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INTRODUCAO

Alguns produtos de interesse em diversas areastimla podem ser obtidos com
sucesso através do processo biocatalitico realizaddaboratério, tendo micro-organismos
como fonte de enzimas para catalisar as reacdeslTCé& al, 2001). Culturas microbianas
podem ser utilizadas para catalisar a reducdo ttma® a alcoois quirais que podem ser
utilizados como intermediarios na sintese de vddmsacos (HOMANN et al, 2004). A
investigacdo do potencial biocatalitico desses avicganismos, em especial o fungo da
espécie Periconia hispidula na reducdo da acetofenona proporcionard o aumeato
conhecimento da atuagcdo enzimética dessa espédiarsformacdes de cetonas, bem como
a obtencéo de produtos de interesse industrial.

O produto esperado para esta reacéo é o 1-ferldfegura 1), que € um alcool quiral
de interesse industrial, que pode ser util, demdteas aplicacdes, como intermediario para a
producédo de farmacos. O objetivo geral da pesdoisiesenvolver um processo biocatalitico
utilizando micro-organismos isolados do semi-aridaiano que permita biorreduzir
compostos carbonilicos.
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Figura 1 — Esquema da reducéo e oxidacéo envolvendo anetwe 1-feniletanol

MATERIAL E METODO
Micro-organismo

O fungo Periconia hispidula foi cedido pelo Laboratério de Micologia da
Universidade Estadual de Feira de Santana (UERS$)otesido coletado de folhas em
decomposicdo na regidao do semiarido. Com este fuoaglificado como 42/07, foi realizada
a investigagdo de seu potencial biocatalitico,izatiido como modelo a molécula de
acetofenona, para a identificacdo de sua potedaddi como biorredutor.
Padronizacao do indculo

Para a avaliacdo do crescimento micelial, os furigoem repicados em placas de
Petri com 9 cm de didmetro marcadas com trés (A@ga 2), contendo meio agar YM e
armazenados em BOD a 30 °C. A medida do crescinradial dos fungos foi realizada a
cada 24 horas por um periodo total de 192 horasexpsrimentos foram realizados em
quintuplicata. Com base nesses resultados, apdiseag@afica, convencionou-se o tempo
inicial de crescimento do fungo para adi¢do do tsatzsao meio liquido.
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Figura 2 — Foto de placa utilizada na determinacéo do onesto micelial déPericonia hispidula

Para determinacdo da quantidade de discos a safi@onados ao meio liquido
reacional e confirmacédo da massa micelial no irdeioeacéo, que se da apenas apos a adicao
do substrato, o micro-organismo foi pré-cultivado meio YM (3g extrato de levedura, 3g
extrato de malte, 5g peptona, 3g dextrose, 20g,Adade agua destilada) durante 6 dias, a
30°C, na BOD. Inicialmente, fez-se o teste do amemtto do micro-organismo em meio
liquido em duas concentracdes: 3 discos de miganismos (6 mm de diametro cada) em
25 mL de meio YM e 5 discos (também com 6 mm dendiéo) de micro-organismos em
100 mL do mesmo meio. Fez-se 5 repeticdes de catianiento e esses tratamentos foram
colocados na BOD, a 30°C, para crescimento da maisséial por 4 dias. Apos esse periodo,
filtraram-se os tratamentos para a obtencdo daansaes dos micro-organismos.
Determinacéo da cinética reacional

Para a determinacdo do melhor tempo de incubacfimmtidade de meio reacional,
dois experimentos distintos foram conduzidos. Nmeiro experimento colocou-se 3 discos
de micro-organismos, com 6 mm de diametro, em 25delmeio YM, na BOD, a 30°C,
durante 4 dias para crescimento da massa mic@lis esse periodo, adicionou-se aos
tratamentos 5QL de solucdo de substrato (50% acetofenona, 50%wl¢ta foram feitas
coletas diarias (2 mL em cada coleta) a cada 2dshdurante 5 dias. As amostras coletadas
foram extraidas em acetato de etila e analisadasrpmatografia gasosa em equipamento da
marca Varian CP-3380 com detector de ionizacdohdena (DIC), com coluna CYDEX-B
(25mx0,22mx0,22 um) da marca SGE. Um fluxo de 1mm-—1 de He (hélio) como gas de
arraste foi mantido, com a seguinte rampa de ao@to: temperatura inicial de 100 °C com
gradiente de 5 °C min-1 até 170 °C, com temperadoranjetor e detector de 220 °C. A
andlise quantitativa foi obtida pela integracdaonatograma, pelo método da normalizacao
e para determinacdo da converséo foi utilizaddagae entre as areas da acetofenona e do 1-
feniletanol nos cromatogramas. A pureza enanti@aéfdi determinada nas mesmas
condicdes e coluna e calculo do excesso enantioone) foi definido como a razéo de [(S)-
(R)/(S)+(R)]x100%, em que (R) e (S) sado as coneed#s dos enantibmeros,
respectivamente. A configuracdo dos produtos fentificada por comparacdo com padrdes
auténticos de (1S)-feniletanol.

Para confirmacdo das conversdes obtidas, nova8a®&gram realizadas para testar o
potencial biocatalitico dos micro-organismos dianie acetofenona, sem coleta diaria,
coletando-se apenas no final do periodo de reagtabedecido de 4 dias (periodo que
apresentou maior porcentagem de conversdo nos w@steriores). As condigbes da reacéo
foram mantidas, modificando-se apenas o periodmid¢a.

No segundo experimento, colocou-se 5 discos deoroiganismos, com 6 mm de
diametro, em 100 mL de meio YM, na BOD, a 30°Cadte 4 dias para crescimento da
massa micelial. Apds esse periodo, adicionou-se tedamentos 5. de solucdo de
substrato (50% acetofenona, 50% etanol) e foratasfebletas diarias (2 mL em cada coleta)
a cada 24 horas, durante 5 dias. As amostras datefaram extraidas em acetato de etila e
analisadas por cromatografia gasosa, conformerafigiees acima citadas. Para confirmacao
das conversdes obtidas, novas reacfes foram masizzara testar o potencial biocatalitico
dos micro-organismos diante da acetofenona, seetacdlaria, coletando-se apenas no final
do periodo de reagdo estabelecido de 4 dias (jwedqud apresentou maior percentual de
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conversao nos testes anteriores). As condicOesalgiio foram mantidas, modificando-se
apenas o periodo de coleta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na avaliacdo do crescimerteliad radial, conforme figura 3,
indicam que apos 144 ha uma reducdo na taxa deirosgo. Segundo Fellows (1994), a
maior producdo enzimatica ocorre, em geral, nd filmafase logaritmica (Log) ou na fase
estacionaria de crescimento, embora na fase eséa@oa producdo de metabdlitos
secundarios possa ocorrer levando a contaminacaétetoreacional com outras substancias,
assim o tempo de 96 horas foi estabelecido pataés@mo do substrato, ou seja, o inicio da
reacdo somente se deu apos a maior producédo cétufango, quando se obteve uma maior
producdo das enzimas necessarias para o proceskstcoa
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Figura 3 - Curva de crescimento éericonia hispidula

Diante do teste de crescimento em duas concensragiberentes, foi possivel a
construcdo da Tabela 1, que contém os valores dsans&ca (MS) do fungo em questéo, nas
duas concentracdes ja especificadas, bem comdarevanédios e 0 desvio padr&). (

Tabela 1— Massa seca d®ericonia hispidula

Ct T2 MS: T Ct T2 MS?

1 0,93 | 1 1,54

2 1,15 | 2 0,76

3 discos en 3 101, 5discos 3 1,25

25 ML VM 4 126 . em 100 4 1,22
| __ S5 _ | 1,18 _» mLYM | 5 1 __ 11_ .
| _Média ; 111 | |_ _Média_ | _ 1,17

[ ¢ | 0,12 | [ ¢ | 0,25

Diante das massas secas obtidas, pode-se obseeaa disponibilidade de massa
celular apos 4 dias ndo apresentou muita difereasadiferentes concentracées de micro-
organismos empregadas, portanto, realizou-se uneriexgnto inicial com a menor
concentracdo. Os valores de conversao do subsstto dispostos na tabela 2.

Tabela 2— Porcentagem de converséo da acetofenona enildtdeol porPericonia hispidula em 25mL

Tempo 2
! (Horlzls) %’
24 34
3 discos 48 58
em 25 72 81
mL YM 96 94
120 67

1 Concentracao; 2 Tempo das coletas; 3Porcentagerard/ersdo
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Percebe-se que o tempo ideal para a reacao € hiw&®s6 (4 dias), numa concentracao
de 3 discos de micro-organismos com 25mL de meiao Xpbs 96 horas, pode acontecer a
reacao inversa ou reacdes de degradacdo dos ppdujoe faz com que a porcentagem de
conversao seja menor a partir do quarto dia. Earttef a partir da realizagcdo dos novos testes
do potencial de bioconverséao, feitos com volumalt@em coleta diaria, a reprodutibilidade
dos resultados nédo foi a mesma observada nosaggssiltla coleta diaria. A porcentagem de
conversédo do substrato ao final do periodo de oce@kdias) foi menor, atingindo uma media
de 38%, sugerindo que as coletas diarias pertudosistema reacional interferindo na reagéo
que estava em andamento.

Diante disso, realizou-se um experimento com unomailume de meio e de indculo
(5 discos). Os valores de converséo do substr&do dspostos na tabela 3.

Tabela 3— Porcentagem de converséo da acetofenona enildtdenl porPericonia hispidula em 100 mL

2
| (o | 29
24 6
48 19
72 19
. 96 38
5 discos 120 29
em 100 —77 52
mL YM
168 59
192 64
216 73
240 71

1 Concentracao; 2 Tempo das coletas; 3Porcentagerard/ersdo
Percebe-se que o maximo de converséao foi obtidoxi@horas de reacéo, ja que nao
houve uma grande diferenca com relagao a convetsita em 240 horas. A seletividade da
reacao foi elevada (superior a 99%) indicando gaazama levou a producdo de apenas um
dos enantibmeros. A configuracdo deste enantibrf@radentificada como S através da
comparacao do tempo de retencao de padrdes aogentic

CONSIDERACOES FINAIS

Embora a enantiosseletividade desta biorreducad’@aconia hispidula tenha sido
elevada, as taxas de conversao atingiram apenag &8¥hente em tempos mais elevados, de
216 horas. Como a meta deste trabalho é a bustmodatalisadores para utilizacdo em
processos de reducdo, na derivatizacdo de prodatosais carbonilados, conversdes mais
elevadas em baixos tempos reacionais sao desejaista forma, sugere-se que novos
micro-organismos sejam avaliados frente a este messtema reacional com o objetivo de
identificar biocatalisadores que possam levar amyio de reducdo com conversdes mais
elevadas e/ou em menores tempo de reagdo, bem estumdos de otimizagdo de meio
reacional e pardmetros como pH, temperatura, agra&gére outros, que possam elevar a
converséo obtida no sistema estudado.
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