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RESUMO

A biocatalise € um processo no qual catalisadores naturais sdo utilizados para modificar uma molécula
guimica, sendo uma alternativa mais ecoldgica e barata de procedimentos quimicos de alto desempenho,
com o uso de enzimas ou células inteiras como catalisadores, as reacdes sao enantiosseletivas,
guimiosseletivas e regiosseletivas. Nesse projeto, sera avaliado o uso de fungos que atuardo como possiveis
bioconversores de substratos. Serdo utilizados os substratos: 2-metilcicloexanona, 3-metilcicloexanona e 4-
metilcicloexanona, empregando o fungo de pele humana como biocatalisador. O microrganismo sera cultivado
em placas de Petri, em meio &gar nutriente, de 4 a 7 dias, ap0ds o cultivo os fungos serdo remanejados para
um Erlenmeyer com extrato de levedura e sob agitacdo constante, por dois dias. Sera feito um repique das
células novas, com mesmo processo anterior, num periodo de 24h, apds esses processos o fungo de pele
humana sera filtrado em funil de Biichner estéril. Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de tampéo
Serensen (NazHPO4 -KH2PO4) pH 7,0, serdo adicionados cerca de 2 g de massa celular (peso Umido) do
microrganismo a ser avaliado e 10 mg do substrato (2-metilcicloexanona ou 3-metilcicloexanona ou 4-
metilcicloexanona). Esses frascos serdo mantidos sob agitagédo, e monitoracao diaria, num periodo de 5 dias,
gue entdo serd feita a extragdo com acetato de etila, filtragdo a vacuo e concentrados sob presséo para serem
analisados por CCD e CG/EM. Espera-se uma seletividade dos isbmeros gerados dos substratos. Avaliando-
se a capacidade enantiosseletiva do biocatalisador.

PALAVRAS-CHAVE: Quimica Verde; Biotranformacdes; Biomassa Celular.
1 INTRODUCAO

Biocatalise ou biotransformacéo é a utilizacdo de enzimas ou células inteiras para
catalisar reacdes quimicas. A aplicacdo da biocatalise cresce na proporcdo em que
profissionais quimicos se empenham para tornar mais eficientes e economicamente mais
viaveis os processos da “quimica verde”. Este processo gera oportunidades de sintetizar
substancias de custo elevado, de modo sustentavel (GREEN; TURNER, 2016).

O processo de biotransformacao pode ser feito a partir da enzima isolada, de células
em sua forma integra, sejam de origem vegetal ou animal e até mesmo micro-organismos
inteiros, como € o caso desse projeto, em que sera utilizado um fungo filamentoso. O uso
de células integras é caracterizado como a utilizacdo da biomassa da fonte enzimatica nas
reacdes em questado (VILELA; SGARBIERI; ALVIM, 2000).

Os procedimentos tém a geracdo de impurezas, como subprodutos toxicos,
contaminacao do ambiente e do ser humano (GRAEDEL, 2010). Nesse sentido, a quimica
verde, ou quimica sustentavel como também é conhecida, com projetos que visam a
reducdo ou total retirada da utilizacdo e formacao de produtos com certa toxicidade, tem
sido cada vez mais introduzida nos processos industriais (EPA, 2020).

Profissionais tém a preocupac¢do com o uso e descarte adequado das substancias
residuais geradas nos processos quimicos. Aqueles que seguem os principios da quimica
verde, empenham-se em projetar novos compostos com uma Visdo mais ecoldgica, tendo
em vista produtos originados de matérias primas renovaveis, e visam a substituicdo dos
compostos que agridem ou afetam a integridade de quaisquer tipos de vida, prezando por
produtos biodegradaveis que preservam a fauna, flora e a vida (EPA, 2020).

Quanto ao setor farmacéutico, a complexa gama de mecanismos de reacdo
atrelados as rotas de sintese e analise de farmacos, o habitual uso de solventes nos
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processos de purificacdo, entre outros, faz com que esse segmento industrial se torne um
significativo gerador de residuos (LINNINGER; CHAKRABORTY, 2001).

Por meio da biocatalise, é possivel retirar um produto de substratos sintéticos, sendo
este um processo regiosseletivo - preferéncia na formacdo de um isémero especifico;
enantiosseletivo — geracdo predominante de um enantidmero, e quimiosseletivo — quando
h& mais de um grupo funcional na molécula, somente um deles participara da reacao. As
reacdes podem ser realizadas em temperatura ambiente e sob pressao atmosférica, o que
pode evitar a formagdo de subprodutos provenientes, por exemplo, de processos de
isomerizacao e de rearranjos (GONCALVES; MARSAIOLI, 2013).

Tornando a biocatélise uma alternativa mais favoravel a industria farmacéutica,
permitindo que intermediarios quirais sejam obtidos por processos em sintonia com 0s
preceitos da quimica verde e da biotecnologia branca, diminuindo-se a geracao de residuos
e o consumo de energia (GONCALVES; MARSAIOLI, 2013).

A industria farmacéutica compreende que os enantibmeros de compostos quirais,
tém atividades bioldgicas diferentes. Apesar de serem distinguidos facilmente no
organismo, eles podem ter diferentes propriedades farmacocinéticas (absorcéo,
distribuicdo, biotransformacdo e excrecdo) e diferentes efeitos farmacolégicos ou
toxicoldgicos, 0 que aumenta a busca por compostos desse tipo (FERREIRA; MEIRA;
ROSSET; PORTO, 2016).

Sendo empregado o uso de células inteiras, é eliminada a necessidade de lise celular
e purificacdo de enzimas, tornando o processo mais barato (WACHTMEISTER; ROTHER,
2016). A biocéatalise com células inteiras, mais especificamente com o uso de micro-
organismos, ja é uma realidade, como por exemplo, a sintese de resveratrol, que € um
composto inicialmente extraido de algumas plantas, porém é encontrado em baixas
concentracfes,tendo a suabiossintese realizada pela primeira vez usando
Saccharomycescerevisiae pela empresa dinamarquesa Fluxome em 2009, e o produto foi
indicado como seguro e o0 estudo nessa area vem se abrangendo (MEI, YAN-ZHEN; et al,
2014; FERRER; et al., 2008).

2 MATERIAIS E METODOS
e Manutencao da cultura dos fungos filamentosos

O fungo filamentoso Scolecobasidiumsp. pertence a colecdo do Laboratério de
Biotecnologia de Produtos Naturais e Sintéticos (LABIPROS) na Universidade Estadual de
Maringa (UEM), supervisionado pela Profa. Dra. Regina A. Correia Goncalves.

Os fungos seréo cultivados em placa de Petri lisa em poliestireno descartavel 90x15
mm contendo 15 mL de meio de cultura agar nutriente (20 g/L) a uma temperatura de 28
°C durante 4 a 7 dias.

e Definicdo dos niveis de biomassa e substrato para as rea¢des biocataliticas

Trés partes de 0,5 cm dos fungos que estardo em placas de Petri serdo transferidos
para Erlenmeyers de 250 mL com 50 mL de extrato de levedura e malte e mantidos por 48
horas sob agitacao (120 rpm) a 28 °C. Apo0s este periodo, sera realizado um novo repique,
transferindo as células jovens para novos frascos na mesma condi¢cdo anterior. Apos 24
horas as células microbianas serao filtradas em funil de Buichner estéril.

Desta forma, para todas as reacdes biocataliticas ser& utilizado o protocolo geral:
em Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de tampéo S@rensen (Na2HPO4 -KH2PO4)
pH 7,0, serdo adicionados cerca de 2 g de massa celular (peso Umido) do microrganismo a
ser avaliado e 10 mg do substrato (2-metilcicloexanona ou 3-metilcicloexanona ou 4-
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metilcicloexanona). Os frascos reacionais serdo mantidos sob agitacdo de 120 rpm a 28°C
e monitorados por aliquotas de 2 mL a cada 24 horas por 5 dias, sendo posteriormente
submetidos a extracdo com 1 mL de acetato de etila. ApOs este periodo sera realizado
filtracdo a vacuo e os sobrenadantes extraidos com duas por¢des de 10 mL de acetato de
etila e secos sobre Na2S0O4. As aliquotas e os extratos resultantes da extracao final, serdo
concentradas sob pressao reduzida e analisadas por CCD e CG/EM.

e Determinacdo da conversdo e caracterizacdo dos produtos das reacdes de
biocatalise mediada pelos fungos da pele humana

A caracterizacdo quimica dos substratos e padrdes, bem como acompanhamento
das reacgfes biocataliticas serdo realizadas por CG/EM. Sera utilizado um cromatografo a
gas (Agilent 7890B) equipado com coluna capilar de fase estacionaria Agilent HP-5MS Ul
(30 m x 0.250 mm x 0.25 pm), acoplado com espectrometro de massas Agilent 5977 A. Os
espectros de massas serdo obtidos a partir de uma faixa de m/z 40-500 fornecida através
do modo de varredura de espectros e ionizagao por impacto de eletrons (70 eV).

A conversao (c) dos substratos em produtos sera calculada através da razéo entre
as areas dos picos correspondente ao substrato e seus respectivos produtos (Equacéo 1)
e 0 excesso diastereoisomérico (e.d.) ou enantiomérico (e.e.) através da Equacao 2
(GORETTI et al, 2009; COLLINS, 2014).

area do produto
c=; ! ) x 100
area do sustrato+area do produto
Equacéo 1
ce = (érea do enantiomero maior—area do enatiomero menor) 100
area do enatiémero maior+area do enantiémero menor

Equacéo 2

e Condicdes de programacdo CG/EM e do CG-quiral para andlise das reacdes
biocataliticas.

CG/EM:

. Coluna: Agilent HP-5MS Ul (30 m x 0.25 mm d.i. x 0.25 ym);

. Detector quadrupolo: 400 °C;

. Impacto de elétrons: 70 eV;

. Temperatura de fonte de ions: 230 °C;

. Linha de transferéncia: 250 °C;

. Fluxo do géas de arraste (He): 1,0 mL/min;

. Temperatura do forno: 60 — 90 °C (3 °C/min) e 90 — 285 °C (50 °C/min);
. Injetorsplit (20:1): 220 °C;

. Modo fullscan 40 — 500;

. Volume injetado: 2 pL.

CG-quiral:

. Coluna: CP-Chirasil-DEX CB (25 m x 0.25 mm d.i. x 0.25 ym);
. Detector por ionizagdo em chama (FID): 220 °C;

. Injetorsplit (50:1): 220 °C,;

. Fluxo do gas de arraste (He): 2,0 mL/min;

. Temperatura do forno: 90 — 130 °C (2 °C/min) e 130 — 180 °C (50 °C/min);

Anais Eletronico X1l EPCC
UNICESUMAR - Universidade Cesumar
www.unicesumar.edu.br/epcc2021

&/ uniCesumar


http://www.unicesumar.edu.br/epcc2021

. volume da amostra: 1yL.
3 RESULTADOS ESPERADOS

Nesse projeto, sera avaliado o uso do fungo filamentoso Cladosporium sp. Como um
possivel biocatalisador dos substratos 2-metilcicloexanona, 3-metilcicloexanona e 4-
metilcicloexanona. Espera-se que o fungo tenha alta capacidade em reacao de biorredecao
das cetonas dos substratos, além de um bom excesso enantiomérico.

Salienta-se que, devido a pandemia, os laboratorios utilizados foram fechados por
um periodo, fazendo com que o projeto fosse congelado, ao retornar tivemos alguns
imprevistos, houve contaminacdo do fungo utilizado, e do material coletado anteriormente
impedindo de ter resultados conclusivos e paralisando mais uma vez o projeto para um
novo repique do fungo.
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