional a cada 24 horas
para acompanhamento das reacdes. As mesmas foram extraidas com 1 mL
de acetato de etila, secas sobre Na,SO, anidro e analisadas por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM).

Resultados e Discussao

As andlises de CG-EM dos extratos das reacfes realizadas pelos fungos
Phoma sp e Aureobasidium sp mostraram que os mesmos foram capazes de
converter, de maneira satisfatoria, o acetoacetato de tert-butila (3) em seu
respectivo alcool (3-hidroxi-butanoato de tert-butila) (3a) em mais de 99% no
periodo de 24 e 48 horas, respectivamente. A chalcona (4) também foi
convertida totalmente a sua respectiva dihidrochalcona (4a) em 48 horas
pelos dois fungos. Os resultados das conversdes para K. oxytoca sé&o
mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Porcentagens de conversdo dos substratos utilizando células em
suspenséao de Klebsiella oxytoca.

Conversoes de K. oxytoca
Substrato Conversao* (%)

1 n.d.
2 59,8
3 7,17
4 > 99
5 6,5
6 6,2

Conversfes determinadas por CG-EM
n.d.: ndo determinado

Tais resultados sugerem gue esses Mmicro-organismos expressam enzimas
do tipo enoato redutase (ENR) e alcool desidrogenase (ADH) capazes de
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converter substratos que possuem grupos volumosos em suas estruturas. A
capacidade desses fungos em biotransformarem tais compostos € devida,
provavelmente, ao fato de que a pele humana é exposta diariamente a
inmeros insumos de fragrancias de formulacdes cosméticas. Dessa forma,
esses fungos desenvolveram um sistema enzimatico capaz de metabolizar
substancias com diferentes complexidades estruturais, de modo a
sobreviverem nesse ecossistema cutaneo.’

Conclusoes

Os resultados mostraram que esses fungos s&o uma fonte atrativa de
enzimas para catalisarem os mais diversos tipos de reacdes de interesse em
sintese organica, de maneira mais branda e ecologicamente aceitavel.
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