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Resumo: Nos tltimos anos, o uso da biotransformacao tem sido considerado um avango na obtencdo de substancias
enantiomericamente puras. O principio geral desta técnica consiste na utilizagdo de enzimas ou microorganismos em
particular leveduras como Saccharomyces cerevisiae, provenientes do fermento de pdo ou de linhagens purificadas
(sp.). Os métodos que envolvem a utilizacdo de biocatalises sdo em geral de baixo custo, pois envolvem condicoes
suaves de temperatura e pressdo e ainda geram afluentes de baixo ou nenhuma toxicidade. Trabalhos recentes
mostram que a imobilizacdo de microorganismos em crisotila, um argilo mineral de superficie hidroxilada, é capaz
de promover boas biotransformagoes. O presente trabalho teve como objetivo geral o estudo da biorreducdo do
acetoacetato de etila por células de Saccharomyces cerevisiae sp.das linhagens CCT-3174, CCT-0294 CCT-0472,
Candida oleophila sp. CCT-7394 e células de Saccharomyces cerevisiae provenientes do fermento de pao. Sendo
utilizadas nas formas imobilizadas e livres. Os produtos das biotransformacdes foram quantificados e identificados
por espectros de infravermelho, apresentando a banda caracteristica de dlcool em torno de 3500cm-1. Foi observada a
biorredugdo do acetoacetato com todas as linhagens tesadas. Os melhores rendimentos quimicos foram obtidos com

microorganismos provindos do fermento de p&o, alcangando 25%.
Palavras-chave : biotransformagado, Saccharomyces cerevisiae, biorredugado, acetoacetato de etila, crisotila.

1. Introducao

A biocatalise estd relacionada as transformacoes de
compostos através do metabolismo dos seres vivos.
Estas biotransformagdes ocorrem com alta
especificidade e eficiéncia por serem catalisadas por
enzimas.

As enzimas sdo constituidas basicamente de L-
amino 4cidos ligados covalentemente numa
seqliéncia definida. A estrutura denominada de
sitio ativo é formada de uns poucos amino &cidos, e
tem o papel de se ligar diretamente ao substrato e
catalisar a reacdo especifica de uma determinada
enzima. A forma espacial como o substrato se liga a
enzima, determina a formagdo de um
estereoisdmero como unico produto. As vantagens
do uso de biotransformacdes sobre transformacdes
quimicas convencionais tem sido discutida na
literatura 1.

Muitos fatores foram levados em conta na escolha
do biocatalisador (enzimas isoladas, células inteiras,
organelas etc.). Por exemplo, se o produto desejado
é convertido através de uma seqiiéncia enzimatica e

ndo da atuacdo de uma dunica enzima, é
conveniente utilizar um microrganismo que
possua essa seqiiéncia em seu metabolismo (ex.
Produgdo de etanol via fermentacdo de glicose
por Saccharomyces cerevisiae), pois a presenca
de varias enzimas colocadas para reagir de
forma aleatéria podem resultar em reacdes
colaterais que dificultam a separacdo do
produto desejado. Uma relagdo de vantagens e
desvantagens na utilizacdo de enzimas ou
células, estd sumarizada na Tabela 1 2.

A exigéncia de compostos enantioméricamente
puros cresceu muito nas ultimas décadas,
levando a uma intensa pesquisa na &rea de
biocatélise 34°. A area de farmacos quirais em
especial, tem desenvolvido projetos que
ganharam maturidade a nivel industrial ¢78. A
redugdo de cetonas pré quirais intermediada
por biocatalisadores é um dos meios mais
usados para se obter compostos quirais
enantiomericamente  enriquecidos’.  Neste
processo estdo implicadas as desidrogenasses
que sdo enzimas dependentes da coenzima



NADH ou NADPH. A coenzima, cuja estrutura
pode ser vista na Figura 1, é responsavel pela adi¢ao
do hidreto a carbonila, com alta
estereoespecificidade. O cofator possui dois
hidrogénios diastereotépicos com a mesma
capacidade de serem transferidos. A estrutura da
enzima implicada no processo e, portanto, sua
ligagdo ao substrato, determina o hidrogénio a ser
transferido a uma determinada face do substrato.

Tabela 1 - Vantagens e desvantagens no uso de enzimas
isoladas ou células inteiras como sistema biocatalitico.

Sistema Vantagens Desvantagens
Células - Baixo custo. - Requer grande
inteiras - Co-fatores controle

presentes. microbiolégico.
- Possuem varias - O processo
enzimas. envolve grandes
quantidades de
agua para extracdo
de produtos.
Enzimas - Aparatos simples. - Alto custo.
isoladas - Processo facil de Requerem muitas

vezes adic¢do de
co-fatores.

controlar e
monitorar.

- Produz apenas a
reacgdo desejada.

- Solventes e co-
solventes bem
tolerados.

- Facil de separar
produtos

As enzimas podem ser usadas na forma purificada
ou extrato cru, ou ainda fazendo parte de células
inteiras (leveduras). Os dois sistemas mais usados
sdao células de Saccharomyces cerevisiae de
fermento de pao comercial e alcooldesidrogenasses
purificadas. O uso de enzimas purificadas, no
entanto, implica no alto custo do cofator que esta na
faixa de US$ 500 por ml de NAD a US$ 200.000 por
ml de NADPH?0. Este cofator pode ser regenerado’,
mas este processo é igualmente caro e de dificil
controle.

A utilizagdo de Saccharomyces cerevisiae para
sintese  assimétrica tem  sido  explorada
continuamente 2. A grande vantagem deste sistema
é a capacidade de regeneragdo do cofator NADH
através do préprio metabolismo celular. O fermento
de pdo em especial é de baixo custo e muito
disponivel no mercado, facil de manusear e é capaz
de converter uma grande variedade de substratos
ndo naturais 14,

O problema da utilizagdo de fermento de pao,
entretanto, é que as células, geralmente provindas
de vérias linhagens, possuem em geral vérias
desidrogenasses com diferentes interagdes com o

substrato. Isto pode levar a uma diminuigdo do
excesso enantiomérico obtido, além da formacao
de produtos secundarios indesejaveis 15.
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Figura 1 - Estrutura da nicotinamida adenina
dinucleotideo.

Nakamura e colaboradores tem estudado um
maior controle estereoquimico nas biorredugdes
com fermento de pdo, através de modificagdo
nas condic¢bes reacionais!®. Os métodos mais
eficientes estdo entre o uso de meios ndo
convencionais!”8 (solventes orgéanicos), controle
de temperatura e Ph'® adicdo de certos
inibidores especificos®® a imobilizacdo das
células em suporte apropriado?'22. Trabalhos
com redugdo por células de Saccharomyces
cerevisiae imobilizadas em alginato e celite?
obtiveram produtos com €xcessos
enantioméricos  superiores aos  mesmos
trabalhos com células livres. Os autores
propdem um aumento nas velocidades
individuais de reacdo das oxiredutases
presentes no fermento de pao. Sistemas usando
crisotila natural ativada e montmorilonita 242
como suportes, obtiveram igualmente aumentos
no excesso enantiomérico acrescidos de um
substancial aumento no rendimento quimico.

A crisotila é um argilomineral, originado a
partir de rochas ultrabésicas ou de calcario
dolomitico, via transformagdes hidrotermais2®
Sua férmula quimica é MgsSix0502(OH)s,
apresentando a forma de um silicato lamelar.
Sua estrutura consiste de uma camada de silica
tetraédrica (tridimita) coberta com uma camada
de hidréxido de magnésio (brucita) como pode
ser visto na Figura 2. Como estas duas camadas
possuem dimensdes diferentes, ocorre uma
distor¢do na estrutura levando ao encurvamento
da camada composta brucita tridimita, com os
componentes tetraédricos do lado de dentro da
curvatura.
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Figura 2 - Estrutura da crisotila.

Como conseqiiéncia desta curvatura, a lamela dupla
se enrola, conferindo a crisotila uma morfologia
tubular ou fibrosa, onde a parte externa é
constituida pelo hidréxido de magnésio, formando
o chamado “tapete de hidroxilas”.

A crisotila tem sido usada hd muito tempo na
indtstria de fibrocimento em grande escala.
Recentemente, entretanto, tem sido estudado o seu
aproveitamento como suporte para catalisadores
inorgéanicos na oxidagdo de compostos organicos e
reagoes de alquilacao de Friedel-Crafts?728
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Figura 3- Aplicacdo industrial do etil-(S)-3-hidroxibutirato
de etila 40.

Também tem sido utilizada como suporte para
biocatalisadores? (células e enzimas) em processos
de fermentacdo alcodlica®03l, biorredugdes3?33,

O presente trabalho teve como objetivo geral o
estudo da biorreducédo do acetoacetato de etila
por células de Saccharomyces cerevisiae sp.das
linhagens CCT-3174, CCT-0294 CCT-0472,
Candida oleophila sp. CCT-7394 e células de
Saccharomyces cerevisiae provenientes do
fermento de pdo. Sendo utilizadas nas formas
imobilizadas e livres. O composto acetoacetato
de etila (precursor) foi selecionado devido a sua
potencial aplicagdio na forma reduzida 3-(S)
hidroxibutirato de etila (Composto 1 da Figura
3) como produto de partida para uma série de
compostos de interesse industrial % como pode
ser visto na Figura 3.

2. Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no laboratério de
pesquisa do Instituto de Pesquisas Tecnolégicas
da FURB.

- Microorganismos

Os  microorganismos  utilizados  foram:
Saccharomyces cerevisiae sp.das linhagens CCT-
3174, CCT-0294 CCT-0472, Candida oleophila sp.
CCT-7394 e células de Saccharomyces cerevisiae
provenientes do fermento de pdo As linhagens
foram fornecidas na forma liofilizadas em
ampolas, pela Fundagdao Tropical de Pesquisas
André Toselo de Campinas/SP e tratadas como
descrito a seguir.

- Reativacao

e Preparacdo dos meios nutrientes e meios de
manutencao dos microorganismos (YMA)
extrato de malte 3 g/L, Extrato de
Levedura 3 g/L, Peptona 5g/L, D-glucose
10g/L e Agar 20 g/L.

e Colocagdo dos meios em placas de petri e tubos de

agar inclinados (slants)

e Abertura das ampolas e reativacdo dos
microorganismos liofilizados.

e Inoculacdo dos microorganismos reativadas nos
meios de manutengao.

- Inéculo

hidrélise da sacarose®, como suporte para reatores Foi produzido com uma solucdo de peptona
de empacotamento® e em biocatdlise em sistemas bacteriolégica 5 g/L, D-glucose 10 g/L, extrato de malte
bifasicos com solventes organicos®. Estes estudos 3 g/L e extrato de levedura 3 g/L. Foi esterilizado em
sdo baseados no fato da crisotila apresentar uma autoclave por 20 minutos a 120° C e introduziu-se as
grande 4&rea superficial (14 m2/g), uma alta células de leveduras para crescimento.

densidade de sitios basicos (sitios de Lewis: 3,8.10-17
OH.m?) e um potencial zeta positivo entre pH 3 e
12. Além disto a crisotila é um material de baixo
custo e extremamente abundante na crosta terrestre.

- Meio de crescimento
O meio de crescimento foi realizado com uma
solucdo de peptona bacteriolégica 5 g/L, D-
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glucose 10 g/L, extrato de malte 3 g/L e extrato de
levedura 3 g/L. O meio foi esterilizado em
autoclave por 20 minutos a 120° C. Apés esfriar foi
introduzido as células que estavam no inoculo.

-Desenvolvimento do  microorganismo  para

obtencdo de massa celular.

e Preparacdo dos meios de crescimento - extrato
de levedura 3 g/L  extrato de malte 3 g/L e
sacarose 10 g/L

e Inoculacdo dos meios de crescimento com o
microorganismo reativado

e Manutencdo dos meios inoculados em
incubadora por 24 horas a 28°C com posterior
repique para uma quantidade maior de meio e
manutencdo nas mesmas condigdes por mais 24
horas.

o Centrifugacdo das suspensdes de células
obtidas.

- Imobilizac¢ao das células

Em 6 erlenmeyers de 250 ml foram dispersos 1
grama de crisotila em 100 ml de agua sob agitacdo
magnética por 30 minutos. Os erlenmeyers foram
vedados com algodao e entdo autoclavados a 120° C
por 20 minutos. Apods resfriamento dos mesmos foi
adicionada a cada erlenmeyer em torno de 1 grama
de células previamente crescidas como descrito
acima. O sistema foi entdo mantido sob agitacdo
orbital em chaquer rotatério a 130 RPM durante 1
hora a 25° C. As células assim imobilizadas foram
passadas assepticamente por peneira tyler 250 e
entdo mantidas sob refrigeragdo por no maximo 4
horas antes de serem  utilizadas nas
biotransformacoes descritas a seguir.

- Preparo do meio de biotransformacao

Em um erlenmeyer, foi colocado em torno de 0,5g
do precursor (acetoacetato de etila) 2g de glicose ou
sacarose como fonte de carbono juntamente com
200mL de dgua destilada. O sistema foi submetido a
agitagdo magnética por 20 minutos para se obter o
méaximo de dispersdo do precursor. O sistema foi
entdo devidamente fechado com algoddao e
autoclavado por 20 minutos a 120° C. Logo apéds o
resfriamento, foi adicionada a crisotila contendo o
microorganismo descrito no item anterior. O
erlenmeyer com todo o meio preparado foi colocado
em banho tesmostatizado com agita¢do orbital com
temperatura controlada de 28°C e agitagdo de 100
rpm, por um periodo de 24h.

- Processos de extracdo/ purificacao

O meio fermentado obtido do item anterior foi
submetido a um processo de extracdo com solvente
organico através da péra de separagdo, que consiste

em uma separacao direta, envolvendo 2 liquidos
(caldo fermentado x solvente) utilizando um
funil de separacdo em forma de péra. Foi
utilizado o éter etilico para evitar a formagdo de
emulsdo que pode dificultar o processo de
extracdo, devido a seu baixo ponto de ebulicdo
(35°C), tornando sua remocdo extremamente
facil. Foram feitas extracdes com pelo menos
trés porcdes de solvente.

Ap6s a extragdo no funil de separacao, a solugao
etérea foi seca com MgSO,. Ap6s filtragdo dos
residuos de MgSO, a mistura foi submetida a
um evaporador rotatério para se eliminar o
solvente obtendo-se desta forma o extrato bruto
da biotransformacao.

- Caracterizagdo dos Compostos obtidos

Os compostos obtidos foram caracterizados por
técnicas de infra vermelho em equipamento
marca Shimadzu modelo Prestige 21. O excesso
enantiomérico foi determinado por rotagdo
optica em polarimetro Carl Zeiss da Polamat e
comparado com dados da literatura.

- Céalculo do Rendimento Quimico

O rendimento quimico foi calculado tendo como
base a massa inicial de precursor e a massa de
produto formado.

- Avaliagdo das células imobilizadas apds a
biotransformacao

As células imobilizadas apos a
biotransformacdo foram retiradas do meio
fermentado por filtracdo e entdo analisadas
quanto a massa de células remanescente,
viabilidade celular, analise microscépica e
reutilizagdo das mesmas numa etapa
semelhante de biotransformagdo como descrita
acima, apenas utilizando as mesmas células e
avaliando a capacidade destas em realizar a
biotransformacao.

3. Resultados e Discussao

O precursor abaixo foi testado com os
microorganismos  j&  mencionados  com
finalidade de obtencdo do hidroxibutirato de
etila.

Todos o0s microorganismos testados foram
eficazes na biorreducdo do acetoacetato de etila.
Ocorreram algumas variagdes de rendimento
como mostra a tabela a seguir.
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Tabela 2 - Rendimentos obtidos para as biorredugdes
com células livres.

Microorganismo Precursor Rendimento(%)
Saccharomyces Acetoacetato 5-10
CCT-0294 de etila
Saccharomyces Acetoacetato 5-10
CCT-3174 de etila
Saccharomyces Acetoacetato 5-10
CCT-0472 de etila
Candida CCT- Acetoacetato 15-20
7394 de etila
Fermento Acetoacetato 20-30
biolégico de etila

O menor rendimento encontrado para o sistema
com células imobilizadas pode estar relacionado a
limitacdes difusionais oferecida pelas células
imobilizadas.

Tabela 3 - Rendimentos obtidos para as biorredugdes
com células imobilizadas.

Microorganismos Precursor Rendimento(%)
Saccharomyces Acetoacetato 3-5
CCT-0294 de etila
Saccharomyces Acetoacetato 3-5
CCT-3174 de etila
Saccharomyces Acetoacetato 5-10
CCT-0472 de etila
Cindida CCT-7394  Acetoacetato 5-10
de etila
Fermento Acetoacetato 10-15
biolégico de etila

Foi alcancado um rendimento superior com o
fermento de pao em células livres, pois foram
utilizadas quantidades superiores de células no
meio de biotransformacao.

O espectro de infravermelho desse precursor
demonstrou a biorreducdo e, logo a formagdo do
alcool cuja banda de deformacao axial de O-H
ligada a carbono secundério pode ser vista em torno
de 3500 cm (Figuras 4 e 5)

Lo J,-m/h\“’ B | ¥

Figura 4 - Espectro de infravermelho para fermento
biolégico com células livres.

Para o mesmo fermento, células imobilizadas
em crisotila ndo demonstraram o mesmo
rendimento. Mas evidenciaram uma O6tima
biorreducao.

Figura 5 - Espectro de infravermelho para fermento
biolégico com células imobilizadas.

A biotransformagdo foi realizada, pois a banda
caracteristica de élcool ficou bastante evidenciada
quando comparamos com o espectro do precursor
padrao, (Figura 6).
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Figura 6 - Espectro de infravermelho para aceto acetato de
etila (padrao).

Segundo BORZANI (2001), as medidas de massa
de matéria celular seca tém sido mais utilizadas
para verificar o crescimento celular microbiano,
pois fornecem dados precisos e proporcionais a
quantidade de Dbiomassa. Este tipo de
procedimento é realizado quando ndo é necessario
determinar o nimero preciso de microrganismos
presentes.

Com o propésito de avaliar o crescimento celular
das linhagens Candida oleophila e Saccharomyces
cerevisiae, foi calculado o peso seco das células em
meio imobilizado conforme tabela abaixo.
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Tabela-4. Determinacdo dos pesos secos com
microorganismos imobilizados.

Microorganismos Massa Celular (g/L)
Saccharomyces cerevisiae 11,92
CCT-0294
Saccharomyces cerevisiae 12,91
CCT-3174
Saccharomyces cerevisiae 10,9
CCT-0472
Candida oleophila CCT-7394 11,05

Os espectros de infravermelho confirmam as
biorredugées das linhagens supra citadas.

0% ) 3000 2500 2000 1500 1000 s00

Figura 7- Espectro de infravermelho com
Saccharomyces cerevisiae CCT-0294.

Foram obtidos resultados positivos para as
linhagens Saccharomyces cerevisiae, Candida
oleophila e fermento biolégico. No entanto nao
foram obtidos resultados satisfatérios de
rendimento para as linhagens CCT.

Figura 8- Espectro de infravermelho com
Saccharomyces cerevisiae CCT-3174.

2000 000 st

Figura 9- Espectro de infravermelho com
Saccharomyces cerevisiae CCT-0472.

s0

Figlra 10 - Espemcojcro de infravermelho com Candida
oleophila CCT-7394.

4. Conclusao

A metodologia utilizada para a biorredugdo do
acetoacetato mostrou-se eficiente na obtencdo de
alcoois quirais.

Os microorganismos provenientes do fermento
biolégico foram os que apresentaram maior
rendimento.

Os rendimentos superiores sdo aqueles em que as
células estdo livres.

Os espectros de infravermelho se mostraram mais
consistentes para microorganismos imobilizados
em crisotila.
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