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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, é crescente a preocupacao mundial com o impacto das
acbes humanas sobre o meio ambiente. A implementacdo do conceito de
desenvolvimento sustentavel nas diversas atividades produtivas tornou-se um
imperativo na atualidade. Para a industria, este tema pode definir a sobrevivéncia ou
ndo de certos setores ligados a quimica (SANSEVERINO, 2000). Afortunadamente,
a biotecnologia oferece um também crescente potencial para atender a demanda
global por processos e produtos em maior sintonia com o0 conceito de
sustentabilidade (OECD, 2001; BUCHHOLZ et al., 2005). Neste sentido, uma das
ferramentas mais promissoras da biotecnologia é o campo da biocatélise aplicada,
também denominada por alguns autores biotransformagéo ou tecnologia enzimatica
(BUCHHOLZ et al., 2005; BOMMARIUS e RIEBEL, 2004).

As vantagens do emprego de enzimas como biocatalisadores em processos
industriais tém se mostrado cada vez mais evidentes: grande versatilidade de
reacOes catalisadas, condigcbes brandas de reacdo, natureza régio, quimio e
enantiosseletiva sdo as mais frequentemente citadas na literatura. (CARVALHO et
al.,, 2005; SILVA et al.,, 2005) Tais caracteristicas permitem que as enzimas
promovam reacdes que dificilmente poderiam ser realizadas pelas técnicas da
sintese organica convencional (SILVA et al., 2005). Também oferecem uma
alternativa de maior rendimento em comparagao a processos tradicionais de catélise
guimica (CASTRO et al., 2004). Do ponto de vista ecoldgico, 0 mais importante é
gue a alta seletividade e eficiéncia dos catalisadores biolégicos proporcionam
reacdes com poucos subprodutos e com menor consumo de energia, tornando as
enzimas uma alternativa ambientalmente mais “limpa” a catalise quimica tradicional
(SCHMID et al., 2001). Muitos setores da industria séo fortes candidatos a fazer — e
varios ja estdo fazendo - uso em larga escala destes aspectos vantajosos da
biocatalise.

A producdo e/ou beneficiamento de alimentos, papel, couro e tecidos se
prestam bem ao emprego da biocatalise, pois tanto os produtos como as matérias-
primas consistem em biomoléculas, as quais podem ser sintetizadas, degradadas e
modificadas por processos enziméticos. Para estes fins, muitas enzimas ja estdo

disponiveis comercialmente, e numerosas aplicacdes industriais tém sido descritas



(VAN BEILEN e LI, 2002). De grande interesse para a industria farmacéutica é a
obtencdo de drogas enantiomericamente puras, com acao potencializada, as quais
evitam também os riscos do uso de misturas racémicas, tragicamente ilustrados pelo
caso da talidomida (PINHEIRO e FERREIRA, 1998). A constatacdo de que enzimas
podem ser ativas em meio organico abriu um imenso campo de aplicacdes,
sobretudo para a industria farmacéutica de quimica fina. O uso de enzimas
(especialmente lipases) para a sintese de drogas quirais, ha anos ja estd bem
estabelecido, e biotransformac¢des sao agora aceitas como metodologias usuais na
preparacdo de farmacos deste tipo (GOTOR-FERNANDEZ et al., 2006). De fato, a
aplicacdo de sistemas bioldgicos (enzimas ou células-inteiras) é citada como o mais
significativo desenvolvimento no campo da sintese quimica nos anos recentes
(OGAWA e SHIMIZU, 2002).

Poderiam ser citados muitos outros campos em que processos de
biotransformacdo j4 estdo em uso ou, pelo menos, em adiantado estado de
desenvolvimento: tratamento de aguas residuarias, biorremediacdo, biopolimeros,
ensaios para diagnostico clinico e producéo de biocombustiveis estdo entre os mais
destacados (BUCHHOLZ et al. , 2005; VAN BEILEN E LI e LI, 2002). Em alguns
setores da industria, j& é possivel detectar uma incipiente mudanga de paradigma -
0S processos de catalise quimica tradicional tendem agora a ser gradualmente
substituidos por processos biocataliticos. Esta mudanca vem ao encontro tanto da
demanda pelo aproveitamento das caracteristicas vantajosas das enzimas como da
necessidade de atender ao crescente clamor por tecnologias sustentaveis
(FESSNER, 2003).

Os processos que utilizam lipases sé@o especialmente atraentes em funcéo da
versatilidade de aplicacdes destas enzimas (GOMES et al., 2006). Entre os varios
segmentos tecnologicos que as empregam, incluem-se industrias de alimentos
(desenvolvimento de aromas e maturacdo de queijos), de detergentes, oleoquimica
(hidrélise de 6leos e gorduras, sintese de surfactantes) e para tratamento de
residuos oleosos provindo das industrias de couro e de papel. Merece destaque
especial a sua utilizacdo para obtencdo de farmacos em suas formas
enantiomericamente ativas (CARVALHO et al., 2005). De fato, as lipases tém sido
amplamente reconhecidas como o grupo de biocatalisadores mais importante para
aplicagcbes biotecnoldgicas (JAEGER e EGGERT, 2002; HASAN et al.,, 2006;



GHANEM, 2007). Elas tém catalisado reacbes de hidrélise, esterificacdo e
transesterificacdo, com extrema simplicidade de processo, qualidade superior de
produto final e excelente rendimento (GOMES et al., 2006). Elas se tornaram tao
atraentes para emprego em biotransformacédo porque (1) séo estaveis em solventes
organicos; (2) nao requerem co-fatores; (3) possuem uma ampla especificidade para
substratos e (4) exibem alta enantiosseletividade (JAEGER e REETZ, 1998;
JAEGER e EGGERT, 2002; CASTRO et al., 2004) .

Embora animais e plantas também as produzam, a maioria das lipases
atualmente empregadas em aplicagcbes biotecnologicas foram isoladas de
microrganismos, sobretudo fungos e bactérias (TORRES et al., 2003; JAEGER e
REETZ, 1998). Do ponto de vista econdmico e industrial, os microrganismos séo
preferiveis em relacdo a animais e plantas como fontes de lipases, devido ao alto
custo do isolamento de enzimas a partir de organismos superiores (DALLA-VECHIA
et al., 2004). Lipases comerciais de origem fungica sdo geralmente enzimas
extracelulares, embora haja consideravel evidéncia de atividade de lipases ligadas
ao micélio. A pesquisa destas Ultimas tém merecido atencdo em anos recentes.
Lipases ligadas a célula, tanto em fungos como em bactérias, também tém grande
estabilidade em solventes organicos (TORRES et al., 2003; TORRES et al., 2000;
GANDOLFI et al., 2000).

A demanda industrial por novas fontes de lipases tem continuado a estimular
o0 isolamento e a triagem de novos microrganismos lipoliticos (TORRES et al., 2003).
Considerando a imensa diversidade biolégica amazonica e a importancia dos fungos
como fornecedores de enzimas, justifica-se a busca de novos biocatalisadores com
caracteristicas especiais e passiveis de aplicacdo em processos biotecnolégicos
(CARVALHO et al., 2005; SOUZA et al., 2004). O acesso a uma ampla faixa de
tipos de lipases torna-se ainda mais desejavel por duas razfes adicionais: (1) entre
o alto numero de lipases citadas na literatura, somente enzimas de poucas espécies
demonstraram ter estabilidade e capacidade biossintética adequadas o bastante
para permitir 0 uso rotineiro em reagfes organicas; (2) muitos problemas
importantes ainda precisam ser resolvidos em determinados processos industrias,
tais como na aplicacdo de lipases para sintese organica utilizando substratos nao-
naturais para a enzima (CARDENAS et al., 2001).



Tendo em vista a necessidade de processos produtivos mais comprometidos
com o ideal de sustentabilidade, este trabalho procurou contribuir para ampliacdo do
conhecimento sobre o potencial biotecnolégico dos fungos da Amazbnia como

potenciais fornecedores de lipases para aplicacdes no campo da biocatélise.

1.1 BIOCATALISE (BIOTRANSFORMAGAO)

1.1.1 Conceitos e origens histdéricas

Biocatdlise, numa definicdo rigorosa, € uma conversdo enzimaticamente
mediada que envolve um unico passo (BACAS, 2004). O termo biotransformacao é
usado em sentido estrito para se referir a conversdao de um precursor quimico
especifico, numa série definida de passos, em um produto-alvo, utilizando-se para
isso enzimas — quer isoladas, quer associadas a células inteiras (BOMMARIUS e
RIEBEL, 2004). Na literatura, entretanto, catalises enzimaticas e biotransformacdes
sdo frequentemente sumarizadas sob o termo “biocatalise”. A expressao “processo
biocatalitico” tem sido empregada para transformacées com um ou mais passos
catalisados por enzimas (BOMMARIUS e RIEBEL, 2004). Leuerberger (1990)
utilizou “biotransformacao” para se referir a quaisquer reacdes quimicas catalisadas
por microrganismos ou por preparagfes enzimaticas derivadas da biomassa. No
mesmo sentido, Santos (2005) emprega “biocatalise” referindo-se a todos os
processos biotecnolégicos que usam catalisadores bioldgicos em etapas de
conversdo quimica. Neste trabalho, os termos biocatalise e biotransformacgéo seréo
empregados intercambiavelmente, de acordo com estas Ultimas duas defini¢des.

Tanto enzimas isoladas quanto células inteiras podem ser utilizadas como
biocatalisadores (JOHANNES et al., 2006). A deciséo final quanto a que tipo de
biocatalisador utilizar (enzima isolada ou célula inteira) e em que forma (livre ou
imobilizada, purificada ou ndo) depende de muitos fatores, tais como (1) o tipo de
reacdo, (2) se ha cofatores a serem reciclados e (3) a escala na qual a
biotransformacao seré realizada (FABER, 2004).

A maioria das enzimas ou células empregadas como biocatalisadores, tanto
na pesquisa académica quanto na industria, séo de origem microbiana. A histéria do

uso empirico de microrganismos em biocatalise remonta ha milénios, existindo



antigos papiros egipcios quem mencionam o emprego de leveduras na producgdo de
alimentos e bebidas. Foi somente nos Ultimos duzentos anos, porém, que a
biocatalise foi desenvolvida em base mais cientifica (GHANEM, 2007)

A catalise biologica foi inicialmente reconhecida e descrita no final do século
18 e comeco do século 19, em estudos sobre a digestao da carne por secre¢des do
estbmago e sobre a digestdo do amido pela saliva. Por volta de 1850, Pasteur
propds que a fermentagéo alcodlica era catalisada por agentes que ele denominou
‘fermentos”. O cientista postulou que estes fermentos, mais tarde denominados
enzimas, seriam inseparaveis da estrutura das células vivas da levedura. Em 1897,
por meio de experimentos com extratos de levedura, Buchner provou que as
enzimas continuavam promovendo a fermentacdo alcodlica mesmo quando
removidas das células (LEHNINGER et al., 2002). Este fato levou muitos cientistas
a tentar o isolamento de numerosas enzimas e a examinar suas propriedades
cataliticas para processos quimicos tradicionalmente conduzidos com catalisadores
sintéticos (SAAD, 2005).

Atualmente, mais de 3.000 diferentes enzimas tém sido identificadas e muitas
isoladas em sua forma pura. Varias delas tém sido obtidas na forma cristalina, o que
permitiu determinar a sua exata sequéncia de aminoacidos e estrutura tridimensional
através de cristalografia de raios X e RMN-2D* (DALLA-VECHIA et al., 2004).

O isolamento de enzimas e a investigacao de suas propriedades contribuiram
muito para o progresso da bioquimica. A compreensdao dos aspectos gerais da
estrutura e do mecanismo de acdo destas notaveis biomoléculas foi também

fundamental para o desenvolvimento do campo da biocatélise.

1.1.2 Enzimas — aspectos gerais

Com excecédo de um pequeno grupo de moléculas de RNA que apresentam
propriedades cataliticas, todas as enzimas sao proteinas, isto €, cadeias lineares de
aminoacidos que se dobram em estruturas tridimensionais bem definidas e Unicas
(LEHNINGER et al., 2002; ARNOLD, 1996). Esta sequéncia de aminoéacidos
determina como a cadeia se enovela, formando uma estrutura singular para um

catalisador em particular. Fundamentais para qualquer processo bioquimico, as



enzimas, na sua complexidade, efetuam um papel realmente impressionante no
apoio a vida e na criacédo de vida nova (ARNOLD, 1996).

A funcdo das enzimas, assim como de qualquer catalisador, é diminuir a
energia de ativacdo de uma reacdo especifica e, dessa forma, aumentar a
velocidade da reacdo sem afetar o equilibrio desta. Como catalisadores, no entanto,
as enzimas sao tdo extraordinariamente efetivas que podem aumentar a velocidade
das reacdes entre 5 e 17 ordens de magnitude. A caracteristica que distingue uma
reacdo catalisada enzimaticamente € que ela acontece sempre no interior de uma
cavidade da enzima denominada sitio ativo. A molécula que se liga ao sitio ativo e
sofre a acdo da enzima é chamada substrato. A superficie do centro ativo é
contornada com residuos de aminoacidos cujos grupos substituintes se ligam ao
substrato, formando o complexo enzima-substrato (ES). Na sequéncia, o substrato é
transformado no produto de interesse para o organismo (LEHNINGER et al., 2002).

Conforme o tipo de transformag&o que realizam sobre o(s) substrato(s) em
meio aquoso, as enzimas séo agrupadas pela Comissao de Enzimas (EC) da Unidao
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IJUBMB) em seis classes
principais, a cada uma delas possuindo diversas subclasses, conforme mostrado na
Tabela 1:

Tabela 1 — Classificacdo da enzimas, segundo IUBMB

NUmero Classe Tipo de Reagéo Catalisada Subclasses representativas
1 Oxidoredutases  Transferéncia de elétrons (ions hidreto Hidrogenases, oxidases,
ou atomos de H) peroxidases etc
2 Transferases Reacdes de transferéncias de grupos Transaldolases,
funcionais (amina, fosfato, acil, carboxil) transacetolases etc
3 Hidrolases Reacdes de hidrolise de ligacbes Esterases, lipases, peptidases,
covalentes fosfatases etc.
4 Liases Adicdo de grupos as duplas ligagbes ou Descarboxiliases,

formacéo de duplas liga¢des por meio de cetoacidoliases, hidroliases etc.
remocao de grupos
5 Isomerases Transferéncia de grupos dentro da Racemases, epimerases etc
mesma molécula para formar isbmeros
6 Ligases Formacéao de liga¢des do tipo C-C, C-S, Sintetases
C-O e C-N por meio de reacdes de
condensacéo acopladas a quebra de
ATP

(Fonte: LEHNINGER et al., 2002; SAAD, 2005)



Cada uma destas classes admite trés niveis de subclasses, de tal modo que o
nome sistematico de uma enzima é uma seqiéncia de quatro digitos.
Exemplificando, o nome formal da lipase € EC 3.1.1.3, indicando que se trata de
uma hidrolase (3) que quebra ligacbes do tipo éster (1) originando &acidos
carboxilicos (1) ao agir sobre triacilgliceréis na interface agua/dleo (3) (SAAD,
2005). Enzimas hidroliticas, como as lipases, estdo muito ligadas ao catabolismo
celular e por isso podem ser encontradas em todos 0s organismos Vivos
(ESPOSITO e AZEVEDO, 2004).

Além da extraordinaria efetividade na aceleracdo das reacdes, as enzimas
sdo notaveis por sua especificidade estereoquimica. A teoria dos trés pontos,
proposta por Ogston em 1948, é amplamente usada para explicar a
enantiosseletividade das enzimas. Para que seja possivel discriminar entre seus
enantibmeros, um substrato quiral deve ficar preso no espago em trés dimensdes.
As enzimas devem ter, portanto, pelo menos trés pontos de ataque ao substrato no
sitio ativo (BARALDI e CORREA, 2004). Sendo assim, a formagdo do complexo ES
s € possivel para um dos enantibmeros, com a configuracdo correta definida no
sitio ativo pelos trés pontos diferentes de interacdo. Os residuos de aminoacidos da
enzimas que interagem com o0 substrato nestes trés pontos comp8e a chamada
“triade catalitica”.

A maior parte do poder catalitico das enzimas é derivada, em ultima instancia,
da energia livre liberada na formacéo de mdltiplas interacdes fracas (ndo-covalentes)
no complexo ES. A interacdo entre o substrato e a enzima neste complexo €
mediada pelas mesmas forcas que estabilizam a estrutura protéica, incluindo
ligacbes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e ibnicas. Com efeito, as interacdes
nao-covalentes sdo as responsaveis pela forca e especificidade do reconhecimento
entre as biomoléculas (LEHNINGER et al., 2002). Nos seres vivos, as enzimas
atuam em meio aquoso, e a agua participa (direta ou indiretamente) em todas as
interacbes ndo-covalentes que mantém a conformagdo nativa, cataliticamente ativa,
das enzimas (ZACKS e KLIBANOV, 1985).

Em razdo do papel fundamental que a agua possui para a manutencdo da
atividade enziméatica nos seres vivos, com 0 tempo surgiu a no¢ao de que, fora do

ambiente aquoso, uma enzima teria sua conformagdo nativa drasticamente



distorcida e se tornaria inativa. Segundo esta nog¢do, o uso de enzimas em meio
organico — o qual é o mais utilizado para as reacbes de sintese quimica — seria
inviavel. A refutacdo de tal conceito abriu oportunidades totalmente novas para o
emprego da biocatalise em processos produtivos (ZACKS e KLIBANOV, 1985).

1.1.3 Enzimas em meio organico

Embora enzimas tenham sido usadas em escala industrial desde a década
de 1950, e a sua utilizacdo isolada na transformacédo de compostos organicos seja
conhecida ha mais de 100 anos, a plena aceitacdo de sua utilidade em biocatélise
sintética foi bem mais recente (OECD, 2001; JAEGER e EGGERT, 2002). A idéia de
gue somente 0 meio aquoso era propicio para manter a conformagéo cataliticamente
ativa restringia drasticamente o uso de enzimas em sintese organica, pois 0S
substratos empregados em reacdes sintéticas sdo frequentemente hidrofébicos.
Outra desvantagem da utilizagcdo do meio aquoso para sintese organica é a
ocorréncia de reacles laterais como hidrélise, racemizacdo e polimerizacao.
Ademais, a remocao da agua, para recuperacdo dos produtos da reacao, € lenta e
onerosa devido ao seu alto ponto de ebulicdo e grande calor de vaporizacao.
(DALLA-VECHIA et al., 2004; GHANEM, 2007)

Os trabalhos de Zacks e Klibanov, em meados dos anos 1980, demonstraram
conclusivamente que enzimas podem ser ativas em meio organico, em condi¢des
microaquosas (DALLA-VECHIA et al.,, 2004). O raciocinio empregado por estes
pesquisadores foi notavelmente simples e persuasivo: a questao real ndo € se a
dgua € necessaria para o funcionamento da enzima, mas de quanta agua ela
precisa. Uma molécula enzimatica provavelmente sé interage com apenas poucas
camadas de atomos de agua imediatamente a sua volta. Assim, existindo uma
camada de solvatacdo, contribuindo para a manutencdo da sua conformacéo
cataliticamente ativa, a enzima néo seria forcosamente inativada se todo o restante
da agua fosse substituido por um solvente organico. Experimentos com lipases de
trés diferentes fontes confirmaram este raciocinio (ZACKS e KLIBANOV, 1985).

A partir de entdo, houve um aumento exponencial do interesse na area de
biotransformacéo (SILVA, 2005). Métodos de biotransformacéo que utilizam enzimas

em solventes organicos sdo atualmente bem conhecidos, e bastante Gteis em



sintese organica (CONTI et al., 2001). A biocatélise amadureceu o bastante para
se tornar um padréo tecnoldgico, fato que se reflete no nimero de processos de
biotransformagédo funcionando em escala industrial (STRAATHOF et al., 2002).
Este nimero tende a aumentar, ao passo que as vantagens do emprego de enzimas
sdo cada vez mais reconhecidas e suas limitacdes para aplicacdo em grande escala

vém sendo superadas.

1.1.4 Vantagens e limitagdes

A utilizacdo de enzimas em sintese organica tem vantagens importantes em
relacdo a muitas reacdes da quimica organica tradicional. Catalisadores quimicos
S&80 pouco versateis e requerem altas temperaturas para atingir razoavel velocidade
de reacdo. Aléem disso, possuindo baixa especificidade, geralmente fornecem
produtos de composi¢do quimica mista ou contaminada, que requerem uma etapa
posterior de purificagdo (CASTRO et al., 2004). O emprego de catalisadores,
reagentes e solventes quimicos de elevada toxicidade gera residuos dificeis de
reciclar, compromentendo a sustentabilidade do processo. Em contraste, as enzimas
foram projetadas para atuar como catalisadores nas condi¢cdes brandas existentes
no interior dos seres vivos (cerca de 37°C, 1 atm de presséo e pH em torno de 7,0),
com excelente balanco energia/eficiéncia. (SILVA et al., 2005). Uma comparacéo
entre dois processos - um baseado na catalise quimica tradicional e outro na
biocatalise - para a obtencédo de um produto de interesse farmacoldgico (penicilinas
semisintéticas) é mostrado na Figura 1 (pg. 10).

A mais importante vantagem das enzimas como biocatalisadores € a sua
inigualavel seletividade (BOMMARIUS e RIEBEL, 2004). Elas sao capazes de atuar
sobre um grupo funcional especifico, discriminando-o dentre outros presentes no
substrato, levando a produtos reacionalmente mais “limpos” (quimiosseletividade);
podem distinguir entre grupos funcionalmente idénticos que estdo na mesma
molécula, mas em diferentes posi¢bes, agindo preferencialmente sobre um deles
(regiosseletividade); numa mistura racémica, reconhecem a diferenga na orientagéo
espacial dos 4tomos dos enantibmeros e catalisam reacdes preferencialmente com

um deles em detrimento do outro (enantiosseletividade) (LOUGHLIN, 2000).
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Benzilpenicilina — Penicilina G
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"~ Amonia e
Amonia
~ +30°C
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M
\%GHE
COOH

Acido 6-aminopenicilanico  (6-APA) + Acido fenilacético

Na producéo de 500t de 6-APA, sdo utilizados

Para hidrélise

Processo Enzimatico

1000 t penicilina G
45 t amoénia
~1 t enzimaimobilizada

10000 m® agua

Processo Quimico

1000 t penicilina G
160 t amodnia
800t N,N’-dimetilanilina
600t pentacloreto de fosforo
300t dimetilcloro-silano

4200 m? diclorometano
4200 m*® n-butanol

Para recuperacéo (downstream)

Processo Enzimatico

acetona
bicarbonato de amdnia

Processo Quimico

acido hidroclérico
acetato de butila

Figura 1 — Comparacao entre o antigo (quimico) e o novo (enzimético) processo
para hidrolise da penicilina G. O produto, acido 6-aminopenicilanico (6-APA), é
usado para a sintese de penicilinas semisintéticas que possuem cadeias laterais
outras que nao sejam o acido fenilacético. No processo enzimatico, o subproduto
acido fenilacético pode ser reciclado na producdo de penicilina por fermentacao .

(fonte: Tischer, 1990, apud Buccholz et al., 2005)
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Esta refinada especificidade das enzimas vem ao encontro de um dos pilares
da chamada “quimica verde” (ecologicamente correta), o principio da “economia
atdbmica”: a reacao ideal € aquela em que toda a massa dos reagentes € incorporada
ao produto. A vantagem desta reagdo seria a menor geracdo de residuos e uma
utilizacdo mais efetiva das matérias-primas utilizadas. Além do evidente ganho em
termos ambientais, economia atbmica significa, do ponto de vista empresarial,
aumentar a eficiéncia do processo e diminuir custos com separagao, purificagao e
tratamento de residuos (SANSEVERINO, 2000).

E preciso reconhecer, porém, que desenvolver um processo biocatalitico
economicamente viavel em escala industrial requer a superacdo de consideraveis
obstaculos técnicos. A estabilidade do biocatalisador, ou seja, a capacidade de reter
sua atividade através do tempo, é indubitavelmente o fator limitante na maioria dos
bioprocessos (ILLANES, 1999). Enzimas sdo moléculas inerentemente labeis - uma
mudanca conformacional de menos de um Angstrom pode causar um declinio
abrupto de sua atividade (BOMMARIUS e RIEBEL, 2004). Sendo geralmente
proteinas de alto peso molecular, elas tendem a ser sensiveis a temperatura, pH,
oxidacao, agitacdo mecanica e, em sistemas multienzimaticos, ao ataque de outras
enzimas, como proteases. EmM meio aquoso, elas comumente mantém sua
conformacdo ativa em uma faixa estreita de temperatura e pH, e oscilacbes para
além desta faixa resultam na sua inativacdo (KOLBL et al., 1988). Muitas enzimas
sdo também suscetiveis a inibicdo por excesso de produto ou de substrato
(JOHANNES et al., 2006).

O problema da estabilidade das enzimas empregadas em bioprocessos tem
sido abordado sob diversas perspectivas. Uma delas é a estabilizagdo operacional
do biocatalisador. Vérias estratégias tem sido desenvolvidas para aumentar a
estabilidade operacional: uso de aditivos estabilizantes, derivatizacdo, modificacédo
quimica da estrutura enzimatica, cristalizacdo, engenharia do meio reacional e
imobilizacdo sdo algumas das estratégias citadas na literatura. Destas, a
imobilizacdo € talvez a mais usada (ILLANES, 1999).

Imobilizar uma enzima significa aderi-la a algum tipo de suporte insolavel
(géis ou membranas poliméricos, microcapsulas etc). O uso de enzimas puras, nao-

imobilizadas, pode ser dispendioso, e seu descarte ap0s 0 uso é economicamente
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inviavel. Além disso, a sua recuperacdo do meio reacional pode ser dificil. A fim de
evitar a perda de sua eficiéncia no decorrer do processo e/ou facilitar sua
recuperacao e reutilizacdo ao final deste, enzimas isoladas sdo frequentemente
imobilizadas. Idealmente, a enzima imobilizada devera exibir uma atividade catalitica
superior. Entretanto, tém sido verificado que o processo de imoblizacdo pode
aumentar ou diminuir a atividade e a estabilidade da enzima (DALLA-VECCHIA et
al., 2004). Mesmo quando bem-sucedida, a imobilizacdo € sempre um passo
adicional que também onera o emprego do biocatalisador, pois é preciso considerar
0 custo do material usado como suporte (GOMES et al. , 2006).

Uma alternativa para contornar estas limitacdes € o uso de enzimas ligadas a
célula ou micélio. Elas atuam no meio extracelular, sendo consideradas enzimas
naturalmente imobilizadas. Seu emprego permite 0 uso direto da biomassa,
eliminando assim a necessidade de procedimentos de isolamento, purificacdo e
imobilizag&o, os quais encarecem significativamente a utilizagdo do biocatalisador.
Varios trabalhos na literatura tém enfocado a procura de microrganismos com
lipases ligadas a célula, refletindo a importancia desta subclasse de enzimas
hidroliticas para o campo da biocatalise (ROMERO, BAIGORI e PERA, 2007
ROMANO et al., 2004; TORRES et al., 2003, TORRES et al., 2000; GANDOLFI et
al., 2000).

1.2 LIPASES

1.2.1 Classificacédo e estrutura

As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) séo classificadas entre as
hidrolases e atuam sobre ligacdes éster presentes em acilglicerois, liberando acidos
graxos e glicerol, sendo consideradas por muitos autores um tipo especial de
esterases (EC 3.1.1) (DALLA-VECHIA et al., 2004). Estas enzimas sao amplamente
encontradas em animais, plantas e microrganismos. Nos eucariotos pluricelulares,
elas participam em diversas vias metabdlicas dos lipidios, em processos de
digestdo, absorgdo, reconstituicdo e metabolismo lipoprotéico (SHARMA et al.,
2001).
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O critério cinético tém sido tradicionalmente aplicado para discriminar entre
esterases genéricas (EC 3.1.1 ) e as “verdadeiras” lipases (EC 3.1.1.3). Esterases
apresentam o classico comportamento cinético michaeliano, ou seja, 0 aumento da
atividade enziméatica € proporcional ao aumento da concentracdo do substrato, até a
saturacdo. Lipases, por outro lado, frequentemente exibem um comportamento
cinético diferenciado, denominado “ativacdo interfacial’. Este comportamento
consiste na auséncia de atividade enquanto o substrato esta presente em estado
monomeérico, e subito aumento desta quando a concentracdo do substrato
ultrapassa o limite de solubilidade e passa a existir uma interface lipidio/agua. O
aumento da atividade de uma lipase seria, portanto, relacionado primariamente com
0 aumento da area de interface e dependente de uma concentragdo minima de

substrato (concentragdo micelar critica - CMC) (Figura 2).

Esterase Lipase
ﬂtivi dade ﬂtividade
solUvel: insol v

» »
» »

Concentracdo substrato Concentracao substrato

Figura 2 — Comparacdo entre o comportamento cinético de esterases (cinética
michaelina) e de lipases que possuem ativacao interfacial. Adaptado de FABER,
2004

A elucidacdo das estruturas tridimensionais de algumas lipases por
cristalografia de raio X possibilitou uma maior compreensdo a respeito do
mecanismo de acado destas enzimas. As lipases sdo a/B-proteinas, formadas por um
dominio de folhas B-pregueadas, dispostas paralelamente, interligadas e
circundadas por a-hélices. (JAEGER e REETZ, 1998). Os residuos cataliticos
essenciais a atividade enzimatica variam entre as espécies, sendo 0s mais
frequentes formados pelas triades SER-GLU-HIS e SER-ASP-HIS. O residuo de
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serina do sitio catalitico encontra-se localizado na volta entre uma a-hélice e uma
folha B, sendo conhecido como “cotovelo” nucleofilico, conforme exemplificado pela
lipase de Burkholdeira cepacea (Figura 3) (EGGER et al., 2001 apud TICOM, 2003).

Figura 3 - Representacdo esquematica da estrutura tridimensional da lipase de
Burkholderia (Pseudomonas) cepacia. (Fonte: LISBOA, 2006)

Nas primeiras estruturas elucidadas, o sitio ativo encontrava-se protegido por
uma cadeia polipeptidica similar a uma tampa, formada por residuos hidrofébicos,
tornando-o inacessivel ao substrato. (LAWSON et al., 1994; BRADY et al., 1990).
Quando a enzima € submetida a meios aquosos, a exposicdo do sitio é
termodinamicamente desfavoravel, permanecendo entdo na conformacao “fechada”
ou inativa. No entanto, na presenca de substratos hidrofébicos (interfaces) observa-
se uma mudanca na estrutura da enzima para a conformacdo ativa ou “aberta”,
tornando o sitio ativo da enzima totalmente acessivel ao substrato, explicando assim
o fenbmeno da ativacdo interfacial (BRADY et al., 1990) A presenca da tampa na
estrutura da enzima e a propriedade da ativacdo interfacial passaram a ser fatores
determinantes para a caracterizacao das lipases (LIMA, 2004).

Mais recentemente, entretanto, foi observado que a presen¢a da tampa nédo
esta necessariamente correlacionada com a ativacao interfacial. Verificou-se que as
lipases de Pseudomonas aeruginosa, Barkholderia glumae e Candida antartica B,
todas as quais apresentam a tampa na sua estrutura, ndo exibem a ativacao

interfacial. Por outro lado, as cutinases, enzimas consideradas lipases “verdadeiras”,
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nao apresentam tampa e ndo precisam de interface para exercer sua atividade
hidrolitica.

Esta observacao levou a conclusdo de que a presenca da tampa e a ativacao
interfacial sdo critérios inadequados para classificar uma enzima como lipase
(JAEGER e REETZ, 1998).

Em razéo do exposto, trabalhos recentes tem adotado como critério o tamanho
da cadeia acila resultante da hidrélise do acilglicerol para distinguir entre lipases e
esterases. As lipases tém sido caracterizadas como carboxilesterases que
hidrolisam acilglicerdis de cadeia longa (com mais de 10 atomos de carbono).
Enzimas que hidrolisam apenas acilglicer6is com cadeias de tamanho inferior a 10

atomos de carbono séo consideradas genericamente como esterases (LIMA, 2004).

1.2.2 Aplicagdes biotecnolégicas

Tanto a atividade hidrolitica natural das lipases como a sua atividade sintética
em meio orgéanico tem sido aplicadas em diversos segmentos industriais.

Do ponto de vista comercial, o0 campo de aplicacdo mais importante para a
atividade hidrolitica das lipases ainda é o seu uso como aditivo em detergentes,
tanto domeésticos como industriais. Em 1996, estimava-se que mais de 1000
toneladas de lipases eram comercializadas todo ano para emprego na area de
detergentes (HASAN et al., 2006).

Entretanto, a capacidade hidrolitica das lipases também tem encontrado
aplicacbes interessantes em varios outros campos, como, por exemplo, o uso de
lipases no tratamente de efluentes, para a remocdo do 6leo presente nas aguas
residuarias de fabricas, restaurantes e residéncias, ou originado de industrias
petrolificas. Os lipidios contidos nestes efluentes interferem negativamente nos
sistemas de tratamento, aumentado o tempo de retencdo nas lagoas de
estabilizacdo e exigindo o uso de maiores quantidades de produtos floculantes. A
utilizacéo de lipases reduz o nivel de sélidos suspensos, desobstruindo tubulacdes e
aumentando a vida util de equipamentos (MENDES e CASTRO, 2005).
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Algumas das reacOes catalisadas por lipases que encontram aplicacdo em

biocatélise sdo mostradas na Figura 4,.
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Figura 4 — Algumas das principais reac0es catalisadas por lipases que encontram

aplicacdo em biocatalise — Fonte: Ghanem, 2007

No setor de alimentos e nutracéuticos, as lipases sdo as enzimas de escolha

para o processamento de Oleos e gorduras. O grau de insaturacdes e a posicao

destas, além do tamanho da cadeia, influenciam ndo apenas nas propriedades

fisico-quimicas de um dado triglicerideo, mas também nos seus valores nutricionais
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e sensoriais. O emprego de lipases para a hidrélise seletiva de acidos graxos,
seguida pela sintese de novas ligacdes éster, possibilita a construcdo de
triacilglicerdis com caracteristicas distintas das originais e de interesse para um dado
alimento. Assim, pela acdo de uma ou mais enzimas lipoliticas, um triacilglicerol que
inicialmente possuia, por exemplo, residuos dos &cidos palmitico-oléico-esteéarico,
pode tornar-se esteérico-oléico-estearico, com modificacdo das propriedades
nutricionais do produto (JAEGER e REETZ, 1998; PANDEY et al., 1999).

A atividade sintética enantiosseletiva das lipases em meios ndo-aquosos tem
sido cada vez mais empregada em processos das industrias quimica e farmacéutica.
A sintese de blocos de construcdo enantiopuros é uma importante tarefa para estas
industrias, e a principal razao para a notavel expansdo do campo da biocatalise, com
as lipases a frente deste desenvolvimento (JAEGER e EGGERT, 2002) .

Lipases podem ser utilizadas para resolver misturas racémicas e para sintetizar
blocos de construgdo quirais para farmacos, agroquimicos e pesticidas. Um
importante processo de resolucédo racémica de alcoois por esterificagdo com lipases
em meio organico, para a obtencéo de intermediarios enantiomericamente puros, foi
estabelecido pela empresa alema BASF (Figura 5). A producdo é da escala de
milhares de toneladas por ano e o processo é aplicado a uma ampla variedade de
alcoois e aminas (GHANEM, 2007; SCHMID et al., 2001)

o)
OH ~  OH OH
O o~
NN X 5 \(ij =
| - SN .
= Lipase | =
e

(R,S)-Feniletanol (R) -Composto (S)-Feniletanol

D
MNH o MH.
A )\2 /O\)\n/\\ HH/J\U/D\“ N /‘\z —~
i ~ - . i + 2 ~ + HO & ™~
DR S N
~F | ~FF

N .
c (S)-Amina
(R)-Composto secundaria

enol

(R!S)_
Amina

Figura 5 - Alguns dos passos biocataliticos usando lipases desenvolvidos pela
BASF: resolucdo cinética catalizada por lipase de (a) feniletanol usando anidrido
succinico e (b) amina secundaria usando metoxi-acetato de etila como doador de
acila. Fonte: Ghanem, 2007
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A quiralidade € um fator chave na eficicia de muitas drogas. Diversos estudos
demonstraram que a atividade farmacoldgica de drogas racémicas encontra-se
principalmente em um dos enantioméros (eutbmero), enquanto o outro (distdmero)
pode interagir com diferentes receptores, promovendo efeitos colaterais (PANDEY et
al.,, 1999). Como exemplo, os profenos (acidos 2-aril-propridnicos) sdo um
importante grupo de antiinflamatérios nao-esteroidais, que apresentam atividade
farmacoldgica principalmente na forma de (S)-enantibmero. Membros importantes
desta familia sdo o ibuprofeno e o naxopreno. Segundo Pandey et al. (1999) a forma
S do naxopreno é 28 vezes mais ativa que a forma R. No caso do ibuprofeno, ha
trabalhos na literatura farmacolégica indicando que o (S)-enantioméro é 160 vezes
mais ativo na sintese in vitro de prostaglandina do que o (R)-enantibmero
correspondente (CARVALHO et al., 2005).

Carvalho et al. (2005) utilizaram a lipase liofilizada de Aspergilus niger para a
resolucdo do (R,S) ibuprofeno com 1-propanol em meio organico (isooctano).
Embora os valores de excesso enatiomérico de (S)-ibuprofeno obtidos pelo grupo de
Carvalho tenham sido baixos (ee = 6,1%), acredita-se que o aumento da oferta de
novas lipases pode contribuir para a resolucdo enantiomérica deste e de outros
importantes compostos de interesse farmacologico.

Dentre as lipases disponiveis comercialmente e aplicadas em processos
industriais, véarias foram originalmente isoladas de fungos tais como Candida
antarctica, Candida rugosa, Thermomyces lanuginosus e Rhizomucor miehei.
(JAEGER e REETZ, 1998). A bioprospecc¢éo deste grupo de organismos continua
sendo uma promissora fonte de novas enzimas empregaveis em biocatdlise,

ressalvando a importancia dos fungos para a biotecnologia.

1.3 FUNGOS

Fungos sdo seres eucaribticos heteretroficos classificados pelos biolégos
modernos em um reino préprio, 0 Reino Fungi, baseado sobretudo no seu modo de
nutricdo absorvitivo. Os fungos secretam uma ampla gama de poderosas enzimas
em seu ambiente e entdo absorvem estes nutrientes “pré-digeridos” para o interior
de suas células. A diversidade dos fungos abrange desde bolores e leveduras

microscopicos até cogumelos e trufas macroscopicos (BENNET, 1998)
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Diferentemente dos outros eucariotos heterotroficos, os fungos apresentam uma
parede celular quitinosa envolvendo a membrana plasmatica.

Embora no passado a micologia tenha sido considerada um ramo da botéanica,
a evidéncia indica que os fungos estéo filogeneticamente mais préximos dos animais
do que das plantas (GUARRO et al., 1999). Constituem um grupo muito grande e
heterogéneo, encontrado virtualmente em qualquer nicho ecolégico (ESPOSITO e
AZEVEDO, 2004). Os fungos podem apresentar seu soma (fase vegetativa) na
forma de duas unidades basicas: a levuriforme e a hifal. Nos fungos levuriformes
tem-se células Unicas, delimitadas e pequenas, ao contrario das hifas que séo
células extremamente polarizadas, na forma de tubos que continuamente estendem-
se em suas extremidades. O conjunto de hifas é denominado micélio, que a olho nu
visualiza-se como um emaranhado de fios delgados (filamentos), coloridos ou néo,
dependendo da espécie (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004).

Desde tempos pré-biblicos, tanto fungos filamentosos como leveduras tém sido
usados pelo homem no preparo de varios produtos, tais como cerveja, vinho, pao e
gueijo. Atualmente, fungos sdo usados em muitos processos industriais, tais como a
producdo de enzimas, vitaminas, polissacarideos, alcoois poliidricos, pigmentos,
lipidios e glicolipidios (ADRIO e DEMAIN, 2003).

Os fungos filamentosos sintetizam uma variedade de enzimas hidroliticas.
Vérias espécies deles sdo usadas para a producdo de enzimas industrialmente
importantes, tais como proteases, carboidrases e lipases (FRIEDRICH et al., 1999).
Estes fungos tém um grande potencial para produzir muitos tipos de lipase
extracelular, as quais séo geralmente usadas como enzimas purificadas. Entretanto,
muitas das aplicacdes praticas destas lipases fungicas extracelulares séo limitadas
por desvantagens econdmicas causadas por complexos processos de purificacéo e
por sua labelidade (HAMA et al., 2006).

Por outro lado, desde o final da década de 1970, alguns pesquisadores vém
postulando a presenca de enzimas funcionalmente relevantes, tanto sintéticas
quanto hidroliticas, associadas a parede celular dos fungos, denominadas por Rast
et al. (2003) como enzimas associadas a parede (wall-associated enzymes, WAES).
A principio acreditava-se que enzimas detectadas na parede celular eram
simplesmente enzimas em rota de secrecdo para 0 meio, ou entdo meros artefatos

devido a disrupcdo da célula. Nas ultimas trés décadas, trabalhos testando a
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atividade catalitica direta de fracbes de paredes celulares fangicas relataram a
existéncia de WAEs pertencentes as classes bioquimicas oxidorredutase, hidrolase
e transferase (RAST et al., 2003). Gaspar et al. (2001), trabalhando com o fungo
micorrizico arbuscular Glomus mosseae, encontraram forte evidéncia bioquimica
tanto de atividade hidrolitica quanto de atividade sintética de lipidios no micélio
externo deste fungo, o que, segundo os autores, claramente indica a presenca de
um sistema enzimético ali.

Um revisdo da literatura pertinente mostra que ha relativamente poucos
trabalhos sobre lipases naturalmente imobilizadas, isto &, lipases associadas com o
micélio ou parede celular, as quais Loo et al. (2007) denominam lipases ligadas ao
miceélio (mycelium-bound lipases, MBLs) A atividade de lipases ligadas ao micélio
pode ser diretamente explorada tanto para a sintese quanto para a hidrolise de
ésteres (CONVERTI et al., 2005). Para as lipases naturalmente ligadas, a estrutura
da célula pode atuar como uma matriz natural capaz de proteger as enzimas da
possivel acdo negativa de agentes externos, propiciando um efeito analogo aquele
exercido por uma matriz comum usada para a imobilizagdo de enzimas purificadas,
ou seja, a minimizacdo da perda da atividade (ROMERO et al., 2007; WANG et al.,
2007). Ademais, lipases ligadas a célula sdo mais estaveis em solventes organicos
(WANG et al., 2007)

Lisboa (2006) avaliou fungos endofiticos, fitopatogénicos e degradadores de
madeira da regido amazonica como potenciais fornecedores de MBLs. Estes podem

vir a ser uma promissora fonte do novas enzimas para aplicagcdes em biocatalise.

1.3.1 Fungos Endofiticos

Fungos endofiticos sdo capazes de colonizar o interior de tecidos sadios da
planta, em algum tempo do seu ciclo de vida, sem lhe causar danos aparentes
(ESPOSITO e AZEVEDO, 2004; SOUZA et al., 2004). Sendo considerados inGcuos
as plantas, a principio ndo houve grande interesse em estuda-los. A medida que se
verificou que alguns destes microrganismos conferiam vantagens aos seus
hospedeiros, eles passaram a ser objeto de pesquisas mais aprofundadas
(SERAFINI, BARROS e AZEVEDO, 2002).
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Observa-se que esses fungos se associam de forma mutualistica com as
plantas, recebendo nutrientes e protecdo do hospedeiro enquanto que este se torna
mais competitivo em ambientes estressados e tem sua resisténcia a patdégenos
aumentada pela ativacdo do seu sistema de defesa. O fato de que muitos fungos
endofiticos produzem metabdlitos capazes de inibir o desenvolvimento de patégenos
elou pragas, e de apresentarem propriedades medicinais despertou o interesse de
varios laboratorios pela identificagdo desses compostos (ESPOSITO e AZEVEDO,
2004).

1.3.2 Fungos Fitopatogénicos

A fim de colonizar a planta hospedeira, o fungo patogénico precisa inicialmente
quebrar o seu sistema de defesa. Para isso produz enzimas hidroliticas (cutinases,
celulases, ligninases, etc.) que rompem a cuticula e a parede da célula hospedeira;
toxinas que reduzem ou inibem completamente a atividade das células da planta
e/ou produzem substancias especificas de vegetais (ex: hormdnios), quebrando o
equilibrio fisiolégico da célula e causando distirbios no crescimento e na
diferenciacéo celular da planta (LISBOA, 2006).

1.3.3 Fungos degradadores de madeira

A biodegradacdo dos materiais lignoceluldsicos por fungos degradadores de
madeira € atribuida a acdo de uma série de enzimas e compostos de baixa massa
molar extracelulares. Uma das classes envolvidas na biodegradag¢do da madeira séo
as hidrolases especificas para clivar ligagbes glicosidicas presentes nos

polissacarideos dos materiais lignocelulésicos (LISBOA, 2006).
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1.4 TRIAGEM DA BIODIVERSIDADE MICOLOGICA DA AMAZONIA EM BUSCA
DE NOVOS BIOCATALISADORES

1.4.1 A extensao da diversidade micol6gica

O sucesso dos processos biotecnologicos esta diretamente relacionado com a
diversidade dos microrganismos e das moléculas que eles produzem como resultado
de seu metabolismo primério e secundéario. O aumento da diversidade de compostos
guimicos para os diferentes setores industriais esta, assim, associado com a
exploracédo da diversidade microbiana e sdo muitos os beneficios esperados como
resultado desta exploracdo (OLIVEIRA et al., 2006).

O Brasil detém cerca de 20% da biodiversidade mundial, principalmente na
floresta amazonica, a maior floresta tropical do planeta e fonte inestimavel de
matérias-primas nos mais variados setores. Apesar da imensa biodiversidade da
Amazonia, as espécies que a compde e suas relacdes filogenéticas sdo ainda pouco
conhecidas, e ainda menos 0s seus microrganismos e suas interagbes com outros
seres (SOUZA et al., 2004).

Os fungos, em patrticular, sdo um grupo de organismos de enorme potencial
como fornecedores de enzimas, potencial este ainda amplamente inexplorado. Em
1991, Hawksworth estimou a magnitude da diversidade fangica nos ecossistemas
mundiais em 1,5 milhdo de espécies (HAWKSWORTH, 2004). Varios estudiosos do
assunto se mostraram céticos em relacao a essa previsao, principalmente pela falta
de dados sobre a extensdo da descoberta de novos fungos nos trépicos. Dreyfuss e
Chapela (1994), por exemplo, estimaram em 1,3 milhdo o numero de espécies
fungicas endofitas nos trépicos ainda para serem descobertas. De acordo com estes
autores, somente os fungos endofiticos dos trépicos sugerem que a estimativa inicial
de 1,5 milhdo de espécies subestima a diversidade bioldgica. A despeito do grande
potencial micolégico da Amazbnia, pouco estudos tem sido feitos na area de
enzimas com potencial industrial advindas de fungos amazobnicos (CASTRO e
SILVA, 2002).
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1.4.2 Métodos de triagem da biodiversidade

Dentre toda a diversidade micoldgica existente, € muito provavel que, para um
processo biocatalitico em particular, somente uma faixa bem estreita de
fungos/enzimas satisfaca os requisitos especificos daquele processo. Em muitos
casos, 0s substratos usados em processos industriais sdo compostos artificiais, e
enzimas capazes de catalisar reacdes adequadas para estes processos sdo ainda
desconhecidas. Assim, a triagem (screening) de novas enzimas que sejam capazes
de catalizar reacdes de interesse biotecnologico € constantemente necessaria.
Ademais, a descoberta de novas enzimas prové indicaces para o planejamento de
novos processos enzimaticos (OGAWA e SHIMIZU, 1999).

Em anos recentes, foram desenvolvidos métodos para a triagem de
microrganismos  ndo-cultivaveis em laboratério, através da abordagem
metagendmica. Nesta abordagem, microrganismos colhidos de um ambiente natural
(tal como amostras de solo) sdo concentrados por filtracdo, tém seu DNA extraido
diretamente (sem passar pela etapa de cultivo) e uma variedade de atividades
enzimaticas € testada a partir de uma biblioteca de genes do DNA total na amostra.
Esta abordagem pode vir a se tornar um método superior para a descoberta de
novas enzimas (OGAWA e SHIMIZU, 1999).

Entretanto, neste tipo de triagem, a enzima é totalmente separada de sua
funcdo original no microrganismo. Encontrar uma nova enzima significa encontrar
uma nova funcdo microbiana — neste respeito, o screening de uma biblioteca de
genes perde de vista a funcdo original da enzima no contexto da bioquimica do
microrganismo.

Por outro lado, técnicas classicas de screening, as quais incluem estratégias
de isolamento e cultivo de microrganismos, permanecem ferramentas importantes
justamente por empregarem células vivas que mantém sua fungdes originais. Ha
ainda um grande numero de microrganismos que ainda nao foram examinados
guanto a sua habilidade de catalisar reacdes especificas, e o leque de reacdes
catalisadas por enzimas obtidas da triagem direta da biodiversidade certamente
continuara a se expandir (OGAWA e SHIMIZU, 1999).

O screening € um passo-chave no desenvolvimento dos processos de

biocatalise. Ha trés estagios principais na definicAo de uma estratégia de screening



24

tradicional: 1) planejamento do processo e a definicdo do tipo de atividade
enzimatica desejada; 2) definicdo de quais grupos de microrganismos passardo pela
triagem; e 3) planejamento de um apropriado, conveniente e sensivel ensaio
enzimatico que permita a triagem do maior numero possivel de microrganismos
(OGAWA e SHIMIZU, 1999).

1.4.3 Ensaios enzimaticos para a deteccao de atividade de lipase

Ensaios enziméticos sdo protocolos experimentais que permitiem “visualizar”
as transformacdes quimicas catalizadas por enzimas (GODDARD e REYMOND,
2004). Estas transformacdes podem ser reveladas, na préatica, mediante um sinal
luminoso, mudanca na cor da amostra, crescimento microbiano diferenciado devido
a selecdo biolégica, producdo de calor ou precipitacdo do produto da
biotransformacgéo, entre outros meios (CHEN, 2006).

Um principio fundamental para o planejamento de um ensaio enzimatico
eficiente é que ele deve reproduzir bem de perto a reacdo catalitica a qual se
pretende empregar no processo biotecnologico visado. Independente da aplicacao
para a qual foi projetado, um ensaio enzimatico deve ser simples, robusto e ter baixa
ocorréncia de erros (falsos-positivos e falsos-negativos). A disponibilidade e o preco
dos reagentes necessarios sdo também fatores a considerar na decisdo sobre que
ensaio utilizar (GODDARD e REYMOND, 2004).

Diferentes métodos de ensaio de lipases tem sido desenvolvidos para varios
propositos. No escopo deste trabalho, sdo de especial interesse ensaios para

atividade hidrolitica em meio aquoso e para atividade sintética em meio organico.

1.4.3.1 Deteccdao de atividade hidrolitica

Trabalhos de triagem de microrganismos como fontes de lipases
frequentemente descrevem a realizacdo de uma selecdo preliminar da atividade
hidrolitica associada as cepas (TORRES et al.,, 2003; GANDOLFI et al., 2000) A
selecdo primaria tem peso significativo no processo de triagem de microrganismos
especificos, permitindo identificar aqueles que possuem a capacidade de produzir o

metabolito de interesse. Em geral esta selecdo primaria € realizada pelo cultivo dos



25

microrganismos em meio de cultura com agar grau bacterioldgico, em placas de
Petri (COLEN, 2006).

Os métodos de observacao direta em placa se baseiam frequentemente na
formacdo de zonas claras ou turvas (opacas) em torno das col6nias (ou indculo). O
substrato que mais tem sido usado para deteccdo de atividade de lipases € a
tributirina. Ao ser hidrolisada, a tributirina gera dibutirina, monoburitina, glicerol e
acido butirico, todos eles soluveis em agua. Sendo usada na forma de emulséo
(preparada no agar ainda fluido), permite a detec¢éo de halo claro em fundo opaco.
Apesar dos inconvenientes do uso da tributirina (ela ndo é substrato especifico para
lipase, podendo ser hidrolisada também por esterases), alguns autores tem
recomendado seu emprego em procedimentos de selecdo primaria de
microrganismos com enzimas lipoliticas, mas com posterior confirmac¢do com outros
substratos lipidicos de maior especificidade para lipases (COLEN, 2006).

A trioleina, embora seja um triacilglicerol de cadeia longa e, como tal, um
substrato especifico para lipases, ndo tem sido recomendada para deteccao lipolitica
em placa de Petri, devido a dificuldade de se notar a zona de lipdlise.
Alternativamente, o 6leo de oliva, apés ter sido purificado em coluna de alumina
neutra para remocao de &cidos graxos livres, pode ser usado como substituto da
trioleina. Colen (2006 ) relatou ter tido éxito em desenvolver um método simples e
eficiente, para a deteccdo de fungos lipoliticos em placa usando 6leo de oliva
emulsificado com uma mistura de sais biliares de alto grau de pureza.

Beisson et al. (2000), ap6s extensa revisdo da literatura sobre os métodos
para a deteccdo e ensaio de atividade hidrolitica de lipase, concluiram que néo
existe um método de aplicacdo universal para ensaio desta enzima, mas sim uma
ampla variedade de diferentes técnicas. Na opinido destes autores, a escolha de um
meétodo particular dependera sobretudo das necessidades e propdésitos especificos

do pesquisador.
1.4.3.2 Deteccédo da atividade sintética em meio orgénico
Reacdes catalizadas por lipases em meios nao-aquosos, tais como

esterificacdes e transesterificacdes, tém recebido cada vez mais aten¢do nos ultimos

anos, como ferramentas valiosas para a sintese organica. Entretanto, nem todas as
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lipases podem catalisar estas reacdes. Assim, é preciso selecionar enzimas
adequadas para tais procedimentos. Métodos de triagem especificos para atividade
sintética de lipases sédo necessarios, visto que enzimas identificadas por métodos
hidroliticos nem sempre sdo adequadas para as desejadas reacbes sintéticas
(TENG e XU, 2007). A literatura mostra que, em geral, ndo ha correlacdo entre as
atividades hidrolitica e sintética das lipases (TORRES et al., 2003).

A triagem de um catalisador “6timo” para reagcfes em meios nNao-aquosos
torna-se assim um passo crucial. Ensaios de lipase inespecificios para estes meios
podem resultar em falsos positivos (SANDOVAL e MARTY, 2007). Como resultado,
varios métodos baseados na atividade de esterificagdo e de transesterificacdo tém
sido propostos. A maioria destes métodos sdo baseados em cromatografia gasosa
(CG), cromatografia liquida de alta perfomance (CLAE, também conhecida como
High Perfomance Liquid Cromatography, HPLC) ou em determinacdes titulométricas
(TENG e XU, 2007). Como exemplo, Torres et al. (2003) utilizaram a esterificagao de
acido oléico e propanol em oleato de propila, como ensaio para deteccdo de
atividade sintética de lipases ligadas ao micélio de fungos endofiticos. Aliquotas
foram retiradas apos 3 h e o oleato de pentila foi quantificado por CG. Lisboa (2006)
adaptou a metodologia proposta por Torres et al.(2003), utilizando pentanol — o qual
€ menos volatil que o propanol - na esterificacdo do &cido éleico, aumentando o
tempo de monitoramento da reacdo para até 72 hs. A quantificacdo do oleato de
pentila foi feita por RMN-H (LISBOA, 20086).

A fim de obter um ensaio de atividade sintética para lipases que fosse ao
mesmo tempo especifico, rapido e econdmico, Teng e Xu (2007) modificaram o
ensaio proposto inicialmente por Pencreach e Baratti, 0 qual utilizava palmitato de p-
nitrofenila (PpNF)) como substrato para determinar a atividade hidrolitica de lipase
em meio organico. A reformulacdo proposta por Teng e Xu foi baseada em reacdes
de transesterificacdo catalisadas por lipases entre PpNF e etanol usado heptano
como solvente, obtendo como produtos p-nitrofenol (pNF) e palmitato de etila. O
rendimento de pNF foi detectado por um simples método colorimétrico
(espectrofotometria de UV) e entdo usado como indicador para determinagdo da
atividade sintética (producdo de palmitato de etila). Além de lipases obtidas
comercialmente, Teng e Xu utilizaram também lipases ligadas ao micélio de 30

linhagens mutantes de Rhizopus chinensis preparadas em seu laboratorio.
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Visto que transesterificacdes e esterificacdes sdo duas reacdes tipicamente
usadas para avaliar a atividade sintética de lipases em meio orgéanico, Teng e Xu
testaram as mesmas 30 linhagens em um ensaio de esterificacdo entre acido
palmitico e etanol. O rendimento de palmitato de etila foi quantificado por
titulometria. Quando o percentual de conversdo a palmitato de etila dos dois ensaios
(transesterificacdo x esterificacéo) foi comparado, verificou-se um razoavel indice de
correlacdo entre ambos (r* = 0,8287). Assim, Teng e Xu concluiram que o seu
ensaio baseado na reagcdo de transesterificacdo entre PpNF e etanol, com
guantificacdo do produto feita por espectrofotometria de UV, pode ser usado para

avaliar a atividade sintética de lipase em meio organico.

1.4.4 Avaliacdo quantitativa e validacdo dos ensaios enzimaticos por

métodos analiticos

Métodos analiticos desempenham um papel muito importante na maioria dos
ensaios de atividade de lipases porque permitem monitorar o progresso da reacao
biocatalitica, determinando e quantificando os produtos desta. A comparacdo dos
resultados obtidos por diversos métodos analiticos para um mesmo ensaio ou para
ensaios semelhantes permite também a validacdo de novas estratégias de deteccédo
da atividade enzimatica (TENG e XU, 2007). Alguns desses métodos mais utilizados
sdo a CLAE associada aespectrofotometria de UV e a RMN (LISBOA, 2006;
TORRES et al., 2003)

1.4.4.1 Cromatografia Liquida de Alta Performance — CLAE

A cromatografia é definida como a separacdo de dois ou mais compostos
devido a diferentes afinidades fisico-quimicas que causam uma distribuicdo entre
duas fases, uma das quais é estacionaria e a outra moével. Os componentes da
mistura sdo adsorvidos/particionados na fase estacionaria, e uma fase movel arrasta
e/ou interage continuamente com o0s componentes adsorvidos. Pela escolha
apropriada da fase estacionaria (FE) e da fase movel (FM), além de outras variaveis,
pode-se fazer com que o0s componentes da mistura sejam arrastados

ordenadamente — aqueles que interagem pouco com a FE sao arrastados facilmente
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e aqueles com maior interagdo ficam mais retidos (PINTO, 2006). Dependendo da
natureza da FM, a cromatografia pode ser classificada como liquida ou gasosa
(VOGEL, 1992).

A CLAE é um tipo de cromatografia liquida que emprega pequenas colunas,
recheadas de materiais especialmente preparados e uma FM que é eluida sobre
altas pressoes. Este método pode ser usado tanto para a separacao e quantificacéo
dos produtos de lipdlise (GILHAM e LEHNER, 2005) como para dos produtos da
atividade sintética de lipases — neste Ultimo caso, faz-se o monitoramento da
formacdo de ésteres e da diminuicdo de acidos graxos livres em razao da atuacao
do biocatalisador (TORRES et al., 2003). Na CLAE, a separacdo cromatografica
pode ser avaliada por cromatogramas, onde cada pico representa um componente
da mistura (PINTO, 2006).

Os componentes de um cromatografo liquido tipico sdo: bomba, coluna
cromatografica, detector e registrador (PERES, 2002). Nos equipamentos mais
modernos, um computador faz o papel do registrador e permite a operacao
automatizada dos demais componentes. Podem também estar acomplados ainda
outros equipamentos, tais como injetor automatizado de amostras, detector de

fluorimétrico etc.

Sistemas de bombas de alta pressédo fazem a FM migrar através da coluna, a
qual oferece uma grande resisténcia a vazao. A coluna é fechada e reaproveitavel —
até centenas de separacdes individuais podem ser feitas com a mesma coluna. A
capacidade da coluna é determinada pelo comprimento, diametro e pelo material de
recheio. Varios tipos de detectores podem ser colocados na saida da coluna, ndo
existindo um tipo que seja ideal, adequado para todos os tipos de separacoes.
Entretanto, os mais usados séo os fotométricos, baseados na absorbancia no ultra-
violeta e no visivel (UV-Vis) (CEFET-RJ, 2006).
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1.4.4.2 Espectrofotometria na regido do UV-Vis

E uma das técnicas analiticas mais empregadas em funcéo de sua robustez,
custo relativamente baixo e grande namero de aplicac6es desenvolvidas (ROCHA e
TEIXEIRA, 2004). Quando a radiacado eletromagnética nas regides do UV e do
visivel passa através de um composto contendo ligagbes mudltiplas (duplas ou
triplas), uma parte da radiagdo geralmente € absorvida pelo composto. Exatamente
guanta radiacdo é absorvida depende do comprimento de onda da radiacdo e da
estrutura do composto. A absorcao da radiacdo na regidao de UV-Vis é provocada
pela subtracdo da energia do feixe de radiacdo quando os elétrons nos orbitais de
mais baixa energia sdo excitados para os orbitais de mais alta energia (SOLOMONS
e FRYHLE, 2005)

A lei de Lambert-Beer é a base matematica para as medidas de absorcao de

radiacdo em espectrofotometria. Para estas medidas, tém-se :

|
Tolt bc

onde A € a absorbancia, lp é a intensidade da radiacdo monocromatica que incide

A=log

sobre a amostra e | é a intensidade da reacdo que emerge da amostra. A
absortividade molar (ou coeficiente de extingdo molar) € € uma grandeza

caracteristica da espécie absorvente, cuja magnitude depende do comprimento de
onda da radiacdo absorvente. O termo ¢ € a concentracdo da espécie absorvente e

b, a distancia percorrida pelo feixe através da amostra (ROCHA e TEIXEIRA, 2004).
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Em um espectrofotdbmetro de UV-Vis padréo, um feixe de luz (e.g. 190-600 nm)
€ dividido; uma metade do feixe (o feixe da amostra) é dirigida através de uma
célula (recipiente) transparente contendo um a solucdo do composto sendo
analisado e a outra metade (o feixe de referéncia) € dirigida através de uma célula
idéntica que contém nao o composto, mas sim o solvente. O instrumento faz uma
comparacdo das intensidades dos feixes a medida que varre a regido de
comprimentos de onda desejada. Se o composto absorve luz em um comprimento
de onda particular, a intensidade do feixe da amostra (lp) serd menor que aquela do
feixe de referéncia (). O instrumento registra isso produzindo um gréafico — grafico do
comprimento de onda de toda a regido versus a absorbéancia de luz de cada
comprimento de onda. Tal grafico € denominado espectro de absorcdo. O
comprimento de onda onde a absor¢do é maxima é chamado de Amax. (SOLOMONS
e FRYHLE, 2004; SNYDER e KIRKLAND, 1979)

Os compostos cujas moléculas contém ligacdes multiplas conjugadas tém Amax
em comprimentos de onda maiores que 200 nm. Como regra geral, quanto maior o
namero de ligacdes multiplas que um composto contém, maior sera 0 comprimento
de onda no qual este absorve luz (SOLOMONS e FRYHLE, 2004).

As informacdes fornecidas pela analise espectrofotométrica UV-Vis sdo muito
utilizadas na determinacdo da concentracdo de uma amostra desconhecida. A
relacdo matematica A = ebc indica que a quantidade de absorcdo de uma amostra
em determinado comprimento de onda é dependente de sua concentracdo. Essa
relacdo € normalmente linear em uma faixa de concentracdes apropriadas para
analise. Para determinar a concentracdo desconhecida de uma amostra, tracamos
um gréfico de absorbancia versus concentracdo de um conjunto de padrfes de
concentracdo conhecidas. O comprimento de onda utilizado para analise é
geralmente 0 Amax da amostra. A concentracdo desta € obtida medindo-se sua
absorbéncia e determinando o valor correspondente da concentracdo a partir do
grafico de concentra¢des conhecidas.

A andlise guantitativa utilizando-se espectroscopia de UV-Vis é rotineiramente
empregada em estudos bioquimicos para medir as velocidades de reacdes
enzimaticas. A concentracdo de uma espécie envolvida na reagdo (conforme
relacionada a sua absorbancia no UV-Vis) é colocada no grafico versus o tempo,
para determinar a velocidade de uma reagcdo (SOLOMONS e FRYHLE, 2004).
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1.4.4.3 Ressonéancia Magnética Nuclear - RMN

Sem duvida, a ressonancia magnética nuclear (RMN) tornou-se uma das
ferramentas mais Uteis disponiveis para analise de compostos organicos. A
espectrometria de RMN é basicamente uma forma de espectroscopia de absor¢éo:
sob condi¢cbes apropriadas em um campo magnético, uma amostra pode absorver
radiacdo eletromagnética na regido de radiofreqiiéncias em uma frequéncia regida
pelas caracteristicas estruturais da amostra. A absorcao é funcao de determinados
nacleos da molécula. Um espectro de RMN é um registro gréafico das freqiiéncias

dos picos de absorgéo contra suas intensidades.

Todos os nucleos possuem carga e em alguns casos a carga gira em torno do
eixo nuclear, gerando um dipolo magnético ao longo do eixo. O momento angular da
carga em movimento pode ser descrito em termos do “ndmero de spin” |, que pode
assumir os valores 0,1/2, 1, 3/2, etc. (I = 0 corresponde a um ndcleo que nao gira em
torno de seu eixo). A magnitude do dipolo gerado é expressa em termos de
momento magnético nuclear. Pode-se obter facilmente o espectro de varios nucleos
que possuem um ndmero de spin, |, igual a ¥ (por exemplo: *H, *H, **C, **N, *°F,
31p) e, portanto uma distribuicdo de carga esférica e uniforme. Dentre estes, os mais
amplamente utilizados na espectrometria de RMN s&o *H e **C. Os nicleos com | >
0 possuem distribuicdo de carga nao esférica (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000).

Analisando-se 0s espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN-'H) para alcool e éster nota-se uma diferenca de freqiiéncia entre os picos
dos hidrogénios do grupamento metileno (-CH,) ligado ao atomo de oxigénio,
presente em ambas as moléculas (RCH,OH; R'COOCH,R). Os hidrogénios do
grupamento metileno do alcool registram picos em uma freqiiéncia mais baixa (mais
blindados) do que os do éster (menos blindados) no espectro de RMN-'H. Devido a
esta peculiaridade, através de integracao das areas dos espectros pode-se calcular
a conversao de uma reacéao de esterificacdo (LISBOA, 2006; ZANOTTO et al. 2009).
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1.4.5 Avaliacdo da enantiosseletividade das lipases
1.4.5.1 Parametros de avaliacéo

Uma amostra de uma substancia opticamente ativa que consiste em um unico
enantidmero é classificada como enantiomericamente pura. Se os dois enantioméros
estdo presentes em quantidades equimolares na amostra, ela € denominada de
racemato ou forma racémica. Muitas reagBes da quimica organica tradicional
apresentam como resultado a formacdo de racematos, ou seja, 50% de rendimento
para cada enantidbmero. Por outro lado, quando uma amostra apresenta proporgdes
desiguais de enantibmeros, diz-se que ha um excesso enantiomérico daquele que
estiver presente em maior propor¢cdo. Se uma reagdo que leva a formacdo de
enantibmeros produz preponderancia de um sobre o outro, diz-se que ela é
enantiosseletiva (SOLOMONS e FRYHLE, 2001).

Um substrato racémico, quando submetido a catalise enzimatica, sofre
discriminacdo quiral entre os enantibmeros. Devido a quiralidade dos aminoéacidos
gue compdem o sitio ativo da enzima, o enantidmero que melhor se ajusta no seu
sitio ativo € convertido a uma velocidade mais alta. Para assegurar uma alta
seletividade, a diferenca na velocidade de reacédo dos enantibmeros individuais deve
ser a maior possivel (FABER, 2004). Quanto maior for esta diferenca na velocidade
de reacdo, maior € a enantiosseletividade da enzima e a maior a sua aplicabilidade
em processos de resolugdo cinética (separacao dos enantibmeros de uma forma
racémica em razao de terem diferentes velocidades de conversao).

Um exemplo interessante é a reacao enantiosseletiva catalisada por lipases
usada na resolucdo de profenos. Uma estratégia relativamente simples de obter a
forma (S), fisiologicamente ativa, presente na forma racémica do farmaco, é realizar
a uma esterificacdo utilizando lipase que apresente enantiosseletividade para a
forma (R) do ibuprofeno. Desta forma, a enzima catalisa seletivamente a converséo
para (R)-éster, discriminando o (S)-ibuprofeno da mistura racémica. Posteriomente,
o &cido discriminado (S)-ibuprofeno pode ser separado do meio através de reacgéo
com uma base forte em solugéo aquosa.

Em alguns casos ideais a velocidade é tdo extrema que o enantibmero de

interesse € transformado rapidamente e o outro ndo € convertido. Entdo, a reacao
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enzimatica cessaria automaticamente em 50% de converséo, quando ja nao existe o
enantidmero reativo. Como conseqiéncia, cada enantiomero poderia ser obtido com
até 50% de rendimento em uma resolugdo enzimética (FABER, 2004).

Na pratica, a maior parte das resolu¢cdes enzimaticas de substratos racémicos
ndo mostra uma situacao ideal e a diferenca na razéo das velocidades de converséo
dos enantibmeros ndo € infinita, mas mensuravel. O que se observa nesses casos,
ndo € uma parada total da reacdo em 50% de conversdo, mas uma acentuada
diminuicdo na velocidade proxima a este valor. O resultado do processo € descrito
pelo excesso enantiomérico do produto (eep) e do substrato que ndo reagiu (ees),
sendo o rendimento fornecido pelo grau de conversdo da reagéo (c). A velocidade
de transformacéo de cada enantibmero varia com o grau de converséo (c), logo, a
razdo dos dois enantibmeros ndo permanece constante durante a reacgdo. As
equacdes abaixo, baseadas em Steenkamp e Brady (2003), descrevem como obter

os valores de eep, ees e € (expressos em percentuais).

0 _[A]—[B]X 10 Er?gr?tggr?lerlc’)sggdse b[?t]rat?) [B] sdo as concentragdes dos
s 0= T e i u

[Al+[B]
o LP1-[Q] <10 Equacdio 2, onde [P] e [Q] s&o as concentracdes dos
P70~ enantiomeros do produto

[P1+[Q] tiomeros do produt

C%=L% Equacdo 3
ee,%+ee, %

Um tratamento muito Gtil das resolucdes cinéticas enzimaticas, descrevendo a
dependéncia de c, ees e ee, foi desenvolvido por Sih em 1982 sob a base tedrica de

Sharpless e K. Fajans, conforme mostrado abaixo.

E_ In[1-c)(1—-ee,)] )
In[(1-c)(1+ee,)] Equagcéo 4

_In[l-c(1+ee))]
In[l-c(1- ee,)] Equagéo 5
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O parametro que indica a discriminacdo de uma enzima entre dois
enantibmeros foi introduzido como razdo enantiomérica (E) (FABER, 2004). Este
parametro € adimensional, e permanece constante durante a reacgdo, sendo
somente determinado pelo “ambiente” do sistema, ou seja, enquanto 0 excesso
enantiomérico é uma propriedade do produto, a razdo enantiomérica é caracteristica
do processo.

Para reacg0Oes irreversiveis, tais como hidrélise biocatalitica ou reacdes de
transferéncia de acila usando ésteres endlicos ou anidridos acidos, a conversao e a
razao enantiomérica podem ser calculadas a partir dos valores de ees e de ee,, com
0 uso das equacoes 3, 4 e 5, mostradas acima.

Um valor elevado de E para um par “enzima-substrato” € essencial para o
sucesso de uma resolucdo cinética, ja que isto assegura ndo apenas um excesso
enantiomérico elevado, mas também um rendimento proporcionalmente alto. Os
valores de razbGes enantioméricas menores do que 15 sdo inaceitaveis para
propositos praticos. Valores de E entre 15 e 30 sdo considerados de moderados a
bons, e acima destes valores sao excelentes (FABER, 2004).

Os enantibmeros tém propriedades fisicas idénticas (ponto de ebulicdo e
fusdo, solubilidade), exceto o sentido da rotacdo do plano de polarizacdo da luz.
Apresentam as mesmas propriedades quimicas (comportamento cromatogréfico e
espectroscépico), com exce¢do para reagcdes com outros compostos oticamente
ativos, ou seja, quando se tem uma influéncia quiral externa.

O desenvolvimento de métodos ndo polarimétricos precisos para a
determinacdo da pureza enantiomérica, especialmente os cromatograficos de alta
resolucado, tem sido fundamental para a evolucdo da sintese assimétrica, permitindo
uma avaliacdo precisa do grau de seletividade obtido em uma determinada reagéo
(AITKEN e KILENYI, 1992).

1.4.5.2 Cromatografia Gasosa com Fase Estacionéria Quiral
Um método atrativo para a andlise de mistura de enantibmeros é a

cromatografia gasosa (CG) com FE quiral. Na CG é necessario apenas que a

amostra seja suficientemente volatil a fim de que possa passar em forma de vapor
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através da coluna, e termicamente estavel o bastante para ndo se decompor nas
condicOes de separacéo.

Este método sensivel ndo é afetado por tracos de impurezas e é rapido e
simples de ser realizado. Esta baseado em associacfes moleculares que podem
levar a um reconhecimento quiral suficiente que resulte em uma resolugéo
enantiomérica. A razdo dos picos fornece uma medida da composi¢do enantiomeérica
da amostra de forma precisa e quantitativa. Tais medidas podem ser realizadas com
um alto grau de preciséo.

O método utiliza uma FE quiral, que contém um agente de resolucao auxiliar
de alta pureza enantiomérica. O enantibmero a ser analisado é submetido a
interacdes diastereoisomeéricas rapidas e reversiveis com a FE, sendo eluido em
velocidades diferentes. Por comparagdo com padrdes previamente existentes, pode

ser feita a identificagdo de compostos (AITKEN e KILENYI, 1992). (Figura 6)

B Padrao Racémico
0.03001 B Reacio
Acetato Alcoal
> 00200 Racémico Iﬁacémicn
o | |
L)
Lip]
=
20,0100
e o o ags e )
0.0000 1 o
13-R.(+) 105 ()
3,4 a6 2,8 4.0 4,7 4,4 4.6
Tempa (min)

Figura 6 - Cromatograma para uma aliquota da reacdo do (R,S)-3-hidroxi-2-
metilenobutanoato de metila com acetato de vinila, catalisada por lipase de

Pseudomonas sp imobilizada em poli(oxi de etileno) (ZANOTTO, 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Selecionar fungos isolados da regido amazénica como fonte de novas lipases

para aplicacées em biocatalise.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a atividade sintética das lipases ligadas ao micélio dos fungos
através do monitoramento das reac¢fes de esterificagdo do acido oléico com
n-pentanol e do acido linoléico com dodecanol, e de transesterificacdo entre
palmitato de para-nitrofenila e etanol, sendo estas reacdes realizadas em

meio organico (hexano).

e Selecionar, dentre os fungos que apresentaram atividade sintética
verificAvel através da metodologia empregada, os fungos com maior atividade

biocatalitica.

e Avaliar os ensaios enzimaticos utilizados na deteccdo de atividade
sintética de lipases, verificando a correlagdo entre eles, analisando a

confiabilidade, praticidade e viabilidade destes ensaios.

e Verificar a capacidade enantiosseletiva das lipases dos fungos
selecionados, através das resolugdes do (R,S) octanol via esterificacdo com o
acetato de vinila e do farmaco (R,S)-ibuprofeno via esterificacdo com

propanol, ambas utilizando hexano como solvente.

e Avaliar a utilizacdo de 6leo de oliva como substrato alternativo a triburitina
na deteccédo de atividade hidrolitica de lipases em ensaios em placa, visando

aumentar a eficacia da selegéo preliminar de fungos produtores de lipases.
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Conforme detalhado na Tabela 2, o presente trabalho estipulou a seguinte

estratégia para atingir seus objetivos: 1) encontrar lipases (EC 3.1.1.3) com

significativa atividade sintética em meio organico, as quais possuam potencial de

emprego, por exemplo, na resolucdo de racematos de interesse farmacoldgico. As

lipases foram também testadas quanto a sua atividade hidrolitica; 2) selecionar

fungos isolados de plantas da regi&o amazonica como potenciais fornecedores deste

tipo de lipase; 3) avaliar ensaios enzimaticos descritos na literatura para a deteccao

das atividades sintética e hidrolitica de lipases, analisando a praticidade e a

viabilidade deste ensaios.

Estratégia de triagem de lipases com potencial biotecnolégico

Defini¢do das atividades desejadas para a
enzima

Selecao do grupo de organismos a ser triado
como potencial fornecedores da enzima

Escolha de ensaios enzimaticos para detectar
as atividades desejadas durante a triagem

e Sintese de ésteres a partir de &cidos
carboxilicos e alcoois em meio organico.

¢ Enantiosseletividade em meio organico

e Hidrolise de triacilglicerdis de cadeia longa

e [Fungos isolados de
amazobnica:  endofiticos,
degradores de madeira

plantas da regido
fitopatogénicos e

e Atividade sintética em meio orgéanico:
1- esterificacdo de acido oléico e pentanoll
em oleato de pentila e de acido linoléico e
dodecanol em linoleato de dodecila
(TORRES, 2003)
2- transesterificacdo entre palmitato de p-
nitrofenila e etanol (TENG e XU, 2007)
e Enantiosseletividade:
1- Resolugdo do (R,S)-ibuprofeno por
reacéo de esterificagdo com 1-propanol.
2- Resolucdo do (R,S)-2-octanol por reagéo
com esterificacdo com acetato de etila
e Atividade hidrolitica: degradacdo de 6leo de
oliva emulsificado em placa Petri (COLEN, 2006)

Tabela 2- Proposta para triagem de lipases de interesse biotecnolégico, com base

nas recomendacdes gerais de Ogawa e Shimizu (1999).
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3. METODOLOGIA

3.1 OBTENCAO DOS FUNGOS

Os fungos endofiticos, fitopatogénicos e degradadores de madeira utilizados
neste trabalho foram previamente isolados pelo grupo de pesquisa do Laboratério de
Biorganica do Programa de Pds-Graduacdao em Biotecnologia e Recursos Naturais
da Amazonia, da Universidade do Estado do Amazonas (UEA). Estes isolados s&o
mantidos em meio BDA, cultivados em placa de Petri e conservados em camara
cientifica a 4°C. As cepas cujas espécies ainda ndo foram identificadas sé&o
referenciadas por um cédigo composto da expressdo “UEA_” mais um numero
sequencial (p. ex, UEA 001, UEA 002 etc). A metodologia para o isolamento

destes fungos foi a descrita por Zanotto et al (2009).

3.2 TRIAGEM DA ATIVIDADE SINTETICA

A atividade sintética das lipases produzidas pelos fungos foi avaliada por
monitoramento da sintese oleato de pentila a partir de &cido oléico e n-pentanol, da
sintese de linoleato de dodecila a partir de acido linoléico e dodecanol e da sintese
de palmitato de etila pela transesterificacdo entre palmitato de p-nitrofenila (PpNF)
e etanol. Nestas reacdes utilizou-se como biocatalisador o micélio filtrado e seco dos

fungos cultivados, como descrito a seguir.

3.2.1 Cultivo dos Fungos

Os fungos testados foram previamente cultivados em placas de Petri com
batata-dextrose-agar (BDA) e mantidos em BOD a 28°C por 5-7 dias. Os
microrganismos foram entdo cultivados em um meio liquido sintético indutor da
producdo de lipases, constituido de 2 g de asparagina (Vetec), 2 g de glicose
(Dinamica), 1g de K;HPO, (Vetec), 0,5 g de MgSO, (Vetec), 5 mg de hidrocloreto de
tiamina (Sigma), 1,45 mg de Fe(NO3)s.7H,O (Vetec), e 0,235 mg de MnSO,4.H,0
(Vetec) por litro de agua destilada. O meio foi aquecido até cerca de 60 °C, até total

dissolucéo dos sais. Apos resfriamento o pH do meio foi ajustado a 5,5-6,0 (HCI 1,0
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N). O meio foi esterilizado (121°C por 15 min) em aliquotas de 200 mL. Apéds
resfriamento, 2% (v/v) de 6leo de girassol (Sigma) em condi¢cdes assépticas foram
adicionados. A seguir inoculou-se 0 meio com quatro discos cortados da placa com
BDA, cada um com aproximadamente 7 mm de didmetro. O meio foi entédo incubado
a 28 °C por 9 dias em um agitador orbital a 200 rpm (ZANOTTO et al, 2009).

3.2.2 Preparacgao do micélio

O micélio foi coletado do meio de cultura por filtracdo a vacuo em um funil de
Buchner e lavado com agua destilada e depois com acetona (TORRES et al., 2000).
O micélio foi seco por 48 h (dessecador) até alcangar peso constante e triturado a

po, conforme mostrado na Figura 7..

Figura 7 — Micélios de diferentes isolados, secos e triturados.

3.2.3 — Sintese de oleato de n-pentila

Para estudar a atividade da lipase ligada ao micélio, 50 mg de micélio seco
sob vacuo e triturado foram suspensos em 10 mL de uma solucdo de acido oléico
(50 mM) e n-pentanol (250 mM), utilizando-se hexano como solvente. Esta

suspensdao foi incubada por 72 h em agitador termoestatizado, a 28 °C e 200 rpm
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(ZANOTTO et al.,, 2009). Os experimentos foram realizados em duplicata. O
esquema desta reacdo é mostrado na Figura 8.

H
H H  micelio i

H

| |

cHcH.) E=C[cH.) coor + CHi(cH,| cH, = cH{cH.) c=c(cn.) COOCH, (CH.| CH, + HO
7 7 3 hexano 7 7 3

acido oleico n-pentanol oleato de n-pentila agua

Figura 8 - Esquema da reacao biocatalisada de sintese de oleato de n-pentila

A conversdo em oleato de n-pentila foi quantificada por CLAE em fase
reversa, em um equipamento da marca Varian, série ProStar, com um sistema de
bombeamento ProStar 240, injetor automatizado de amostra ProStar 400 e detector
UV ProStar 310 em 210 nm (Figura 9). Para a quantificacdo, foram preparadas
amostras de cada reacdo mediada por micélio, como segue: 50 pL da reacgéo
incubada por 72 h foram adicionados a 1,5 mL de acetronitrila grau HPLC. Vinte
microlitros de cada amostra foram injetados na coluna C, marca Microsorb 300-5, 25
cm. O eluente utilizado foi um gradiente agua/acetronila (v/v). Os picos
cromatograficos foram registrados e integrados com o software fornecido pela Varian
(Star Chromatography Workstation). As percentagens de conversao (%c) a produto
foram determinadas a partir da comparacdo da area do pico do éster nas reacgbes
mediadas pelos fungos com a area do pico do éster nas reacbes mediadas pela

enzima comercial Novozym 435 (100%c).

Figura 9 — Equipamento para HPLC da Varian, série Pro Star (em primeiro plano),
composto de (1) sistema de bombeamento, (2) coluna, (3) detector UV, (4) injetor
automatico de amostra e (5) detector fluorimétrico



41

3.2.4 Sintese de linoleato de dodecila

Na continuidade do estudo a atividade sintética da lipase ligada ao micélio,
visando avaliar uma metodologia alternativa ao ensaio descrito no item anterior, 50
mg de micélio seco sob vacuo foram suspensos em 10 mL de uma solugéo
equimolar (50 mM:50 mM) de acido linoléico e 1-dodecanol, em solvente hexano.
Essa suspenséo foi incubada por 72 h em agitador termostatizado, a 28 °C e 200
rpm (ZANOTTO et al., 2009). Os experimentos foram realizados em duplicata.

A conversdo em linoleato de dodecila, cujo esquema é mostrado na Figura
10, foi quantificada por CLAE em fase reversa, no mesmo equipamento e nas
mesmas condicbes descritas para a quantificacdo do oleato de n-pentila. A
preparacao das amostras e a determinacéo da porcentagem de conversdo a produto

também foram realizadas conforme descrito na secao 3.2.3.

@) O

CHs(CHz)4HC—fHCHzFC=C'-|(C|-|z)7)J\ OH CHy(CHy)4HC=CHCHHC=CH(CH,)7 )J\ OCHy(CHp)11CHs
&cido linoleico . linoleato de dodecila
micélio
+ —_— +
hexano
CHa(CHy)1,OH H,0O
dodecanol agua

Figura 10 - Esquema da reacdo biocatalisada de sintese de linoleato de dodecila

Para fins de comparacéo de resultado e validacao da técnica, a conversao em
linoleato de dodecila foi adicionalmente determinada por Ressonancia Magnética
Nuclear de Préton (RMN-'H) em um espectrometro da Varian (Unity Inova) AC 500
MHz (Figura 11), utilizando como referéncia interna o proprio solvente empregado,
cloroférmio deuterado (CDCI3, 6=0,00 ppm). As conversdes a éster foram calculadas
comparando-se a area das integrais dos singletos referentes aos hidrogénios
metilénicos ligados ao carbono da hidroxila do alcool (centrado em 3,5 ppm) com a
dos hidrogénios metilénicos do carbono ligado ao oxigénio da carbonila do éster

(centrado em 4,1 ppm para os ésteres alifaticos) (SEBRAO et al, 2007).
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Figura 11 — Espectrémetro para obtencdo dos espectros de RMN-'H

3.2.5 Transesterificacdo entre PpNF e etanol

Na execucdo deste ensaio, 50 mg de miceélio foram suspensos em 10 mL de
uma solucédo de PpNF (1,25 mM) em hexano. Para iniciar a reacao, 50 uL de etanol
1,5 M foram adicionados a suspensao. A mistura foi incubada a 28 °C e 200 rpm em
agitador termoestatizado por 72 h (ZANOTTO et al., 2009). Os experimentos foram

realizados em duplicata. O esquema desta reacdo € mostrado na Figura 12.

OH (@]

(@]
)J\ micélio )J\
HeC(CHy) 14 + HzCCHOH +  HgCCHO (CHy)14CHg

o
hexano
etanol palmitato de etila
NO,
p-hitrofenol
NGO,

palmitato de p-nitrofenila

Figura 12 - Esquema da reacao biocatalisada de transesterificacdo entre palmitato

de p-nitrofenila e etanol

A conversdo em palmitato de etila também foi quantificada por CLAE em fase
reversa, no mesmo equipamento e nas mesmas condigbes das reacdes descritas

anteriormente, tendo sido modificada apenas a detecgdo UV para 254 nm. A
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preparacdo das amostras e a determinacéo da porcentagem de conversao a produto

foram mais uma vez realizadas conforme descrito na secéao 3.2.3.

3.3 ENSAIOS DE ATIVIDADE ENANTIOSSELETIVA

Para estudar a atividade enantiosseletiva da lipase ligada ao micélio foram
realizadas as resolugdes do (R,S) 2- octanol e do (R,S)-ibuprofeno. Foram utilizados
neste ensaio os fungos que obtiverem os melhores percentuais de conversao nos
ensaios de atividade sintética de lipases, descritos anteriormente. Para obtencao do
micélio utilizado nestas reagdes, estes fungos foram cultivados conforme descrito na
secao 3.2.1 deste trabalho. A preparacdo da massa micelial se deu conforme

descrito na se¢édo 3.2.2.

3.3.1 Resolugéo do (R,S) 2- octanol

Para a resolucdo do alcool, 50 mg de micélio seco foram suspensos em 20
mL de hexano contendo 2 mmoles de (R,S) 2-octanol, e 6 mmoles do agente
acilante (acetato de vinila). Esta reacao, cujo esquema € mostrado na Figura 13, foi
realizada em agitador termostatizado (200 rpm e 28 °C). Amostras foram retiradas e

filtradas de acordo com o tempo da reacdo (de 72 até 120 h).

micélio
CH3C|:H(CHZ)5CH3 + CHCOOCH-CH, —— C}—|3(|:H(Cl—|2)5C:I—I3 + CI—|3(|:H(CI—|2)5C:I—I3 + HOCH=CH,
OH acetato de vinila hexano OH OOCCH; enol
(R,S) 2-octanal (R) 2-octanol (S) acetato de 1-metilheptila

ou ou
(S) 2-octanol (R) acetato de 1-metilheptila
Figura 13 - Esquema da reacdo enantiosseletiva do (R,S) octanol

Para este ensaio de resolucdo, as medidas de excesso enantiomérico (ee)
foram calculadas a partir das areas dos picos dos enantibmeros obtidas nos
cromatogramas do cromatdgrafo a gas acoplado a espectrdmetro de massa da
Shimadzu (GCMS-QP2010, Figura 14), com uma coluna capilar de fase estacionaria
quiral da Chrompack, (Chirasil — Dex CB 25m x 0,25mm ID x 0,25 um).



Figura 14 — Cromatografo a Gas acomplado a Espectrometro de Massa

A programacao utilizada para separar os enantibmeros dos substratos e

produtos das reacdes de resolucdo esta mostrada na Tabela

Tabela 3 - Programacéo utilizada no CGMS para analise das reacdes de resolucgéo.

Resolugéo do

Parametros (R,S)2-octanol
Temperatura Inicial 80°C
Temperatura Final 80°C

Taxa de Aquecimento

Temperatura de Injecao 220°C
Razéo de Split 50
Velocidade Linear 35,0 cm/s
Presséo do Gés Carreador (He) 56,9 kPa

3.3.1 Resolucgéo do (R,S)-ibuprofeno

O (R,S)-ibuprofeno utilizado neste ensaio foi obtido do farmaco comercial
Lombalgina®, do qual é o principio ativo. Comprimidos do farmaco foram triturados a
fim de se preparar uma solu¢cdo 66mM de ibuprofeno em hexano, sendo o excipiente
insolavel em meio orgénico separado por filtragcdo simples.

A fim de resolver o (R,S)-ibuprofeno, foi adicionado 0,1 g de micélio em 10

mL de uma solugdo equimolar (66mM:66mM) de ibuprofeno e 1-propanol.
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(CARVALHO et al.,, 2005, adaptado). O esquema desta reacdo € mostrado na
Figura 15. A reacéo foi conduzida a 40 °C em agitador rotativo com 180 rpm. Em
diferentes intervalos de tempo (48 h a 144 h) foram retirados 100 pL da solucéo e
adicionados a 1,4 mL de hexano para andlise por CLAE com coluna quiral (ASTEC
CYCLOBOND 1 2000).

CHy o CHs o O o
micélio . + HO
Cry + HCCH)OH ek
oH hexano oH O(CHy),CH

CHg propandl O Crs agua

(R.S) ibuprofeno (R) ibuprofeno (S) éster propilico de ibuprofeno

ou ou
(S) ibuprofeno (R) éster propilico de ibuprofeno

Figura 15 - Esquema da reacdo enantiosseletiva do (R,S)-ibuprofeno

3.4 ESTUDO DA ATIVIDADE HIDROLITICA

3.4.1 Preparacao do meio de incubacdo com substrato 6leo de oliva

Foram preparadas sete formulacBes diferentes para este meio. A primeira
formulacdo testada seguiu a metodologia empregada por Colen (2006). A partir
desta formulagdo, foram testadas seis modificagdes visando melhorar a

homogeneidade e/ou a consisténcia do meio.

Os materiais e as quantidades utilizados para preparacdo de 1 L de meio de

cada uma das sete formulagdes testadas sé&o listados na Tabela 4 (pg. 46).
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Tabela 4 - Materiais e quantidades (g/L) utilizados nas sete formulacdes do meio de

incubacdo com substrato 6leo de oliva

Material ((églgsn) Teste 1 Teste2 Teste3 Tested4 Teste5 Teste6
(NH4 )2 SO, 50 50 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
(NH, ), CO 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
Mg SO, 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
NacCl 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Extrato de levedura 0,5 0,5 0,5 0,5 5 0,5 0,5
Agar micolégico 15,0 25,0 15,0 20,0 15,0 30,0 30,0
Sais biliares 2,0 3,0 2,0 2,0 2,0 3,0 3,0
Agar padréao - 25 - - - - -
Oleo de oliva 10,0 10,0 10,0 10,0 5,0 1,0 1,5

Em todas as formulagcbes, o meio foi aquecido para fusdo do agar e depois
homogeneizado em liquidificador por 1 min, para a obtencdo de uma emulséo
estavel, e em seguida, autoclavado por 121°C por 15 min. Apés resfriamento a
aproximadamente 60°C o meio foi colocado em placas de Petri e resfriado

rapidamente.

3.4.2 Inoculagéo, Incubacéao, e Medicédo do Halo

O in6culo testado foi previamente cultivado em placas de Petri com batata-
dextrose-agar (BDA) por 5-7 dias a 28°C em BOD. Um disco do meio solido
contendo o inéculo, com aproximadamente 10mm de didametro, foi retirado desta
placa com espéatula esterilizada e colocado no meio de uma placa de Petri com agar
contendo o meio de incubacdo com Oleo de oliva. As placas foram incubadas a
25°C até a formacao do halo indicativo de lipdlise, ou por no maximo 4 dias. Cada

cepa foi inoculada em duplicata.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 TRIAGEM DA ATIVIDADE SINTETICA

Foram selecionados aleatoriamente 62 isolados para a triagem da atividade
sintética. Destes, 57 obtiveram crescimento no meio liquido sintético com indutor da
producdo de lipases, alcancando, apdés nove dias de cultivo, massa micelial
suficiente para mediar pelo menos uma das trés reacfes desta triagem (sintese do
oleato de n-pentila, sintese do linoleato de dodecila e transesterificacdo entre PpNF
e etanol). Quarenta e trés isolados alcancaram massa micelial para serem
empregados como biocatalisadores em pelo menos duas das trés reacdes, e quinze
isolados produziram micélio o bastante para serem empregados em todas elas.

As reagles de sintese de linoleato de dodecila e de transesterficacdo entre
PpNF e etanol, nesta ordem, receberam prioridade, pois até entdo nenhuma das
cepas do Laboratorio de Biorganica havia sido usada para mediar estas duas
reacdes. Quanto a reacdo de sintese de oleato de n-pentila, 26 isolados fungicos do
Laboratorio ja haviam sido anteriormente testados por Lisboa (LISBOA, 2006).

Os 57 isolados utilizados nesta triagem séo listados na tabela 5.

Tabela 5 — Isolados fangicos utilizados nas reacfes de triagem da atividade sintética
(Legenda: FP — fitopatogénico; DM - degradador de madeira; EF — endofitico; ND —

nao determinado).

nglgo Espécie Tipo cg)'(%i?]tio Planta de origem (nome popular)
001 Aspergillus flavus FP Semente  Bertholletia excelsa (castanha-do-brasil)
002 Aspergillus flavus FP Fruto Astrocaryum aculeatum (tucuma)
005 Trametes sp. DM Madeira ND
006 Trichoderma sp. FP Fruto Theobroma cacao (cacau)
007 Aspergillus niger FP Fruto Theobroma cacao (cacau)
008 ND FP Fruto Astrocaryum aculeatum (tucuma)
010 ND FP Fruto Bactris gasipaes (pupunha)
011 ND FP Folha Aloe vera (babosa)
012 ND FP Folha Aloe vera (babosa)
013 ND FP Fruto Theobroma cacao (cacau)
014 ND FP Semente  Bertholletia excelsa (castanha-do-brasil)

Continua...



Continuacao.
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nglgo Espécie Tipo Oel%?&tio Planta de origem (nome popular)
015 ND FP Fruto Astrocaryum aculeatum (tucuma)
016 ND FP Fruto Bactris gasipaes (pupunha)
017 ND FP Fruto Bactris gasipaes (pupunha)
018 Aspergillus flavus FP Folha Aloe vera (babosa)
019 ND FP Folha Aloe vera (babosa)
020 ND FP Semente  Bertholletia excelsa (castanha-do-brasil)
021 ND FP Semente  Bertholletia excelsa (castanha-do-brasil)
022 ND FP Fruto Bactris gasipaes (pupunha)
023 Aspergillus niger FP Fruto Theobroma cacao(cacau)
024 Aspergillus sp. FP fruto Theobroma cacao (cacau)
025 ND FP folha Aloe vera(babosa)
026 ND FP fruto Theobroma cacao (cacau)
027 Aspergillus flavus FP semente  Bertholletia excelsa (castanha-do-brasil)
028 Aspergillus niger FP fruto Astrocaryum aculeatum (tucuma)
029 ND FP semente  Bertholletia excelsa (castanha-do-brasil)
030 ND FP fruto Astrocaryum aculeatum(tucuma)
031 Aspergillus sp. FP semente  Bertholletia excelsa(castanha-do-brasil)
032 ND FP fruto Astrocaryum aculeatum (tucuma)
033 ND FP fruto Bactris gasipaes (pupunha)
034 ND FP fruto Bactris gasipaes (pupunha)
035 ND FP fruto Bactris gasipaes (pupunha)
037 ND FP fruto Bactris gasipaes (pupunha)
040 ND EF raiz Piper aduncum (pimenta-de-macaco)
041 ND EF folha Piper aduncum (pimenta-de-macaco)
042 Aspergillus sp. EF semente  Astrocaryum aculeatum (tucuma)
044 ND EF caule Piper aduncum (pimenta-de-macaco)
045 ND EF raiz Piper aduncum (pimenta-de-macaco)
046 ND EF folha Piper aduncum (pimenta-de-macaco)
047 Guignardia sp. EF folha Bertholletia excelsa (castanha-do-brasil)
049 ND EF ND Piper aduncum (pimenta-de-macaco)
050 ND EF caule Bertholletia excelsa (castanha-do-brasil)
051 ND EF semente  Bertholletia excelsa (castanha-do-brasil)
052 ND EF caule Piper aduncum (pimenta-de-macaco)
053 ND EF polpa Astrocaryum aculeatum (tucuma)
055 ND EF caule Piper aduncum (pimenta-de-macaco)
057 ND EF raiz Piper aduncum (pimenta-de-macaco)
059 ND EF raiz Piper aduncum (pimenta-de-macaco)
060 ND EF raiz Piper aduncum (pimenta-de-macaco)
062 ND EF caule Piper aduncum (pimenta-de-macaco)
063 ND EF semente  Astrocaryum aculeatum (tucuma)

Continua...
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Continuacao.

nglgo Espécie Tipo Oel%?&tio Planta de origem (nome popular)
064 ND EF raiz Piper aduncum (pimenta-de-macaco)
067 ND EF raiz Piper aduncum (pimenta-de-macaco)
068 ND EF folha Piper aduncum (pimenta-de-macaco)
071 ND EF semente  Theobroma cacao (cacau)
105 ND DM madeira ND
115 ND DM madeira  ND

Embora existam muitos métodos para deteccdo de lipases baseados na
atividade de hidrolise (BEISSON et al, 2000), enzimas avaliadas por ensaios
hidroliticos ndo sdo necessariamente adequadas para reagfes de sintese em meio
organico (TENG e XU, 2007). Como resultado, recentemente varios métodos
baseados na atividade de esterificagdo e transesterificacdo em meios n&o-aquosos
tém sido propostos. A triagem da atividade sintética em meio organico permite a
selecdo de enzimas com caracteristicas especificas para a reacdo de interesse
(TORRES et al.,, 2004). Os resultados da triagem da atividade sintética sao
apresentados na Tabela 6. Foram incluidos apenas os resultados das cepas que

apresentaram conversao acima de 10% em pelo menos uma das trés reacoes.

Tabela 6 — Resultados da atividade sintética de lipase

Cddigo Oleatode Linoleato de Palmitato
UEA pentila%  dodecila% de etila %

001 85 43 79
006 el 68 0
007 el 98 87
012 ok 8 51
014 25 38 el
015 ok 50 4
016 0 16 29
017 16 1 13
021 kx 6 15
022 ok 1 57
023 4 34 il
027 21 19 67
028 37 50 52
041 45 78 18
047 4 2 12
049 ok 10 0
053 24 38 15

115 91 94 24
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Na sintese do oleato de pentila, 8 fungos apresentaram conversdes acima de
10% sendo que dois acima de 50%. As cepas UEA_115 e UEA 001 destacaram-se
nesta reacao, apresentando 91% e 85% de converséao, respectivamente. Na sintese
do linoleato de dodecila, 13 fungos apresentaram conversdes acima de 10% sendo
gue seis acima de 50%. Os isolados UEA 007, UEA 115 e UEA 041 foram os mais
eficientes nesta reacdo, apresentando 98%, 94% e 78% de converséo,
respectivamente. Na sintese do palmitato de etila, 13 fungos apresentaram
conversbes acima de 10%, e destes, 6 acima de 50%. Os fungos UEA 007 e
UEA_001 apresentaram os melhores resultados nesta reacdo, com 87% e 79% de
conversao, respectivamente. A partir destes resultados, percebe-se que alguns dos
isolados fungicos amazbnicos avaliados produziram lipases com pronunciada
atividade sintética, sendo capazes de atuar eficientemente sobre o0s substratos
utilizados.

Algumas cepas apresentaram boa atividade biocatalitica para mais de um tipo
de substrato. A cepa UEA _001, por exemplo, obteve 85% de conversao a oleato de
pentila e 79% de conversdo a palmitato de etila. Comportamento similar foi
observado para o fungo UEA 007 que apresentou 98% de converséo a linoleato de
dodecila e 87% de conversao a palmitato de etila. Estes dois isolados apresentaram
excelente desempenho tanto para a reacdo de esterificacdo como para a de
transesterificacdo, pois obtiveram percentagens de conversao comparaveis as da
enzima comercial Novozym 435 (100% de conversao). Estes resultados sugerem
duas possibilidades: os fungos UEA 001 e UEA_007 possuem lipases ligadas ao
micélio capazes de promover excelentes conversdes a produto, atuando sobre
substratos com estruturas quimicas diferentes; ou estas cepas produzem diferentes
lipases, especificas para cada um dos substratos.

Utilizando o isolado UEA_115 também foram observadas excelentes
porcentagens de conversao a produto nas duas reacgfes de esterificacdo avaliadas.
A cepa apresentou 91% de conversdo a oleato de pentila e 94% de conversao a
linoleato de dodecila. As pequenas diferencas estruturais dos substratos nao
limitaram a atuacdo das lipases ligadas ao micélio. Neste caso, nota-se uma
preferéncia das lipases produzidas por este fungo para as reacdes de esterificacao,

ja que para a reacéo de transesterificacdo do PpNF o valor de conversao foi de 24%.
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Sabe-se que as lipases podem converter uma grande variedade de substratos
nao-naturais, indicando que elas ndo sdo enzimas completamente “rigidas”, mas
apresentam pequenas mudancas conformacionais durante a formacao do complexo
enzima-substrato. Esta caracteristica confere as lipases grande versatilidade para a
catalise de diferentes reacdes. Além disso, 0 mecanismo “ajuste induzido”
desenvolvido por Koshland Jr. no final dos anos 60 (KOSHLAND Jr., 1968),
descreve que a enzima pode mudar sua conformacdo sob a influéncia da estrutura
do substrato, e segundo Faber “as mais tipicas enzimas de ‘ajuste induzido’ séo as
lipases” (FABER, 2004).

Por outro lado, reacdes realizadas em solvente organico, em geral, conferem
maior rigidez as enzimas, visto que em meio aquoso a quebra e a formacédo das
ligacbes de hidrogénio envolvidas durante a formacdo do complexo enzima-
substrato sdo assistidas pela agua, o que ndo ocorre em solventes hidrofébicos
(BROOS et al, 1995).

Outro fator que pode influenciar a seletividade dos biocatalisadores é a
imobilizagcdo (FABER, 2004). Nascimento et al. (2003) reportaram que o uso de
lipase imobilizada aumentou a enantiosseletividade e a percentagem de conversao
na resolucdo de a-metileno-B-hidroxi ésteres quando comparada a reacdo com a
enzima livre (NASCIMENTO et al., 2003). Nas enzimas aderidas ao micélio, a
estrutura formada pelo conjunto de hifas atua como uma matriz natural e produz um
efeito similar ao exercido pelos suportes utilizados na imobilizagdo de
biocatalisadores (ROMERO et al 2007), ou seja, as lipases ligadas ao micélio podem
estar com sua conformacdo tridimensional menos flexivel, e dessa forma, apenas
substratos mais especificos seréo transformados.

As lipases ligadas ao micélio das cepas UEA 027 e UEA 041 apresentaram
menor flexibilidade em relacdo aos diferentes substratos utilizados nas reacdes de
sintese, pois diferentemente das cepas UEA_001, UEA 007 e UEA_115, apenas um
dos substratos obteve percentuais elevados (acima de 60%) de biotransformacao.
Com o isolado UEA_027 obteve-se 67% de conversao a palmitato de etila e com o
isolado UEA 041 obteve-se 78% de conversao a linoleato de dodecila. Estes dois
fungos nao tiveram um bom desempenho nas demais reacdes biocataliticas

(conversoOes abaixo de 45%) nas condigbes experimentais empregadas.
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Quatro outras cepas obtiveram percentuais de conversao significativos (entre
50 e 60 %) em pelo menos uma das reacdes. Para a transesterificacdo entre PpNF e
etanol, as cepas UEA 012 e UEA 022 obtiveram 51% e 57% de conversao,
respectivamente. A sintese de linoleato de dodecila mediada pelo isolado UEA_015
alcancou 50% de conversdo. A cepa UEA_028 obteve percentuais préximos nestas
duas reacdes (52% e 50%, respectivamente). Os resultados sugerem que as lipases
ligadas ao micélio destas cepas, ap0s otimizacdo das condi¢des reacionais, podem

melhorar seu desempenho nestas reagoes.

4.1.1 Comparacao dos resultados obtidos por CLAE e por RMN-H* para sintese

do linoleato de dodecila

A fim de avaliar o desempenho de reacOes biocataliticas, torna-se
fundamental o desenvolvimento de métodos analiticos eficazes e precisos. Sendo o
meio reacional constituido por uma mistura de compostos, especialmente quando
células integras de microrganismos sao utilizadas como biocatalisadores, faz-se
necessaria a separacdo destas moléculas e posterior quantificacdo. Técnicas
cromatograficas acopladas a detectores UV-Vis, por exemplo, vém ao encontro da
resolucdo deste problema (TENG e XU, 2007). A determinacdo da conversédo de
reacbes de esterificacdo por RMN-H! vem também sendo reportada em estudos
biocataliticos, pois se trata de uma técnica extremamente Gtil na determinacdo de
compostos organicos (LISBOA 2006, SEBRAO 2007, ZANOTTO et al., 2009).

Visando confirmar os resultados obtidos por CLAE e contribuir para a
validacdo da metodologia empregada neste trabalho na triagem de fungos
amazonicos para aplicagdo em biocatalise, a percentagem de conversdo a ésteres
na reacdo de esterificacdo do acido linoléico com dodecanol em n-hexano foi
também determinada por RMN-H!. Os resultados obtidos pelos dois métodos
analiticos para cada uma das 30 cepas utilizada na reacdo de sintese do linoleato de

dodecila estdo apresentados na Tabela 7 (pag. 53).
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Tabela 7 — Sintese do linoleato de dodecila — resultados obtidos por RMN-H?! e por

CLAE

Cddigo Linoleato de dodecila %
UEA RMN-H!? CLAE
001 48 43
002 20 6
005 7 1
006 78 68
007 74 98
010 2 0
011 11 1
012 15 8
013 12 1
014 35 38
015 54 50
016 30 16
018 12 0
019 2 0
023 37 34
025 24 14
026 6 6
027 30 19
035 3 0
044 7 0
049 4 10
050 3 1
057 7 0
059 6 1
060 6 0
063 4 0
064 10 1
068 8 1
071 4 1
115 94 94

Observa-se nesta tabela que os valores obtidos pelas duas técnicas séo, via

de regra, préoximos. Os valores obtidos por RMN-H! sdo em geral um pouco maiores,

pois nessa técnica quantificam-se todos os ésteres formados, enquanto que por

CLAE, apenas o linoleato de dodecila é considerado.

Teng e Xu (2007) realizaram uma andlise de tendéncia a fim de estabelecer a

correlacdo entre os métodos de colorimetria (UV-Vis) e de titulacdo na determinacéo

da atividade sintética de lipases ligadas a célula de 30 linhagens mutantes de

Rizhopus chinensis, obtendo 0,8287 como valor de R®. A Figura 16 mostra uma



analise de tendéncia semelhante feita com os resultados obtidos pelas duas técnicas
(CLAE/UV e RMN) utilizadas na determinacdo da atividade sintética das lipases
ligadas a célula de 30 cepas de fungos amazdnicos.

% de Converséo por HPLC

100

-10 4

% de Conversdo porRMN-H!

Figura 16 - Correlacdo entre as porcentagens de conversao a éster na
sintese do linoleato de dodecila determinadas via CLAE/UV e via RMN-HZ.

O valor de R2 (0,9377) indica a correlagdo existente entre as duas variaveis,
0 que pode ser considerado um bom indicativo da confiabilidade dos resultados

obtidos e da validez da metodologia empregada na quantificacédo via CLAE/UV.
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4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ENANTIOSSELETIVA

4.2.1 Resolucao do (R,S)-2-octanol

Logo no inicio dos experimentos da triagem de atividade sintética, quatro
cepas (UEA 001, UEA 007, UEA 027 e UEA 115) que apresentaram altos
percentuais de conversdo a éster foram as primeiras a serem avaliadas quanto a
atividade enantiosseletiva através do ensaio de resolucdo do (R,S) 2-octanol via
transesterificacdo com acetato de vinila. Aliquotas foram coletadas em trés tempos
de reacdo (24h, 48h e 72h). Neste ensaio, duas cepas (UEA 001 e UEA 115)
alcangaram c 2 5. Os valores de ees, ee, ¢ e E obtidos nas reagdes mediadas por
estas cepas sdo mostrados na Tabela 8. A enzima comercial Novozym 435 foi

usada como padrao de referéncia.

Tabela 8 — Parametros de avaliacdo da atividade enantiosseletiva (ees%, ee,%, c%
e E) obtidos com duas cepas fungicas que alcancaram c% = 5, tendo a enzima
comercial 435 como padréo de referéncia, em trés diferentes tempos de reacao (24,
48 e 72 h), utilizando 50 mg de micélio/enzima em hexano (28 °C, 180 rpm)

biocatalisador tempo (h) ee%® ee,%° c%°  EC

435 24 99 91 52 104
UEA_115 24 4 63 5 4
435 48 99 89 52 87
435 72 76 69 52 12
UEA_001 72 5 87 5 15
UEA_115 72 19 86 17 15

& calculado com base na equacéo 1, a partir de concentrages determinadas por CGMS; ® calculado

Os valores dos parametros de avaliacdo da atividade enantiosseletiva
apresentados na Tabela 8 mostram que mesmo as cepas fangicas com melhor
desempenho exibiram uma capacidade de resolucao significativamente inferior a da
enzima comercial 435. Entretanto, observou-se que houve aumento destes valores

com o decorrer do tempo. Em razéo disso, o ensaio de atividade enantiosseletiva foi
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repetido nas mesmas condi¢cdes, sendo as aliquotas coletadas apds 120h de
reacao.

Neste segundo ensaio, além das quatro cepas anteriormente avaliadas, foram
incluidas mais cinco que, no decorrer da triagem da atividade sintética,
apresentaram também altos percentuais de converséo, as quais foram: UEA 006,
UEA 014, UEA 023, UEA 041 e UEA_053. Os resultados deste terceiro

experimento de atividade enantiosseletiva sdo mostrados na Tabela 9.

Tabela 9 - Parametros de avaliagdo da atividade enantiosseletiva (ees%, ee,%, c% e
E) obtidos com cepas fungicas apés 120 h de reacao, tendo a enzima comercial 435
como padréo de referéncia, utilizando 50 mg de micélio/enzima em hexano (28 °C,
180 rpm)

biocatalisador  ees%®  ee,%” c%°  E°

435 99 44 69 11
UEA_001 0 0 0 0

UEA_006 6 99 5 >200
UEA_007 9 99 8 >200
UEA_014 6 99 5 >200
UEA_023 3 99 2 >200
UEA_027 8 99 7 >200
UEA_041 9 99 8 >200
UEA_053 22 99 18  >200
UEA 115 29 99 22  >200

# calculado com base na equagdo 1, a partir de concentragfes determinadas por CGMS; ® calculado

A Tabela 9 mostra um expressiva melhora nos parametros de avaliacdo da
enantiosseletividade para as reacdes mediadas por cepas apés 120h, quando
comparadas com os valores do experimento anterior. Os isolados UEA 115 e 053
foram 0s que se mostraram mais promissores, pois obtiveram 0s maiores
percentuais de conversado (22% e 18%, respectivamente), além de terem alcancado
excelentes valores de ee, (99%) e de E ( >200). Segundo Faber (2004), os valores
de E menores do que 15 sdo inaceitaveis para propositos praticos. Valores de E
entre 15 e 30 s&o considerados de moderados a bons, e acima destes valores séo

excelentes, sendo o valor 200 o limite de acuracia da técnica, visto que, a partir
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deste valor, mesmo uma variagdo extremamente pequena do ees ou do ee, causa
uma mudanca significativa no valor numérico de E.

Assim, estes resultados indicam o potencial das cepas UEA 115 e UEA 053
na obtencdo de alcoois opticamente ativos. Consequentemente, a otimizacdo das
condicbes reacionais serd de fundamental importancia para o aumento das

conversdes a produto.
4.2.2 Resolucéo do (R,S)-ibuprofeno

As cepas UEA 015, UEA 053, e UEA_006 foram avaliadas quanto a
capacidade de resolucédo do (R,S)-ibuprofeno. Os resultados sédo apresentados na

Tabela 10.

Tabela 10. Enantiosseletividade das reacdes de resolugdo do ibuprofeno mediada
por fungos amazonicos ao longo do tempo de reagéo.

Biocatalisador ee (%)°

48h 96h 120h 168h
UEA 006 8,5 8,5 7,7 6,8
UEA 053 8,1 8,4 8,3 6,1
UEA_115 9 9,5 7,7 51
controle 7 8,3 5,7 7,5
Novozym 435 36 48 43 8

& Valores obtidos por comparagdo entre as areas dos picos referentes ao (R) e ao (S)-ibuprofeno

Os resultados demonstram que, com a metodologia empregada neste
trabalho, os isolados flngicos avaliados ndo foram eficientes na resolucéo do (R,S)-
ibuprofeno. Os excessos enantioméricos foram baixos, indicando a necessidade da
otimizag&o das condigdes reacionais. E possivel também que tempo de reacéo (até
168 h) ndo tenha sido suficiente, pois Carvalho et al (2005), ao avaliar a capacidade
enantiosselitiva de trés lipases microbianas via esterificacdo do ibuprofeno,
verificaram que esterificagdo mediada pelas lipases de Aspergillus niger e de

Geotrichum candidum iniciou somente apos 250 h.
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4.3 ESTUDO DA ATIVIDADE HIDROLITICA — AVALIACAO DO ENSAIO EM
PLACA UTILIZANDO OLEO DE OLIVA COMO SUBSTRATO

4.3.1 Selecgao dos fungos utilizados

Foram selecionados dois grupos de dez cepas. O grupo | foi formado por
cepas que haviam obtidos percentuais de conversdo expressivos nas reagdes de
sintese de linoleato de dodecila, as quais foram UEA 007, UEA_ 115, UEA_041,
UEA_006, UEA 028, UEA_001, UEA_014, UEA 053, UEA 023 e UEA_027. O
grupo Il foi formado por oito cepas que tiveram percentual de converséo igual ou
proximo a zero para esta reacdo, a saber, as cepas UEA_064, UEA_059, UEA_ 017,
UEA_005, UEA 060, UEA 057, UEA 055 e UEA 046. Todas as cepas
selecionadas jA haviam sido previamente avaliadas, em trabalhos anteriores, no

ensaio com o substrato tributirina, obtendo resultado positivo.

4.3.2 PrevisdOes do ensaio

Os expressivos percentuais de conversao alcancados na triagem de atividade
sintética pelas cepas do grupo | foram considerados evidéncia segura da presenca
de lipases ligadas ao micélio nestes isolados. Por sua vez, a auséncia de atividade
de sintese em meio orgéanico das cepas do grupo Il foi tomada como uma indicagéo
de que estes isolados talvez ndo apresentassem lipases ligadas ao micélio em
guantidade significativa. O resultado positivo que as cepas do grupo Il obtiveram no
ensaio com tributirina poderia ser explicado como tendo sido devido a acdo de
esterases em vez de lipases, visto que este substrato pode ser degradado por

ambas as classes de enzimas.

Partindo dessas premissas, esperava-se confirmar no decorrer deste ensaio

as seguintes previsoes:
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A - Haveria pelo menos algumas cepas que nao apresentariam halo indicativo
de atividade hidrolitica, visto que o 6leo de oliva é um substrato mais especifico para
lipases do que a tributirina.

B — Todas as cepas do grupo I, que seguramente possuem lipases ligadas ao

micélio, apresentariam halo.

C - Todas ou a maioria das cepas do grupo Il ndo apresentariam halo, pois
sua baixa atividade de sintese em meio organico poderia indicar auséncia de lipases
ligadas ao micélio. A eventual presenca de halo em alguma das placas inoculadas
com cepas do grupo |l poderia indicar que aquela cepa especifica produz lipases
com boa atividade de hidrélise mas com baixa ou nula atividade de sintese em meio

organico.

4.3.3 Teste das formulacdes

Conforme descrito no item 3.4.1 deste trabalho, foram testadas sete
formulacdes diferentes para preparacdo do meio de cultura no qual seriam
inoculados os fungos. A primeira formulacdo foi a proposta por Colen (2006).
Utilizando-se a formulacéo e a metodologia descrita por este autor ndo se conseguiu
obter um meio com adequadas homogeneidade e consisténcia para a inoculacéo
dos fungos. Ao contrario, 0 meio obtido resultou ser heterogéneo e de consisténcia

pastosa, com solidificagéo inadequada, n&o se prestando ao uso.

Foram entdo testadas seis variacbes da formulacdo de Colen. Duas delas
(Teste 2 e Teste 6) alcangcaram homogeneidade e consisténcia adequadas para a
inoculacado e foram efetivamente utilizadas no ensaio com as 18 cepas. Dentre estas
duas formulagdes, somente nas placas contendo a formulagéo Teste 2 foi observada

a formacé&o de halo indicador de atividade lipolitica_ (Figura 17, pg 60).
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Figura 17 - Visualizagdo da formacao de halo translicido em volta do crescimento

fungico no isolado UEA_007 (Aspergillus niger), indicando atividade hidrolitica.

Os resultados obtidos com o uso da formulagéo Teste 2 sdo apresentados na

Tabela 11.

Tabela 11 - Resultados do ensaio em placa utilizando 6leo de oliva, por grupo.

% de presenca de
grupo cepa conversao halo apés 96 h
UEA_007 98 Positivo
UEA_115 94 Positivo
UEA 041 78 Negativo
UEA_006 68 Negativo
| UEA_028 50 Positivo
UEA_001 43 Positivo
UEA_014 38 Positivo
UEA_053 38 Negativo
UEA 023 34 Positivo
UEA 027 12 Positivo
UEA 064 1 Negativo
UEA_ 059 1 Positivo
UEA_017 1 Positivo
1] UEA 005 1 Positivo
UEA_060 0 Positivo
UEA_057 0 Positivo
UEA_055 0 Negativo
UEA 046 0 Positivo
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Conforme observamos dos resultados da Tabela 11, apenas uma das trés
previsdes feitas a respeito deste ensaio se confirmou. Em harmonia com a Previsao
A, cinco cepas nao apresentaram halo nas placas em que foram inoculadas.
Levando-se em conta que todas as cepas testadas neste ensaio haviam
apresentado halo indicador de hidrélise frente ao substrato tributirina, observa-se
gue o ensaio com 6leo de oliva mostrou-se mais seletivo. A Previsdo B era de que
todas as placas inoculadas com cepas do grupo | apresentassem halo indicativo de
atividade hidrolitica ap6s 96 h de inoculacdo, entretanto, as placas inoculadas com
as cepas UEA_041, UEA 006 e UEA 053 no exibiram o halo. E possivel que o
tempo de observacdo tenha sido curto para estes isolados, cujo metabolismo é
provavelmente mais lento do que o dos demais deste grupo. Quanto ao grupo Il, o
resultado foi exatamente o oposto da Previsdo B: a maioria das placas inoculadas
com cepas deste grupo, as quais tiveram percentuais de conversdo nulos nas
reacOes de sintese, apresentaram atividade de hidrolise frente ao substrato éleo de
oliva. Das oito cepas, somente os isolados UEA 064 e UEA_055 nao apresentaram
halo nas placas em que foram inoculados. Isto pode ser explicado pelo fato de que,
como € amplamente mencionado na literatura, ndo ha correlagédo entre a atividade
de sintese em meio orgénico e a atividade hidrolitica das lipases (TENG e XU, 2007;
TORRES et al, 2003; CARDENAS et al, 2001). Assim sendo, as cepas que
mediaram reagfes com percentuais nulos de conversdo na sintese do linoleato e
gue, ainda assim, exibiram halo de atividade de hidrolise no ensaio com 6leo de
oliva, sédo possivelmente detentoras de lipases com maior capacidade de atuacéo
para hidrolisar triacilglicerois de cadeia longa em meio aquoso do que para sintetizar

ésteres em meio organico.

Estes resultados sugerem que o ensaio hidrolitico com o substrato 6leo de
oliva, como método alternativo ao ensaio com tributirina na triagem preliminar de
lipases, apresenta dois inconvenientes: 1) maior dificuldade em se obter um meio
homogéneo e de consisténcia adequada, provavelmente em razdo da dificil
emulsificacdo do Oleo de oliva; 2) a possibilidade de ocorréncia de falsos negativos
guanto se testam isolados com metabolismo mais lento. Este segundo inconveniente
€ especialmente preocupante, pois poderia levar a eliminacdo, no decorrer da
triagem, de isolados produtores de lipases com expressiva atividade sintética em
meio organico, como teria sido o caso das cepas UEA 041, UEA_006 e UEA _053.
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5.0 CONCLUSOES

1 - Isolados fungicos de plantas da regido amazbnica avaliados neste trabalho
apresentaram grande potencial como fornecedores de lipases para aplicagdo em

biocatélise, pois:

e Comparando a atuagao destes isolados na triagem de atividade sintética com a
atuacdo enzima comercial Novozym 435, que foi utilizada como padrdo de
referéncia (100 % de conversao), percebe-se que as lipases ligadas ao micélio
nao purificadas apresentam excelente potencial biocatalitico. Na sintese de
linoleato de dodecila, as cepas UEA_007 e UEA_115 chegaram muito perto do
percentual de converséo do padrédo de referéncia (98% e 94%, respectivamente).
A UEA_115 obteve ainda um excelente percentual de conversao na sintese do
oleato de pentila (91%), assim como a UEA_001 (85%), nesta mesma reagéo. O
isolado UEA_007, por sua vez, obteve 87% de conversdo na reacdo de

transesterificacdo entre palmitato de p-nitrofenila e etanol.

e Quanto a atividade enantiosseletiva, os isolados UEA_115 e UEA_ 053 também
apresentaram potencial para a resolucéo do alcool racémico 2-octanol, obtendo
0S maiores percentuais de conversdo entre as cepas testadas (22% e 18%,
respectivamente), além de terem estas duas cepas alcancado excelentes valores

de excesso enantiomérico do produto (99%) e de razédo enantiomérica (>200).

2 - Os ensaios utilizados na triagem da atividade sintética permitiram identificar
cepas produtoras de lipases com alta capacidade para mediar tanto reacdes de
esterificacdo como reacOes de transesterificagdo, como as cepas UEA_001 e
UEA_007. Com a realizacdo destes ensaios foi possivel identificar também cepas
gue possuem lipases com atuagdo mais especifica para um destes tipos de reacgao.
O isolado UEA_115, por exemplo, obteve altos percentuais de conversao para as
esterificacdes dos acidos oléico e linoléico (91% e 94%, respectivamente) e baixos
percentuais para a transesterificacdo do palmitato de p-nitrofenila (24%). O isolado

UEA 27, por sua vez, teve bom desempenho na transesterificacdo (67%) e
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perfomance inferior nas sinteses dos ésteres oleato de pentila e linoleato de
dodecila (21% e 19%).

3 - A comparagéao dos valores obtidos por CLAE e por RMN para o ensaio de
sintese do linoleato de dodecila revelou uma alta correlacdo entre estes valores (r2
=0,9377), o que pode ser considerado um bom indicativo da confiabilidade dos
resultados obtidos e da validez da metodologia empregada para quantificacdo da
conversdo via CLAE.

4 — Com a metodologia empregada neste trabalho, os isolados fungicos
amazonicos UEA_115 e UEA_053 néo apresentaram capacidade de resolucéo para

o (R,S)-ibuprofeno.

5- O ensaio de atividade hidrolitica utilizando 6leo de oliva como substrato,
apesar de mais seletivo do que o ensaio usando tributirina, apresentou dois sérios
inconvenientes: a) maior dificuldade em se obter um meio homogéneo e de
consisténcia adequada, provavelmente em razdo da maior dificuldade para
emulsificar o 6leo de oliva; b) a possibilidade de ocorréncia de falsos negativos
guanto se testam isolados com metabolismo mais lento. Assim sendo, nas
condicdes em que foi empregado neste trabalho, ndo se recomenda o uso deste

ensaio para a triagem preliminar de fungos produtores de lipase.
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6.0 SUGESTOES E PERSPECTIVAS

Prosseguir com a identificacdo taxondmica e molecular dos isolados fungios
UEA_001, UEA_006, UEA 007, UEA 014, UEA_023, UEA 027, UEA 041,
UEA 053 e UEA_115, os quais obtiveram melhor desempenho nas reacdes de

sintese e de enantiosseletividade.

Testar os isolados acima citados como biocatalisadores frente a outros
substratos passiveis de esterificacdo e/ou transesterficacdo enantiosseletiva, a fim

de ampliar a possivel gama de aplica¢des destes isolados.

Modificar as condi¢bes da reacdo do ibuprofeno (solvente, tempo de reacéao,
massa micelial) visando melhorar os percentuais de converséo e assim poder avaliar

melhor a capacidade de resolucéo das lipases ligadas ao micélio para este farmaco.

Avaliar novas metodologias de cultivo e obtencdo de massa micelial, visando
aumentar a quantidade de biomassa disponivel, possibilitando assim testar a
influéncia de fatores tais como o tempo decorrido desde o cultivo e as condi¢des de

armazenagem no desempenho das lipases ligadas ao micélio.
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