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BIOCATALISE DE CETONAS PRO-QUIRAIS UTILIZANDO O FUNGO Epicoccum sp.

Gustavo Adriano Egler Souza®, Renan Moura Garcia?, Rogério Aparecido Minini dos Santos?

RESUMO: Transformacg®es biolégicas de substratos exdgenos utilizando cultura de micro-organismos permitem
realizar modificagBes estruturais em moléculas. A biocatalise encontra-se em amplo desenvolvimento com base
em pesquisas realizadas em varios ramos da quimica e biologia possuindo em comum o principal objetivo de
desenvolver novos catalisadores para uso industrial. A &rea de biocatalise emerge como uma ferramenta
poderosa para a chamada “quimica ecologicamente correta” (quimica verde), a qual levara cada vez mais a
processos industriais comprometidos com o controle ambiental. Duas palavras que séo utilizadas para 0 mesmo
assunto podem ser a biotransformacédo e a biocatalise. Essas duas palavras podem parecer termos parecidos,
porém, possuem caracteristicas diferentes. A biotransformacéo é definida como a reacdo dos compostos quimicos
num sistema vivo, e ndo precisa ser um processo definido pelo metabolismo do organismo. Ja a biocatalise, por
outro lado, é mais amplamente definida como a mediagdo de reac¢des quimicas por meio de sistemas biolégicos,
incluindo enzimas isoladas, células inteiras ou extratos livres de células. Desta forma, a biocatalise tornou-se uma
ferramenta importante na sintese de compostos orgéanicos, principalmente na obtencdo de compostos quirais de
interesse farmacoldgico. Neste contexto, a proposta desta pesquisa é avaliar a capacidade de biotransformacgéo
de componentes orgéanicos utilizando micro-organismos (fungos e bactérias) como biocatalisadores. Para este fim,
serdo selecionados componentes que apresentem grupos funcionais especificos possiveis de biocatélise. Os
fungos utilizados foram cultivados em placas de Petri com seu meio de cultura adequado onde ap6s o tempo de
cultivo, foram transferidos para Erlenmeyers contendo uma solugao tampao com um substrato conhecido. Apés
trés dias, os metabdlitos foram analisados. Tantos os substratos, como os produtos obtidos por biocatalise foram
caracterizados por métodos espectroscopicos e cromatograficos com o uso de um cromatégrafo gasoso com uma
coluna capilar com fase estacionaria quiral acoplado a um espectrdbmetro de massa. Pode-se concluir que o fungo
apresentado em estudo possui a capacidade de realizar a biocatélise dos substratos utilizados. Com a obten¢éo
de produtos através da biotransformacdo de cetonas a alcoois, os resultados obtidos sdo satisfatorios na
avaliacdo da sintese de novos compostos a partir de cetonas pro quirais.

PALAVRAS-CHAVE: Quimica verde; biocatélise; biotransformac¢éo; enzimas.

1 INTRODUCAO

A biocatélise é definida como o uso de catalisadores naturais enzimaticos com a finalidade de realizar
transformagbes quimicas em compostos organicos (OMORI; PORTAS; OLIVEIRA, 2011). Biotransformacao e
biocatélise apesar de serem termos parecidos, possuem caracteristicas diferentes. A biotransformacéo pode ser
definida como a reacdo dos compostos quimicos num sistema vivo, e ndo precisa ser um processo definido pelo
metabolismo do organismo. Biocatélise, por outro lado, € mais amplamente definida como a mediacao de reacdes
quimicas por meio de sistemas biol6gicos, incluindo enzimas isoladas, células inteiras ou extratos livres de células
(HUDLICKY; REED, 2009). Em torno disto, é sabido que todos os seres vivos possuem a capacidade de sintetizar
enzimas, por isso sdo considerados fontes de biocatalisadores naturais (enzimas) que sdo muito Uteis e versateis
na industria (LIESE; SEELBACH; WANDREY, 2006). Segundo Faber (2011), essas enzimas podem ser utilizadas
nos mais diversos tipos de rea¢des organicas. Além disso, apresentam caracteristicas que catalisadores sintéticos
ndo apresentam, por exemplo: o uso de condi¢des brandas de reacéo, pois normalmente o solvente utilizado é a
agua; o uso de reagentes degradaveis, devido os catalisadores serem enzimas de plantas, animais ou micro-
organismos e também a caracteristica de serem decompostos no ambiente apds o uso (OMORI; PORTAS;
OLIVEIRA, 2011).

Industrialmente, a biocatdlise oferece uma grande seletividade do ponto de vista estereoquimico. Um
simples exemplo disso é comparar a redugdo da acetofenona utilizando um agente redutor de cetonas pro-quirais
sintético (boro hidreto de sddio - NaBH,) e um agente redutor natural proveniente da cenoura (enzima
desidrogenase). Os agentes prd-quirais sdo substancias que levam a produgcédo de moléculas com centros quirais.
Uma vez que o sintético produz uma mistura de alcoois racémicos, com 50% para o enantidmero S e 50% para
enantibmero R, a partir da Acetofenona, a cenoura forma um produto dominante em relacdo ao outro (Figura 1).
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Em alguns casos, pode ser gerado um excesso enantiomérico (ee) de até 99%, em razdo disso é considerada
como um eficiente biocatalisador (ZUIN, V.G.; CORREA, A.G., 2009 apud OMORI et al., 2011).

OH
NaBH4
MeOH. t.a. R+S
Q 1-feniletanol racémico
OH
Acetofenona Daucus carota
(pré-quiral) (cenoura)
_—
H:0,ta., 2 dias (S)-(-)

1-feniletanol opticamente ativo
99% e.e.

Figura 1: Reducéo da Acetofenona através de um agente sintético e um agente natural.
Biocatalise com o uso de micro-organismos:

Uma Unica estirpe microbiana pode produzir uma grande variedade de enzimas intra e/ou extracelulares, a
producédo de cada uma pode ser dependente de condi¢des de crescimento e de desenvolvimento celular (BODE et
al., 2002). As enzimas dentro das células estdo em um ambiente protegido e sdo muitas vezes mais estaveis do
que quando isoladas. No entanto, o substrato deve ser capaz de transpor o envoltério celular para atingir as
enzimas, 0 que pode diminuir a velocidade da reag&o, quando comparados com enzimas isoladas. Uma maneira
de contornar essas limitacdes de transferéncia de substrato € a permeabilizacdo da parede da célula e das
membranas por meios quimicos (por exemplo, por adicdo de detergentes ou solventes) ou fisicos (por exemplo,
choque térmico) de tratamento (de CARVALHO, 2011).

2 MATERIAL E METODOS

Todos os reagentes, solventes e substratos (Figura 3) foram adquiridos comercialmente. Todos os
substratos foram reduzidos quimicamente para obtencdo dos padrbes racémicos. Para a realizacdo da
cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se cromatoplacas de aluminio da Merck com silica gel 60
GF254. A fase movel utilizada foi hexano:acetato de etila (90:10) utilizando-se de reveladores quimicos, como
solucdo acida de p-anisaldeido e 2,4-dinitrofenilhidrazina. Os produtos de biocatalise forma analisados em
Cromatografo Gasoso acoplado a Espectrémetro de massas (GC-EM), modelo 5977-A, Agilent Technologies Co.,
Ltda. cuja a fase estacionaria era uma coluna HP-5MS (30 m x 0,250 mm x 0,25 uym) e a fase movel gas Hélio. Os
substratos utilizados nesse estudo estdo descritos na Tabela 1.

Foi utilizado o fungo do género Epicoccum sp., obtido e identificado durante o projeto de doutorado da
Dra. Carla Porto da Silva (IQ/Unicamp), sob orientacdo da Prof. Dra. Anita Jocelyne Marsaioli, aprovado sob
avaliacdo do Comité de Etica em Pesquisa / Faculdade de Ciéncias Médicas (CEP/FCM) da Unicamp (Folha de
Rosto 1085/2008) (Anexo |), cujas culturas estdo mantidas sob criopreservacdo no Laboratdrio de Biotecnologia
de Produtos Naturais e Sintéticos do Departamento de Farmacia da UEM (LABIPROS) e Laboratério de Analises
Quimicas Aplicadas a Biotecnologia (LABIOTEC). Os consorcios de fungos testados foram cultivados em placa de
Petri contendo o meio de cultura adequado. ApGs o periodo de cultivo, os micro-organismos foram transferidos
para Erlenmeyers de 500 mL, contendo cerca de 50 mL de Extrato de Malte ME, sendo incubados por 48 horas a
28 °C sob agitacéo (200 RPM). Apés esse periodo, as células microbianas foram centrifugadas a 5000 RPM, por
10 min. ou filtradas em uma unidade de filtragem estéril. Em Erlenmeyers de 125 mL contendo 40 mL de tamp&o
Se¢rensen (NaH,PO, -KH,PO,) pH 7,0, foi adicionado cerca de 2 g de massa celular (peso Umido) do micro-
organismo a ser avaliado e 20 mg do substrato. Os frascos reacionais foram mantidos sob agitacéo de 200 rpm, a
28°C e monitorados por aliguotas de 2 mL a cada 24, 48 e 72 horas. As aliquotas retiradas foram submetidas a
processos de extracdo liquido-liquido com 2 mL de acetato de etila para obter os metabdlitos liberados pelos
micro-organismos durante o experimento. As fases organicas coletadas foram secas com Na,SO, anidro e
analisadas por CG-EM. A identificacdo, as concentragfes das cetonas e seus respectivos alcoois foram obtidas
por CG/EM (Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometro de Massas) em aparelho Agilent Technologies
5977-A. Foi utilizado uma coluna HP-5MS (30 m x 0,250 mm x 0,25 um), a fase movel foi gas Hélio (fluxo 1,0
mL/min), raz&do split 1:20 e temperatura programada: 60 a 90°C (3°C/min.) e 90 a 285°C (50°C/min.). O volume
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injetado foi de 2 uL, temperatura do injetor de 220°C, temperatura da interface em 240°C, do detector (quadrupolo)
a 300°C. A caracterizacdo dos compostos foi feita por comparacées com espectros de massas da literatura e as
concentragdes foram obtidas por andlise de area relativa (GOREN et al, 2002). A andlise dos dados foi realizada
de forma quantitativa com base nos resultados apresentados na cromatografia gasosa em conjunto com a
espectrometria de massa. Os dois equipamentos em conjunto unem suas caracteristicas para que seja possivel
observar diferentes substédncias em uma amostra onde através de cromatogramas, pode-se observar a
fragmentagéo de determinado substrato em picos, possibilitando a andlise da reacédo. Neste trabalho nao foram
utilizados testes estatisticos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da utilizacdo do Epicoccum sp. como biocatalisador dos substratos (1) — (5), foram obtidos os
produtos observados na Tabela 1. Os percentuais de cada produto foram calculados através das areas relativas
dos cromatogramas. As reacBes podem gerar produtos isdmeros, no entanto, a coluna utilizada no cromatégrafo
gasoso nédo possibilita a obtencéo da isomeria dos mesmos.

Tabela 1: Produtos e rendimentos obtidos por reacdes de biocatalise de cetonas por Epicoccum sp.

Nome Substrato Produto Epicoccum sp Rendimento em %
0] OH
2-metilciclohexanona @H 62,40%
1) (1a)
@] OH
3-metilciclohexanona @ 29,03%
(2) (2a)
OH
Q © 23,26%
4-metilciclohexanona (3Oa)
(3) O
72,31%
(3b)
; OH
C H3 ,.\\‘\\\
(0]
5,31%
(+)-(S)-carvona
HC” S CH, (4a)
0
@) HiC
CH, 8,81%
H.C
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(4b)
0
HaC
+mCH 63,39%
HAC
(4¢)
_eOH
2,38%

HsC” XCH,

O
(+)-(S)-carvona EOH 17,95%
(4e)
OH

4
2,13%
(4f)
OH
89,18%
N
(5a)
/$7l“\T/;;0 E o
(-)-(R)-carvona . ‘;// : 9,55%
®) (5b)
E OH
: 1,28%
A
(5¢)

Fonte: Dados da pesquisa

O fungo do género Epicoccum sp demonstrou a capacidade de reduzir o substrato 2-metil ciclohexanona
(1) e 3-metil ciclohexanona (2) apresentando uma grande atividade biocatalitica, possivelmente através de uma
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enzima redutora, para a obtengdo dos &lcoois quirais 2-metilciclohexanol (1a) e 3-metilciclohexanol (2a). O
produto (1a) obtido no experimento € comparavel com a reacéo observada por Mai Kawamoto et al. (2008) onde o
mesmo substrato foi utilizado com espécies diferentes de fungos (Fusarium sporotrichioides NFRI-1012 e
Fusarium sp. AP- 2).

Na reacdo envolvendo a molécula 4-metilciclohexanona (3), pode-se observar a produgdo do alcool quiral
4-metilciclohexanol (3a) com um rendimento final de 23.26% para o Epicoccum sp.. Além da producédo do alcool, o
fungo realizou a oxidacdo da molécula (3) através de um processo denominado oxidacdo de Baeyer-Villiger,
gerando um produto com rendimento final de 72.31%. Essa reacdo pode ser comparada com o experimento
realizado por Piovan et al. (2008), onde o fungo utilizado Aspergillus terreus URM 3571 catalisou a mesma reacao
com rendimento final de 76%.

Utilizando o substrato (+)-(S)-carvona (4), foi obtido através do micro-organismo os seguintes resultados:
neodiidrocarveol (4a), cis-diidrocarvona (4b), trans-diidrocarvona (4c), diidrocarveol (4d), neo-iso-diidrocarveol
(4e), carveol (4f). A reacdo com a cultura de Epicoccum sp. apresentou respectivamente o rendimento de 5.31%
para (4a), 8.81% para (4b), 63.39% para (4c), 2.38% para (4d), 17.95% para (4e) e para (4f) com 2.13% de
rendimento.

Na utilizacdo do substrato (-)-(R)-carvona (5), o Epicoccum sp realizou a conversdo em trés produtos
diferentes, sendo eles o neodiidrocarveol (5a) com 89.18 % de rendimento, o diidrocarvona (5b) com 9.55% de
rendimento e o dihidrocarveol (5c), com 1.28% de rendimento. Na pesquisa realizada por Silva, Souza e Junior
(2011) pode-se observar que as reacdes envolvendo os mesmos substratos (4) e (5) com espécies de fungos
diferentes apresentaram semelhancas nos resultados obtidos, como por exemplo, os produtos (4a), (4c) e (4e)
para o substrato (4) e o produto (5a) para o substrato (5).

Nos substratos 1 e 2, a enzima envolvida no processo apenas reduz a molécula simplesmente removendo
a dupla ligacdo do grupo funcional cetona, adicionando uma molécula de hidrogénio para gerar um novo grupo
funcional. A producado de alcoois é de suma importancia pois caracteriza a possibilidade do micro-organismo em
estudo realizar reagdes de reducao e principalmente a modificagdo da estrutura funcional da molécula. Na reacéo
do composto (3), pode ser observada uma reag¢do de destague nesta pesquisa pois envolve a acdo da enzima
Baeyer Villiger monoxigenase. Apenas esse substrato apresentou o resultado satisfatério na producéo de uma
lactona provavelmente devido ao fato de que a molécula (3) diferentemente dos outros substratos, apresentar uma
simetria em sua forma estrutural, o que faz com que o grupo funcional fique distante do radical metil, expondo toda
a cadeia ciclica onde consequentemente, a enzima fica livre para atuar em qualquer local do anel adicionando um
atomo de oxigénio gerando, por exemplo, o produto (3b).

Na pesquisa realizada por Silva, Souza e Juanior (2011) pode-se observar que as reagdes envolvendo 0s
mesmos substratos (4) e (5) com espécies de fungos diferentes apresentaram semelhancas nos resultados
obtidos, como por exemplo, os produtos (4a), (4c) e (4e) para o substrato (4) e o produto (5a) para o substrato (5).
As enzimas pertencentes aos fungos realizam reacdes que sao fundamentais para a sintese dos produtos
observados nessa pesquisa. Primeiramente, a enzima enona redutase ataca a dupla C=C gerando uma nova
cetona e apds isso, uma enzima redutora age sobre o grupo funcional quebrando a dupla ligagdo da carbonila
cetbnica promovendo a formacdo de um alcool (SILVA; SOUZA; JUNIOR, 2011). Isso é comprovado pela
biocatalise nos substratos (4) e (5) onde pode ser observada a presenca de uma nova cetona (4b) e (4c) e
posteriormente a formagédo de um &lcool (4a) (4d) (4e) e (4f). Os produtos gerados nessa reacdo podem ser
divididos em produtos intermediarios e produtos finais. Os intermediarios sdo aqueles que sofreram apenas a acao
da primeira enzima gerando os produtos (4b) e (4c) que foram obtidas apo6s a perda da dupla ligagdo originando
compostos diastereoisébmeros cis e trans. As diihidrocarvonas geradas sofrem a ag¢do da prOxima enzima que
reduz novamente a molécula, causando a perca do grupo funcional cetona onde apés a remocao da dupla ligacéo
do oxigénio torna-se um alcool.

4 CONCLUSAO

Pode se concluir que o micro-organismo do género Epicoccum foi capaz de realizar a reducdo dos
substratos (1) — (5) em diversos produtos. Devido a uma boa estereosseletividade e estereoespecificidade, o
fungo promoveu a formacédo de diferentes monoterpenos a partir das carvonas (4) e (5) produzindo compostos
com aplicacdes industriais como intermediarios sintéticos de produtos naturais que também podem ser utilizados
na producao de cosméticos. A atividade enzimética envolvida nos substratos (1) — (3) possibilitou a formacéo de
produtos com grupos funcionais diferentes de seus substratos, gerando alcoois e em um dos casos a producédo de
uma lactona (3b). O processo de controle de oxigenacgdo poderia gerar resultados mais satisfatorios para a
producédo de outras lactonas para outras moléculas, uma vez que pode ser observado neste estudo a capacidade
do fungo em realizar reacdes de Baeyer Villiger. Apesar de apresentar resultados importantes, € oportuno o
estudo das enzimas para que seja feito seu isolamento e posteriormente sua aplicagdo em escala industrial.
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