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INTRODUCAO

Alguns produtos de interesse em diversas areas industriais podem ser obtidos com
sucesso através do processo biocatalitico realizado em laboratdrio, tendo micro-organismos
como fonte de enzimas para catalisar as reagdes (CONTI et al, 2001). Culturas microbianas
podem ser utilizadas para catalisar a reducdo de cetonas a alcoois quirais que podem ser
utilizados como intermediarios na sintese de varios farmacos (HOMANN et al, 2004). A
investigacdo do potencial biocatalitico desses micro-organismos, em especial o fungo do
género Aspergillus na redugdo da acetofenona proporcionara o aumento do conhecimento da
atuacdo enzimatica dessa espécie em transformacGes de cetonas, bem como a obtencdo de
produtos de interesse industrial.

O produto esperado para esta reacdo é o 1-feniletanol (figura 1), que é um alcool quiral
de interesse industrial, que pode ser Util, dentre outras aplicagcBes, como intermediario para a
producdo de farmacos. O objetivo geral da pesquisa foi desenvolver um processo biocatalitico
utilizando fungos isolados no semiarido baiano que permita biorreduzir compostos
carbonilicos.
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Figura 1 — Esquema da reducdo e oxidacao envolvendo acetofenona e 1-feniletanol

MATERIAL E METODO
Micro-organismo

Os fungos do género Aspergillus foi cedido pelo Laboratério de Micologia da
Universidade Estadual de Feira de Santana (UEFS) tendo sido coletado de folhas em
decomposicdo na regido do semiarido. Com estes fungos, codificados como 26/07 e 35/07, foi
realizada a investigacdo de potencial biocatalitico de cada um, utilizando como modelo a
molécula de acetofenona, para a identificacdo de sua potencialidade como biorredutor.
Avaliacdo do crescimento em meio liquido

Para a avaliacdo do crescimento em meio liquido, os fungos foram pré-cultivados em
meio YM (3 g extrato de levedura, 3 g extrato de malte, 5 g peptona, 3 g dextrose, 20 g Agar,
1 L de agua destilada), distribuidos em placas de Petri com 9 cm de didmetro, previamente
esterilizadas em autoclave. As placas foram colocadas na BOD, durante 8 dias, a 30 °C, para
gue os fungos crescessem. Apds os 8 dias de crescimento dos fungos, foram colocados 5
discos (circunferéncia com 6 mm de didametro) de fungos em recipientes de vidro de 250 mL
contendo 100 mL de meio YM liquido (3 g extrato de levedura, 3 g extrato de malte, 5 g
peptona, 3 g dextrose, 1 L de &gua destilada). Foram preparadas cinco repeticdes para cada
dia e esses tratamentos foram colocados na estufa para que houvesse o crescimento. Durante
14 dias, cinco tratamentos por dia foram filtrados a vacuo e o micro-organismo retido no
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papel filtro foi colocado na estufa, a 60 °C, durante 24 h para secar. Ap0Os esse periodo,
obteve-se a massa seca do micro-organismo a cada dia, em quintuplicata.
Avaliacao da cinética reacional

Para isso, 5 discos de micro-organismos, pré-cultivados nas mesmas condicdes ja
citadas, foram adicionados a 100 mL de meio YM, preparado conforme citado. Estes
tratamentos (também feitos em quintuplicata) foram colocados na BOD, a 30 °C, durante 4
dias para que 0s micro-organismos crescessem. Apos esse periodo, foram adicionados aos
tratamentos 200 pL de solucdo de substrato (50% acetofenona, 50% etanol).

Os tratamentos que receberam a solucdo de substrato foram transferidos para uma
camara incubadora com agitacéo orbital (Shaker; Marconi modelo MA-420), a 30 °C e 150
rpm. A partir desse momento, foram feitas coletas diarias de 2 mL de meio reacional de cada
tratamento durante 5 dias. As amostras coletadas foram extraidas em 2 mL de acetato de etila
e analisadas por cromatografia gasosa, para avaliar a porcentagem de conversdo da
acetofenona a cada dia.

Diante dos resultados deste experimento, selecionou-se apenas um dos fungos (aquele
que melhor reagiu) para dar prosseguimento aos testes. Em seguida, foi realizado mais um
experimento para testar a influéncia de uma varidvel no processo de conversdo da
acetofenona. Alterou-se a inclusdo da agitacdo nos 4 dias de crescimento dos micro-
organismos, sendo que estes foram colocados na camara incubadora de agitacao orbital, a 30
°C e 150 rpm para o crescimento. As demais condi¢des do experimento foram mantidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Diante da avaliacdo diaria do crescimento dos fungos em estudo, foi possivel a
construcdo da curva de crescimento dos mesmos em meio YM liquido, que foi determinada
através da avaliacdo da producdo massa seca durante 14 dias e esta apresentada na Figura 2.
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Figura 2 — Curva de crescimentos dos fungos 26/07 e 35/07 em meio YM liquido durante 14
dias

E possivel observar através da anélise da curva de crescimento que a fase log (fase de
crescimento) dos fungos em estudo situa-se entre o0 2° e 8° dia de incubacdo. A partir do 8°
dia, tem-se inicio a fase estacionaria (fase em que o0s micro-organismo se multiplicam e
morrem concomitantemente). Tendo em vista que na fase log a producéo enzimatica é elevada
e que na fase estacionaria tem-se uma grande concentracdo de metabdlitos secundarios que
podem interferir na reacdo, escolheu-se o 4° dia (mais ou menos o meio da fase log) para a
adicdo do substrato e inicio da reagéo.

Pela avaliagcdo da cinética de reagdo com coletas diérias do experimento realizado com
o0s dois fungos no meio YM com crescimento de 4 dias em repouso e reagdo sob agitacao, foi



possivel a construcdo da Tabela 1, que traz a conversao (C) e 0 excesso enantiomérico (ee) que
foram determinados por CG.

Tabela 1 — Cinética de reag&o dos fungos 26/07 e 35/07 em meio YM liquido com
crescimento de 4 dias em repouso e reacao sob agitacao

Tempo 26/07 35/07
(h) c(%) ee(%) c(%)  ee(%)
24 67 96 (S) 70 96 (S)
48 91 95 (S) 87 95 (S)
72 82 94 (S) 93 94 (S)
96 83 94 (S) 88 95 (S)
120 84 98 (S) 88 94 (S)

C = CONVersao; ee = excesso enantiomérico.

Com os resultados da cinética reacional dispostos na tabela acima, é possivel perceber
que as duas linhagens de Aspergillus em estudo foram capazes de biorreduzir a acetofenona a
(S)-1-feniletanol com conversdes e excessos enantioméricos elevados. Os melhores tempos de
incubacdo foram de 48 horas para a cepa 26/07 e 72 horas para a cepa 35/07. Apds esse tempo
de conversdo maxima, pode acontecer a reagdo inversa ou reacGes de degradacdo dos
produtos, o que faz com que a porcentagem de conversdo seja menor a partir desses dias. Da
mesma maneira, Aradjo (2010) encontrou comportamento da cinética de conversdo de
acetofenona semelhante, empregando a levedura Candida tropicalis, observando que, com
tempos maiores para a biotransformagdo, houve um decréscimo na conversdo, que pode ser
justificado pela presenca de um sistema competitivo no qual had concomitante oxidacdo do
produto formado.

Diante desses resultados, foi escolhida apenas uma cepa para dar continuidade aos
testes. A cepa escolhida foi a 26/07 pelo fato de ela apresentar um pico maximo de conversao
da acetofenona com 48 horas de reacdo (tempo menor do que o apresentado pela cepa 35/07).
A cepa 26/07 também apresentou porcentagens de conversdo maiores que 90% com excessos
enantiomeéricos para o enantidbmero S também acima de 90%. A partir disso, outro
experimento foi realizado, modificando-se algumas condi¢Ges reacionais no intuito de
verificar a interferéncia dessas modificacbes nas porcentagens de conversdo e
enantiosseletividade dos produtos.

A partir do experimento realizado com o fungo 26/07 no meio YM com crescimento
de 4 dias e reagdo sob agitacdo, foi possivel a construcdo da Tabela 2, que traz a conversao (c)
e 0 excesso enantiomérico (ee) que foram determinados por CG.

Tabela 2 — Cinética de reacdo do fungo 26/07 em meio YM liquido com crescimento de 4
dias e reacdo sob agitacao

Tempo (h) 26/07
c(%) ee(%)
24 12 80 (S)
48 25 76 (S)
72 31 69 (S)
96 34 69 (S)
120 36 69 (S)

C = CONVersao; ee = excesso enantiomérico.



Comparando-se os resultados desse experimento com os resultados da tabela 1, é
possivel perceber que a agitacdo no crescimento dos fungos contribuiu para a reducdo das
porcentagens de conversdo e dos excessos enantioméricos. As porcentagens de conversdo
ficaram abaixo de 36% e 0s excessos para 0 enantidmero S ficaram abaixo de 80%.

CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados, é possivel concluir que a agitacdo no crescimento dos fungos
foi prejudicial para a conversdo da acetofenona, tendo em vista que as porcentagens de
conversdo nestas condigdes foram bem menores em relacdo as porcentagens de conversao
obtidas no experimento realizado com crescimento dos fungos em repouso. Como a meta
deste trabalho é a busca de biocatalisadores para utilizacdo em processos de reducdo, na
derivatizacdo de produtos naturais carbonilados, conversdes mais elevadas em baixos tempos
reacionais sdo desejaveis. Desta forma, sugere-se que novas condi¢Bes reacionais sejam
avaliadas com o objetivo de identificar as melhores que possam levar ao produto de reducgéo
com rendimentos mais elevados e/ou em menores tempos de reacao.
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