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BIOCATALYSIS: RECENT ADVANCES. The work here presented was based Brindernational
Symposium on Biocatalysis and Biotransformations “BIOTRANS ‘99" held in Giardini - Naxos, Italy, from
september 26 to October 1, 1999. Some of the lectures presented during the congress will be comented
which exemplifies the technological inovations and the actual tendencies in the area of biocatalysis.
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A &rea multidisciplinar de biocatalise encontra-se atualmente Um exemplo ilustrativo do método € a hidrdlise de 2-
em amplo desenvolvimento. Pesquisas realizadas em varios rdecanoato de-nitrofenila (1) mediada por lipase da bactéria
mos da quimica e da biologia tem como principal objetivo oPseudomonas aerugino®A01, que na sua forma nativa apre-
desenvolvimento de novos catalisadores para uso industrial. senta enantioseletividade de apenas 2% ee em favor do &cido

Novas técnicas de biologia molecular, metodologias de selecédde configuracdd-(2) (Esquema 1¥.
de biocatalisadores e novas abordagens de pesquisa, foram desenAtravés da técnica PCRdlimerase chain reactignum gene
volvidas afim de se obter catalisadores com suas especificidades bactéria foi submetido a mutacdes aleatérias. Os genes mutantes
alteradas bem como a exploragdo da biodiversidade. Os catalisadoram ligados a um vetor de expressdo, amplificado em
res biol6gicos nativos atualmente disponiveis, em sua maioria apré&scherichia colie transformado efRseudomonas aeruginosas
sentam limitacBes quanto a utilizacdo em processos industriaisjones da bactéria foram entdo cultivados, cada um produzindo
sendo este o maior desafio do camps limitagdes encontradas teoricamente uma lipase mutante. Cerca de 1000 mutantes isola-
na aplicacdo sintética de enzimas em sua forma nativa, estdo serdtss desta maneira, foram entéo selecionados em fungdo da enan-
contornadas atualmente através da alteragcao da estereoespecificiiasseletividade, com reagdes testes em microplacas de 96 orifici-
de, termoestabilidade e atividade envolvendo técnicas de biologies. Foi utilizado sobrenadante das culturas de lipases em tampéo
molecular de mutagdes sitio dirigidas ou aleatbtias — Tris, pH 7,5 - contendo os substrae S enantiomericamente

As mutacgdes sitio dirigidas podem ser aplicadas para melhguros do compost@l), dissolvidos em DMSO. A hidrélise de
rar a atividade enzimética e a seletividade de um biocatalisadocada enantibmer®-(1) e S(1) pode ser monitorada por espec-
mas ndo de um modo geral, uma vez que este processo requerscopia de UV (410 nm) e ou termografia de IV, e os ee ava-
0 conhecimento detalhado da estrutura tridimensional da enziméiados por ESI/MS. Em cada geragdo foi escolhido o clone com
do mecanismo catalitico e também um certo grau intuitivo conmaior enantiosseletividade para um novo ciclo de mutagénese. A
respeito a escolha do aminoacido a ser substituido enantiosseletividade da enzima pode assim ser aumentada acima

Neste contexto, uma nova abordagem para o desenvolvide 81% ee apds quatro geracdes
mento de catalisadores enantiosseletivos foi desenvolvida por Uma vez que as modificacdes das propriedades enzimaticas
Reetz e cof. Este método denominado evolugiovitro (in através de técnicas de biologia molecular se restringem a fazer
vitro evolution) aumenta a enantiosseletividade passo a passubstituicdes de aminoacidos naturais em proteinas, um método
de um dado catalisador ndo seletivo. O principio estd baseadwvo que combina mutagdes sitio dirigidas com modificagdes
na combinacdo de métodos biolégicos apropriados de mutaguimicas da enzima esta sendo utilizado para a alteragdo das
¢Bes aleatérias e expressdo génica, com uma metodologia efiropriedades enziméticas objetivando sua aplicacéo sifitética
ciente de selecd®¢reening para a identificacdo de mutantes Utilizando esta nova técnica Jones eS@mpregaram uma
seletivos. Esta nova abordagem néo requer o conhecimento @atratégia na qual cisteina, um aminoacido natural, foi introdu-
estrutura enzimatica ou do mecanismo de biocatélise. A grareido em uma enzima alvo, subtilisBacilus lentus(SBL) (3),
de vantagem do método desenvolvido por Reetz e col.,, é por mutagdo sitio dirigida em posi¢Bes pré-selecionadas. A se-
utilizacdo das técnicas de termografia de infravemelho queuir esta enzima mutante foi quimicamente modificada com
detecta os mutantes mais eficientes e de espectrometria deagentes metanotiosulfonad@d, oferecendo assim possibili-
massas ESI/MS que leva a determina¢des rapidas e com altedes ilimitadas para se criar novos ambientes estruturais em
precisdo dos excessos enantioméricos {ee) qualquer localizagdo da molécula da enz{@a(Esquema 2).
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Esquema 2

Neste estudo a enzima SBL foi considerada ideal, uma veregenerando a base livre), utilizando-se enzimas cristalinas ou
que o tipo selvagem ndo contém cisteina em sua estruturdiofilizadas (Pseudomonas cepaci& protease subtilisin
Esta enzima bem caracterizada, de interesse industrial e sint€arlsberg). Em alguns casos, os quais foram demonstrados em
tico bem reconhecido, teve sua estrutura cristalina identificad@scala analitica ou em quantidades preparativas, a enzima estu-
por cristalografia de raios-X bem como ja foi clonada, expres-dada ndo exibiu enantiopreferéncia frente ao substrato na for-
sada e purificada, com comportamento cinético bem caracterima de base livre, porém exibiu uma profunda seletividade
zado. As modificacBes estruturais obtidas por este métodperante os seus sais
podem ser reversiveis por tratamento c@mercaptoetanol, Um exemplo ilustrativo do método é a transesterificagédo
independentemente do grupo R utilizado. As varias modifica-enzimética do éster metilico de fenilalani{®a com propanol
¢des da enzima assim obtidas levaram em alguns casos(d), para formar o éster propilico de fenilalanif@ em
melhorias na atividade e estabilidade térmica. Foi feito tam-acetonitrila (Esquema 3).
bém um estudo de estrutura atividade SAR afim de se prever Nesta reacao, o valor observado da enantiosseletividade E =
a melhoria da atividade estrutural da enzima estifdada 5.7 em favor do enantiomer®)(de (6) foi insuficiente para a

Haring e coll também mostraram que esta nova técnicaresolucéo eficiente do racemato. Entdo foi formado um sal
pode ser empregada com grande sucesso levando a enzimasagindo-se o grupo amino @&) com um grupo carboxila de
altamente seletivas e termoestaveis. um &cido organico comum tal como o acido benzdico. Este sal

Métodos de biotransformacdo que utilizam enzimas emfoi também submetido a transesterificagdo enzimatica nas mes-
solventes organicos sdo bem conhecidos atualmente e, bastam@s condigcBes da reacdo com a base livre. Observou-se que
Uteis em sintese orgénica. Assim, a sintese de ésteres, lactonasguanto a reatividade do enantidmero mais reat§joné
amidas, peptideos e peracidos tem sido realizada através @@ma do sal diminuiu em menos de 1/3, a reatividade do
procedimentos padrées. Por outro lado, o entendimento da irenatibmero menos reativdR), teve uma grande diminuicao,
fluéncia da natureza do solvente na enantiosseletividade desultando assim num aumento de quatro vezes no valor da
enzimas é ainda pouco conhecida, ndo havendo regras de apdinantiosseletividade E da reacdo de transesterificacdo estuda-
cacdo geral para um melhor entendimento dos fatores envolvida. Todos estes efeitos foram racionalizados através de mode-
dos na ligagdo enzima-substrato, no estado de transicdo elmgem molecular para se derivar estruturas do estado de tran-
solventes organic6s sicdo enzima-ligante dos enantiomeRosu S das bases livres

Neste sentido, estudos mecanisticos relevantes para um seus sais. As areas de superficie em sobreposi¢do dos
melhor entendimento da atividade enzimatica em solventesubstratos com as enzimas, as quais foram obtidas através dos
organicos, foram desenvolvidos por Alexander e®ctlma modelos, mostraram unexcelenteprevisdo da enantiosseleti-
nova abordagem com o objetivo de se aumentar a enantiosseidade enziméatica (E). Quanto maior a diferenga entre as areas
letividade de enzimas em solventes organicos esta sendo estde superficie de sobreposi¢cdo entre os substratos, maiores os
dada, assumindo-se que o substrato enantiomérico menaglores de E
reativo experimenta, no estado de transicdo maiores impedi- Em recente publicacdo Costa e Amdfimescreveram varios
mentos estéricos na ligagdo com a enzima, que o enantidbmefatores que afetam a especificidade, quimiosseletividade,
mais reativo. Tornando o substrato ainda mais volumoso atraegiosseletividade, seletividade proquiral e enantiosseletividade
vés da formacao de sais com um contra-ion, estes impedimende lipases e outras hidrolases, em solventes organicos. Nesse
tos estéricos seriam desproporcionalmente aumentados neabalho é discutido também a importadncia do emprego de mé-
enantibmero menos reativo e portanto, a enantiosseletividad®dos tedricos para um melhor entendimento da din&mica das
serd aumentada. interagBes destas enzimas, com a interface e com o substrato,

Esta estratégia foi implementada e confirmada utilizando-sesob a influéncia de um determinado solvente orgénico.
compostos quirais de diversas estruturas, os quais foram con- A utilidade da biocatdlise no desenvolvimento de novas dro-
vertidos aos seus sais correspondentes, reagindo-se com varigas e agrotoxicos € bem reconhecida e, uma variedade de enzimas
acidos ou bases de Bronsted-Lowry. Transesterificagdes oja sdo comumente utilizadas em processos industidis
hidrélises enzimaticas dos sais racémicos resultantes, foram Como exemplo podemos citar os processos de sintese dos
muito mais enantiosseletivas que as observadas com as badésmacos, (R, 25- efedrina(9) com atividade R-adrenérgico
livres. Este efeito foi observado em varios solventes organicomediado pela levedut®accharomyces cerevisidéa dos antibi-

(mas ndo em agua onde os sais aparentemente dissociam<écos ampicilina (10), amoxicilina (11), cefalexina (12) e
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cefadroxil (13), utilizando-se a enzima Penicilina acfiastam- (:[: A. niger OH
o

bém, o caso pioneiro de sintese enzimatica do agrotéxico fusilade tampéo fosfato pH 7,0 O/
; ; 8 R —

(14) envolvendo a enzima D-CPA desaloger@sgura 12, (30 9C: 140 rpm) o
(15) (16)

s OH
~—N | S. rubidaea

tampao fosfato pH 7,0

D-Efedrina o H 'COOH E—

© Ampicilina (X=H)  (10) (30 0C; 110 rpm)

Amoxicilina (X=OH) (11)
CF;
a7 (18)
Esquema 4
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(IZH—CH3 o Hj:( A hidrélise da oxirand15) pelo fungoAspergillus nigerCCT

!:_O(CHZ)CH X o= Nz 4846 levou a formagdo deR12R)-transdiol (16) em rendimen-

I * L o to maior que 98% e 70% &&.A bactériaSerratia rubidaeaCCT

o Cefalexina (X=H) (12) 5742 reduziu quantitativamente a cetdeg-butilciclohexanona
Fusilade Cefadroxil (X=0H)(13) (17), ao alcool termodinamicamente menos est&isitert-

(14) butilciclohxanol (18) com 96% de excesso diasterecisoméfico

Apesar do grande desenvolvimento de técnicas de biologia
molecular com o objetivo de se obter enzimas com suas espe-
cificidades alteradas, a exploracdo da biodiversidade com a

Companhias que adquiriram conhecimentos em sintesgelecdo de novos microorganismos e enziffifsé ainda o
assimétrica, atualmente apresentam grandes vantagens tecnofbétodo mais empregado para o desenvolvimento da biocatalise
gicas e industriais, comparadas com as que ndo se encontre&@m escala industrial. Também de uso mais imediato € a
capacitadas para a produgdo de compostos enantiomericamergi@nagem e expressdo de enzimas em microorganismos hospe-
puros. Também, a area de biocatalise emergiu como uma fegeiros de facil cultivo (nos casos em que as enzimas séo en-
ramenta poderosa para a chamada ‘quimica ecologicamen@®ntradas em pequenas quantidades nos organismos sensiveis),
correta green chemistly a qual levara cada vez mais a pro- que levam a obtencéo de biocatalisadores em quantidades com-
cessos industriais comprometidos com o controle ambientalpativeis para a utilizagdo em processos industriais
As tecnologias competitivas e complementares que estdo sen- Existe também uma area de pesquisa denominada biogeragao
do desenvolvidas possibilitardo a utilizacdo de biocatalisadode aromatizantes, na qual a biocatalise pode levar vantagens
res em processos industriais em Varios aspectos sobre a quimica organica sintética. Por

Geralmente, a biocatalise em processos industriais é desenvaixemplo, a bioconverséo seletiva de cetonas insatu(d8as
vida por caminhos tradicionais, que levam desde a identificagigue leva a formacédo de cetonas saturg@83 (Esquema 5),
de fontes de microorganismos, selecéo de biocatalisadores, des#@o oferece vantagens sobre processos quimicos existentes de
volvimento e otimizacdo de processos da escala laboratorial Bidrogenacéo catalitica. Entretanto, esta simples transformagéo
planta piloto. Uma pesquisa prévia que também faz uso de biblievando a intermediarios para a sintese de fragrancias e aroma-
otecas de compostos organicos, enzimas e microorganismos, tdinantes, € bastante significativa se feita enzimaticariente
sido empregada pela denominada quimica combinatéria quimio-
enzimética ¢hemoenzymatic combinatorial chemiktrigsta ba- o
seia-se na integracdo que incorpora também processos enzimaticos I Microrganismo

Figura 1

o]
interfaciais, transformag¢des microbianas e reagdes quimicas, desta N R+ Meio MPGB '
forma interconectando a catalise quimica com a biocdf4fise R (30m m R "
Procedimentos de avaliacdo e sele¢cdo de microorganismos de ' pm) R
plantas ou células animais representam o método tradicional de (19) (20)

descoberta de novas enzimas. Os microorganismos neste caso
sd@o de particular interesse devido o curto periodo de geracao, a
grande diversidade de processos metabdlicos e enzimas envolvi-
das e, ndo ha um numero limitado de microorganismos na natu- De fato, uma legislacdo recente discrimina aromatizantes
reza que possam ser testados, os quais sdo bastante difererdaimicamente idénticos em produtos naturais e néo nattirais
entre si. Eles modificam e degradam uma variedade de molécux preferéncia dos consumidores por produtos naturais, tem
las organicas complexas e entdo, é de se esperar que pelo meestimulado estudos com a finalidade de se obter abundante-
um deles catalise uma dada reacéo de intétesse mente precursores extrativos naturais através de métodos
No Instituto de Quimica da UNICAMP grupos de pesquisaenzimaticos Estes métodos tem capacidade de produzir gran-
estdo atuando nesta area e, o trabalho desenvolvido visa avaliggés quantidades de substancias aromaticas, que ndo seriam
o potencial biocatalitico de microorganismos isolados de territdacessiveis por processos extrativos. Os produtos obtidos desta
rio nacional frente a substratos organicos de interesse sintéfierma sdo de fato considerados naturais pela legisiaéio
cc?*2?5 Os microorganismos estudados séo fornecidos pela Co-
lec8o de Culturas Tropical da Fundacédo Tropical de Pesquisas@ONCLUSAO
Tecnologia “André Tosello”, e tem demonstrado excelente po-
tencial em reages hidroliticas, de oxidacdo e reducéo. Com as novas tecnologias que estdo sendo desenvolvidas,
A seguir encontram-se esquematicamente representad@nzimas mais compativeis com solventes organicos e altas tem-
(Esquema 4), dois exemplos de biotransformacdes de substratpsraturas estdo se tornando cada vez mais disponiveis, o que
organicos utilizando-se cepas microbianas brasileiras. certamente levaré as industrias a utilizarem a biocatalise como

Esquema 5



Vol. 24, No. 5

Biocatalise: Avancos Recentes

uma alternativa técnica e economicamente viavel para a sinte-14
se assimeétrica.
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