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Resumo:

O emprego de reacdes de biocatélise, na Biotecnologia, representa uma
alternativa mais ambientalmente aceitdvel em relacdo aos métodos
tradicionais de sintese, além de permitir a obtencdo de produtos opticamente
ativos com bons excessos enantioméricos. A (4R)-(-)-Carvona e seus
produtos de biotransformacgéao, do tipo monoterpenoides, apresentam um alto
potencial de utilizacdo a nivel industrial. No presente trabalho, realizou-se a
otimizacdo da reacado de biotransformacdo da (4R)-(-)-Carvona, utilizando
fungos filamentosos isolados da pele humana imobilizados em matriz de
alginato de calcio, na presenca de diferentes fontes de carbono. Os
resultados mostraram que houve total conversao do substrato e, além disso,
os fungos filamentosos imobilizados na matriz de alginato de célcio
mostraram-se estaveis mesmo apos 4 meses de estocagem.

Introducao

Dentro da biotecnologia, o uso de enzimas como catalisadores em reacdes
quimicas tem sido uma alternativa sustentavel e promissora, além de
possuirem acéo altamente seletiva (JEGANNATHAN, R. K.; NIELSEN, P. H.,
2013). A imobilizacdo é uma técnica que consiste em confinar uma enzima
cataliticamente ativa ou células integras dentro de um sistema reacional, de
modo a impedir seu contato direto com o meio reacional no qual se
encontram o substrato e o(s) produto(s) de biotransformacdo (ROSEVEAR,
1984).

A (4R)-(-)-Carvona é um monoterpenoide amplamente utilizado como
aromatizante e seus produtos de biotransformacdo possuem alto potencial
de utilizac&do na industria farmacéutica e alimenticia (GORETTI et al., 2013).
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Os fungos da pele humana representam uma fonte de enzimas com
potencial aplicacdo em reacdes de biocatélise, visto que no érgdo cutaneo
sdo capazes de metabolizar os mais diversos compostos organicos (SILVA,
C. P, 2012). O objetivo do presente projeto foi otimizar a reacdo de
biotransformacao da (4R)-(—)-Carvona utilizando fungos filamentosos da pele
humana imobilizados em matriz de alginato de célcio, em diferentes meios
reacionais.

Materiais e métodos
Substrato e micro-organismos utilizados

Utilizou-se a (4R)-(—)-Carvona como substrato e os fungos filamentosos do
género Phoma sp. (F45) e Aureobasidium sp. (F46), gentilmente cedidos
pela Prof2 Dra. Anita J. Marsaioli (IQ-UNICAMP), isolados da pele humana
pela Dra. Carla Porto, em sua tese de doutorado (Registro SISNEP — Folha
de Rosto 1085/2008, Comité de Etica em Pesquisa/Faculdade de Ciéncias
Médicas (CEP/FCM) da Unicamp).

Manuteng&o dos micro-organismos

A reativacao dos fungos filamentosos foi feita com meio liquido de extrato de
malte e peptona a 28 °C e 200 rpm durante 48 horas, depois transferidos
para novo meio de mesma constituicdo e incubados por mais 24 horas nas
mesmas condigdes.

Imobilizacao dos fungos filamentosos e reacdes de biocatalise

Foi preparada uma suspensao flngica em agua deionizada estéril e alginato
de sbdio, a qual foi gotejada sobre uma solucéo de CaCl, 0,2 M sob agitacéo
magneética suave. Apoés isso, as beads permaneceram nessa solugcéao por 20
minutos, para promover seu enrijecimento, em seguida foram filtradas e
acondicionadas em agua deionizada estéril a 4 °C até o momento do uso.

As beads previamente filtradas foram colocadas em Erlenmeyers (250 mL)
contendo 50 mL de meio aquoso (tampé&o Tris-HCI + Frutose, tampéao Tris-
HCI + Sacarose ou tampao Tris-HCI + Glicose). Em seguida adicionou 10 pL
do substrato e os frascos foram incubados em agitador orbital a 28 °C e 200
rpm durante 5 dias. O consumo do substrato foi monitorado pela retirada de
aliquotas a cada 24 horas e analisadas por Cromatografia em Camada
Delgada (CCD).

Estudo de estabilidade
As beads obtidas na imobilizacdo foram estocadas sob refrigeracdo, de

modo a avaliar a viabilidade celular e a atividade enzimatica apds periodos
de 2 e 4 meses.
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Resultados e Discussao

De modo a verificar a eficiéncia da imobilizagéo, realizou-se a Microscopia
Eletrbnica de Varredura (MEV) dos fungos F45 e F46, livres e imobilizados.
Foi possivel observar com clareza a morfologia dos fungos livres e, além
disso, pode-se visualizar os fungos aprisionados nas beads, como mostrado
na Figura 1.

Figura 1 — Microscopia eletrénica de varredura (tensédo de aceleracdo de 15 kV). Filamentos
de F45 (Al) e F46 (B1) em aumento de 1000x. (A2) F45 imobilizado em aumento de 243x e
(B2) F46 imobilizado em aumento de 100x.

A andlise das cromatoplacas resultantes das reacbes biocataliticas, do
substrato e um padrdo quimico racémico de seus respectivos alcoois
mostraram total conversdo do substrato em seus respectivos produtos de
biotransformacao (Figura 2). Tais resultados sugerem que os aclcares atuam
como fontes de hidreto para as enzimas Enoato Redutase (ENR) e Alcool
Desidrogenase (ADH), gerando os produtos totalmente reduzidos do substrato
(diidrocarveais).
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Figura 2 — CCD das reagdes de biocatalise em tampao Tris-HCI + Sacarose dos fungos F45
(esquerda) e F46 (direita). C: Substrato; P: padrdo racémico; 1 a 5: 24, 48, 72 e 96h de
reacdo, respectivamente.

Paralelamente aos experimentos com as reacdes de biocatalise, também foi
realizado o teste de estabilidade e viabilidade dos fungos F45 e F46
imobilizados (beads), com o intuito de avaliar a viabilidade celular e a
manutencdo da atividade biocatalitica ap6s periodos de estocagem em
refrigerador. As beads foram adicionadas sobre o meio de -cultura
semissdlido e incubadas a 28 °C. ApGs 72 h observou-se o0 crescimento
satisfatorio do micélio, indicando que os fungos mantiveram seu
metabolismo bioquimico preservado mesmo depois da imobilizacdo e
armazenamento. Isso mostra que os mesmos podem ser utilizados apos
longos periodos de estocagem, como um reagente quimico comum,
permitindo o uso fracionado desses biocatalisadores.

Conclusbes

Observou-se que a otimizacao da técnica foi alcancada, uma vez que pbéde-
se observar as reacfes de conversdo nas placas de CCD. Além disso, o0s
fungos imobilizados permanecem viaveis mesmo apos longos periodos de
estocagem, o que os habilita como biocatalisadores convenientes para o uso
laboratorial.
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