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RESUMO

Estudos de imobilizacdo com o microrganismo Stemphylium lycopersici foram conduzidos
para a avaliacdo de sua capacidade na realizacdo de resolucdo cinética de aminas quirais.
Nesse contexto, obtivemos resultados promissores tanto nos estudos de imobilizagdo por
adsorcdo em poliuretano, quanto para a imobiliza¢do in situ no mesmo suporte. Foram
alcancados excesso enantiomérico de 99% e taxas de conversdo de 49% para rac-1,2,3,4-
tetrahidro-1-naftilamina.

Palavras-chave: Endofitico, aminas quirais, poliuretano, imobilizacéo.
INTRODUCAO

Estudos evidenciam a atividade enantiosseletiva em reacdes de w-transaminacdo de
microrganismos de ambientes diversos para a producdo de blocos de aminas
enantiomericamente puras (Clay, 2010). O presente trabalho apresenta como principal
objetivo a descoberta de novos biocatalisadores a partir do aparato quimio-enzimatico
presente na microbiota da Restinga de Jurubatiba. Para tanto, foi realizada a avalicdo da
capacidade de resolucdo cinética de aminas quirais de importancia farmacéutica com células
fungicas de Stemphylium lycopersici, a saber: liofilizadas, imobilizadas e também com o
extrato bruto enzimatico obtido apds ensaios de precipitacdo do seu cultivo. Destaca-se que o
microrganismo foi isolado, como endofitico, da espécie vegetal Humiria balsamifera Aubl.
coletada no Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba, Rio de Janeiro, Brasil (Queiroz,
2015). Entre os suportes adequados para a imobilizacdo de biocatalisadores, os poliuretanos
(PU’s) vém se destacando como uma matriz promissora para imobilizar ndo somente enzimas,
mas também biomassa microbiana (células integras) (Cadena, 2010). Além disso, 0 processo
de imobilizagdo apresenta a vantagem de dar mais estabilidade ao biocatalisador, facilitando
sua separacdo do meio reacional, acarretando economias operacionais (Carvalho, 2006). No
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presente trabalho foram abordados dois métodos de imobilizagdo: adsor¢do ao suporte (PU-
ADS) e incorporacdo ao suporte (PU)

MATERIAL E METODOS

Obtencéo do liofilizado, extrato bruto enzimético e solucdo de esporos: Para a obtencdo da
solucéo de esporos o microrganismo foi cultivado em erlenmeyers de 250 mL contendo 50
mL de meio BDA (batata dextrose &gar). O microrganismo foi crescido por 7 dias, a
temperatura de 30 °C. As culturas foram raspadas com pérolas de vidro e os esporos foram
contados em camara de Neubauer (Kasvi). Foi possivel obter uma solucdo de 2,25 x 10°
esporos/mL. 3 ml de solucdo de esporos foram adicionados em erlenmeyers de 150 mL
contendo 6 mL de meio pré-fermentativo (10 g de extrato de malte (Himedia), 10 g de
dextrose (Himedia), 5 g de Triptona (Kasvi) e 3 g de extrato de levedura (Himedia) para 1 L
de &gua destilada. O pH foi ajustado para 6,2 com acido cloridrico. A pré-cultura foi incubada
sob agitacdo de 120 rpm, 30 °C, por 5 dias. As massas miceliais obtidas foram totalmente
inoculadas com 10 mL de meio fermentativo Czapek modificado, o qual continha 25 g de
sacarose (Vetec), 2 g de nitrato de sodio (NaNO3) (Vetec), 1 g fosfato de potassio (KH2POy,)
(Vetec), 0,5 g sulfato de magnésio hepta-hidratado (MgSO,4.7H,0) (Vetec), 0,5 g cloreto de
potassio (KCI) (Vetec), 0,01 g de sulfato de ferro hepta-hidratado (FeSO,4.7H,0) (Vetec) e
agua destilada suficiente para completar 1 L. O pH foi ajustado para 5,5 com acido cloridrico
(HCI) (Hilario et al, 1998). Apos 48 horas de cultivo, as massas miceliais foram lavadas em
tampao fosfato e liofilizadas. J& alguns cultivos foram deixados durante 7 dias para
precipitacdo com sulfato de aménio e a ressuspencéo foi feita em tampéo fosfato (pH=7).
Imobilizacdo: O procedimento de imobilizacdo de células de Stemphylium lycopersici in situ
em suporte rigido de poliuretano (PU) foi realizada de acordo com Nyari e colaboradores
(2015), adicionando 20 % de solucdo de esporos e extrato bruto enzimatico 10% e 20% ( teor
de proteinas de 2,17 pg.ml™) e 20 % (v/v) em tampdo fosfato (pH 7,0) a0 mondmero poliol
poliéter (6 mL = 60 %). Apds homogeneizacdo, adicionou-se o isocinato (tolueno diisocianato
- TDI) (4 mL = 40 %) ao recipiente de polietileno (copo plastico), o qual foi agitado com
auxilio de um bastdo de vidro por cerca de 5 minutos, deixando a espuma expandir por 5
minutos. Apos a expansdo da espuma e completa solidificacdo do imobilizado, é deixado em
repouso por 24 horas e, a seguir, triturado e, assim, realizada a medida de atividade
enzimatica. A espuma sem enzima foi feita utilizando apenas a mistura dos monémeros nas
mesmas propor¢oes. O método consiste em imobilizacdo por aprisionamento (confinamento)
do esporo em uma estrutura porosa (estrutura tridimensional) semipermeavel, com porosidade
adequada para reter o biocatalisador. Podendo ocorre ligacGes covalentes, pelo seu aumento
na termoestabilidade (forte interacdo com o suporte) e da estabilidade operacional (Correia et
al., 2011; Adlercreutz, 2013). Além disso, foi realizada a imobilizacdo por adsorcdo. Nesse
contexto, inicialmente 3 mL de solucdo de esporos foi cultivada juntamente com o meio pre-
fermentativo lavados em tampéo (pH 7,0) e liofilizados.

Para as reacGes foram adicionadas ao tampdo ou, ao meio fermentativo, os substratos na
concentracdo de 50 mM, a saber: rac-metilbenzilamina, rac-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftilamina,
rac-metil-3-fenilpropilamina, rac-etilbenzilamina, rac-ciclohexiltilamina, rac-fenilbutilamina
e rac-sec-butilamina. As mistura reacionais foram agitadas em incubadora refrigerada tipo
Shaker a 30 °C e 120 rpm por 120 h (Clay et al, 2010).
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RESULTADOS E DISCUSSOES

A anélise do percentual de conversdo a cetonas pré-quirais pode ser observada na
Tabela 1, a qual é referente a biotransformacdo de aminas quirais utilizando células de
Stemphylium lycopersici imobilizadas por adsorcéo, liofilizadas e, com extrato bruto
enzimatico, sendo as reacdes conduzidas em tampdo fosfato (pH=5), durante 48 horas, em
Shaker a 30°C com rotagédo de 120 rpm.

Tabela 1: Conversdes e resolucao cinética de aminas de interesse farmacéutico

Substratos Imobilizado Extrato bruto Células integras
adsorgéo enzimatico liofilizadas
c% ee% c% ee% c% ee %
rac- 45% 99% 38% 99% 35% 99%
metilbenzilamia
rac-1,2,3,4- 49% 99% 39% 91% 30% 75%
tetrahidro-1-
naftilamina
rac-1-metil-3- 46% 91% 28% 60% 25% 48%
fenilpropilamina
rac- 45% 95% 40% 89% 28% 60%
fenilbutilamina
rac- 43% 97% 40% 81% 26% 73%

etilbenzilamina

C%: Porcentagem de conversdo obtida por CG-MS — ee%: Excesso enantiomérico por CLAE-DAD coluna chiral cel O-D - Fase mével hexano/isopropanol (90:10), vazéo (0,8 mL/min

220 nm.As andlises foram realizadas ap6s 48 horas de reagdo tampéao fosfato pH:5,5 .

Observa-se que ao utilizar as células imobilizadas em poliuretano, obtiveram-se os
melhores resultados para todas as aminas estudadas. Segundo a literatura, as matrizes porosas
aumentam as areas superficiais e também minimizam a limitacdo por difusdo entre substrato e
biocatalisador, funcionando também como superficie de adeséo e desenvolvimento para fungo
(Carvalho, 2006). Dando continuidade ao estudo com suportes de poliuretano, fizemos um
estudo de imobilizados in situ, abordando a conversdo a cetona quiral correspondente. Nesse
contexto, obtivemos os seguintes resultados (Tabela 2).

Tabela 2: Conversdes de aminas de interesse farmacéutico.

Substratos Imobilizado Imobilizado Imobilizado
In situ In situ In situ
EBE Esporos liofilizadas
c% c% c%
rac-metilbenzilamia 48% 35% 48%
rac-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftilamina 49% 34% 43%
rac-1-metil-3-fenilpropilamina 40% 27% 47%

C%: Porcentagem de conversdo obtida por CG-MS. .As anélises foram realizadas ap6s 48 horas de reacdo tampéo fosfato
pH:5,5.
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Observou-se que os resultados in situ foram promissores principalmente no que se
refere ao extrato bruto enzimatico e ao liofilizado. Quanto aos esporos, por serem estruturas
germinativas, o tempo de cultivo pode ter sido insuficiente e assim o0 microrganismo pode nao
ter atingido um estagio metabdlico capaz de apresentar a mesma expressao enzimatica do
liofilizado, apresentando taxas de bioconversdo, também, inferiores ao extrato bruto
enzimatico, onde a enzima ja teria sido expressa.

CONCLUSOES

Os resultados mostraram-se promissores, evidenciando a importancia da microbiota da
restinga de Jurubatiba para o desenvolvimento de biocatalisadores que atendam as demandas
atuais da industria farmacéutica no que se refere a resolucao cinética de aminas quirais. Além
disso, o trabalho contribui para o estudo do poliuretano como um suporte de baixo custo e
bastante interessante do ponto de vista de estabilidade quimica na imobilizacdo de fungos
filamentosos promissores para a realizacdo de reacdes de interesse farmacéutico.
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