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BIOLOGICAL TRANSFORMATIONS: CONTRIBUTIONS AND PERSPECTIVES. In a moment that amazingly advances are being
reached on the development of technologies to obtain high value chemical compounds as polymers, fine chemicals, pharmaceutical

industry intermediates and chemical entities, we cannot refuse that a meaningful progress is due to the maturing in knowledge of

biological transformations. Biocatalysis and biotransformations are being widespread applied to generate processes and products
with incredible success. In this review article we present the main contributions of biotechnology and biological catalytic processes to
Chemistry, the most important evolution steps on enzymatic transformations, how it has being applied and which are the perspectives
to academic and industrial environments. We also would like to stimulate the community to step out research in biotechnology

applicable to chemical and pharmaceutical industries, trying to achieve what we believe to be the ideal layout: integrating chemical

transformations, enzymatic conversions and fermentation processes.
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INTRODUCAO

“Enzimas sdo conjuntos de proteinas que catalisam a quimica da
vida”.! As transformagdes quimicas que ocorrem nos sistemas vivos
sdo promovidas por centenas de milhares de enzimas que atuam
catalisando a conversdao de um conjunto de substratos em produtos
especificos.?

Catalisando a quimica das sinaliza¢des de macromoléculas e
moléculas pequenas, e provavelmente devido a sua forma de agdo
tdo peculiar, as enzimas tornaram-se grandes fontes de inspiragdo
para atuarem em subdreas como a sintese orginica e a quimica
inorganica.

Utilizando um sistema altamente eficiente para conversido de
energia, os sistemas bioldgicos sdo ricos em catalisadores que atuam
como agentes quimicos ambientalmente amigaveis, com um maximo
de economia de carbonos e gerando poucos residuos.

Em sistemas vivos, uma infinidade de catalisadores promove a
construcdo de incontdveis moléculas, desde as mais simples até as
mais complexas. As enzimas catalisam a interconversiao de inime-
ras estruturas moleculares, desempenhando tarefas que vio desde
a fixacdo de nitrogénio até a biossintese de uma rica diversidade
de metabdlitos que podem estar associados a inimeras formas de
comunicacio.

Dentre as caracteristicas mais marcantes no comportamento des-
tas moléculas encontram-se a enorme especificidade e velocidade das
reagdes que promovem (tipicamente da ordem de 10'° a 10> — Walsh,
C."). Olhando para uma suposta estrutura tridimensional de uma
enzima € possivel visualizar um microambiente assimétrico formado
pelas subunidades que as constituem, os aminodcidos.

A natureza quiral das enzimas resulta na formacao de produtos de
maneira altamente estéreo- e regiosseletiva. A capacidade em atuar a
temperaturas brandas, condi¢des neutras e aquosas, além do elevado
numero de ciclos cataliticos, chama a atenc@o para o uso de enzimas
em sintese quimica. Os biocatalisadores permitem a biotransformacao
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de compostos polifuncionalizados e sensiveis em condi¢des amenas,
ao contrario das variantes quimicas correspondentes que exigem
condigdes reacionais severas. Muitas enzimas conseguem promover
atransformacao de vdrios substratos em produtos dificilmente obtidos
por rotas quimicas ou ainda atuar em reacdes nas quais ndo existem
alternativas quimicas vidveis.

Ao longo do tempo pode-se compreender que assim como as en-
zimas contribuem para a sobrevivéncia e reproducio dos organismos,
elas podem apresentar propriedades que as tornam uteis tanto como
aditivos em detergentes para uso didrio, como em desempenhar trans-
formagdes quimicas em laboratdrio e serem utilizadas na sintese de
novas entidades quimicas, o que as levou a serem graciosamente ape-
lidadas de moléculas promiscuas, em contradi¢ao com a idéia secular
de “uma enzima, um substrato” e do conceito “chave-fechadura”.

As principais abordagens exploradas em catdlise bioldgica
envolvem transformacdes em uma Unica etapa utilizando enzimas
isoladas e imobilizadas, células integras e processos multienzimd-
ticos. Inimeros métodos empregando catalisadores enziméaticos
sdo utilizados para a producdo bem sucedida de solventes e dcidos
organicos, aminodcidos, antibidticos, enzimas, vitaminas, pigmentos,
vacinas, proteinas terapéuticas, anticorpos monoclonais, inseticidas,
entre outras aplicacdes.

Frente a um aumento significante da pressdao com relagdo a fa-
tores ambientais, econdmicos e uso de fontes renovaveis de energia,
a obtencao de matérias-primas quimicas utilizando métodos envol-
vendo biocatdlise e biotransformacio apresenta-se como importante
alternativa e ferramenta tecnoldgica atrativa.

Recentemente, o emprego de organismos modificados por en-
genharia genética tem permitido o desenvolvimento de tecnologias
aplicadas na obtencdo de mondmeros petroquimicos e outros com-
postos com alto valor agregado e de elevado interesse industrial. A
estratégia permite redesenhar e reprogramar um organismo completo,
suas etapas metabdlicas, atividades enzimadticas, regulatérias e de
transporte celular. O avango da tecnologia do DNA recombinante
ampliou a possibilidade de explorarmos um nimero inimagindvel
de variantes enzimdticas geradas por evolucdo in vitro para uma
determinada aplicag@o.

O momento atual aponta para a necessidade de reintegrar co-
nhecimentos, voltar no tempo e desenvolver pesquisas em dreas cuja
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realizacdo e progresso dos trabalhos envolvem necessariamente a
integracao entre diversos especialistas. Estamos vivenciando grandes
avancos alcanc¢ados na concepg¢ao de tecnologias aplicadas na obten-
¢do de inimeros compostos poliméricos, entidades quimicas, insumos
para quimica fina e para aplica¢@o na industria farmacéutica. Certa-
mente, este avango significativo também se deu em funcao do amadu-
recimento do conhecimento das transformagdes bioldgicas aplicadas
na obtengao de processos e produtos com enorme sucesso.

Neste artigo serdo apresentadas as principais contribui¢cdes da
biotecnologia e dos processos cataliticos bioldgicos para o avango
da Quimica, principalmente em vertentes nas quais as metodologias
quimicas e quimiocatalisadas ndo possuem uma alternativa satisfatdria
e eficiente para aplicagdo industrial. Serdo apresentadas as principais
etapas de evolucdo dentro das transformacdes enzimadticas, suas
aplicacOes e perspectivas de explora¢do no ambiente académico e
na inddstria, em busca da solucdo ideal: integragdo entre a quimica,
conversdo enzimdtica e fermentacio. E importante considerar que a
biotecnologia € ainda uma area de pesquisa em plena ascensao e o
desenvolvimento de metodologias robustas devera possibilitar uma
interacdo fina entre estes setores.

BREVE HISTORICO

A aplicacdo de processos biotecnolégicos® é conhecida pela
humanidade hd milhares de anos. Os primeiros relatos de processos
fermentativos pelas civilizagdes antigas referem-se a fermentagao de
cereais em graos para producdo de bebidas alcodlicas pelos sumérios e
babildnios hé cerca de 6000 a. C. Relatos sobre a fabricag¢do do vinho
estdo presentes no livro dos Génesis, e o fermento para a fabrica¢ao
de pdo jd era utilizado no Egito antigo (2000 a. C.). Além dessas
aplicagdes, a producdo de queijo e iogurtes € utilizada pelo homem
ha milhares de anos (800 a. C.), embora os agentes responsaveis por
esses processos fossem ainda desconhecidos.*

A histdria das transformagdes microbianas € associada com os
dados da produg¢do de vinagre ha cerca de 2000 a. C., porém foi so-
mente em 1856, apds a invencdo do microscépio, que Louis Pasteur
provou que as fermentagdes eram feitas por microrganismos, e que
cada processo fermentativo era caracteristico de um tipo particular
de organismos.’

Em 1897, Eduard Biichner relatou que os extratos celulares isola-
dos de células de leveduras eram capazes de promover a fermentacio
alcodlica, concluindo assim que o agente responsavel pelo processo
ndo era a maquinaria celular complexa do microrganismo, mas sim
uma substincia solivel, entdo chamada de “zimase”, iniciando nesse
momento as biotransformacdes com extratos celulares.®

Paradoxalmente, a I Guerra Mundial motivou a producdo em
escala industrial de produtos resultantes de processo fermentativo
como, por exemplo, a obten¢do de grandes quantidades de glicerol
para a fabricac@o de explosivos,’ e o processo ABE (acetona, buta-
nol e etanol) desenvolvido pelo quimico Chaims Weizmann (que
posteriormente se tornou o 1° Presidente do Estado de Israel). O
processo permitia a producdo de grandes quantidades de acetona,
para fabricacdo de muni¢do, promovida pela bactéria Clostridium
acetobutylicum, e gerava butanol e etanol como subprodutos.® A
obtengdo de butanol por via fermentativa foi utilizada por inimeros
paises até os anos 50, quando os processos baseados em petrdleo
superaram aqueles de fermentacio por microrganismos.

Mais tarde, na década de 40, antibidticos - como a penicilina -
também passaram a ser produzidos por processos fermentativos. A
descoberta e isolamento da penicilina a partir do fungo Penicillium
notatum ha 80 anos pelo bidlogo e farmacé6logo Sir Alexander
Fleming constituiu um marco histdrico, sendo esta certamente uma
das drogas mais importantes do século 20. Posteriormente, outros

Transformagdes biolégicas: contribui¢des e perspectivas 743

antibiéticos - como estreptomicina,’ cloranfenicol, neomicina e
cefalosporina - foram produzidos por processos fermentativos uti-
lizando outras linhagens de bactérias e fungos, e até os dias atuais,
as principais ferramentas industriais para producdo de antibi6ticos
envolvem processos fermentativos, sendo que as etapas sintéticas
sdo realizadas somente para pequenas modificacdes estruturais do
produto de origem natural.'

Ap6s outro grande marco que constituiu a descoberta da estrutura
tridimensional do DNA por Watson e Crick'' em 1953, houve o de-
senvolvimento de indmeras ferramentas para manipulacio genética
que estabeleceram a base para a tecnologia do DNA recombinante. A
partir da década de 70, as técnicas de engenharia genética tornaram
possivel a obtencdo de organismos e proteinas recombinantes, de
modo a produzir substancias ou catalisar reagdes para as quais aque-
les ndo se encontravam naturalmente programados.® Estas técnicas
ganharam aplicagdo em vdrios processos industriais, sendo um dos
pioneiros a fabricag@o da insulina recombinante.'

Foi nessa mesma década, com a crise do petréleo, que o interesse
em processos visando a busca por combustiveis alternativos cresceu,
culminando com a renovagao do processo de fermentagdo ABE e o
desenvolvimento do etanol combustivel no Brasil. Desde entdo as
ferramentas biotecnoldgicas tém despertado interesse mundial.

Processos fermentativos para obtencdo de biocombustivel

Diante da crise do petréleo no inicio da década de 70, a busca
por fontes alternativas de energia reacendeu o interesse mundial na
procura por solu¢des adequadas considerando as peculiaridades de
cada nag@o.

No Brasil, o governo incentivou o Programa Nacional do Alcool
(Prodlcool). Nesta época o pais ja apresentava um setor agucareiro
desenvolvido, terras e clima propicios para cultivo de cana-de-agucar,
e muita mao-de-obra disponivel no campo. Com o passar do tempo,
o etanol deixou de ser considerado uma resposta tempordria para a
crise e tornou-se uma solu¢do permanente.'

O processo de produgéo do etanol, usado em praticamente todas as
cerca de 400 usinas brasileiras, consiste na colheita da cana-de-agticar
dos canaviais que € encaminhada para a usina e passa por um processo
de moagem. O mosto resultante segue para a etapa de fermentacéo
alcodlica na qual leveduras, como Saccharomyces cerevisae, meta-
bolizam o agticar da cana em CO, e etanol.'* Nos processos conven-
cionais, o mosto fermentado € enviado para centrifugas onde ocorre a
separagdo das leveduras, as quais passam por um tratamento dcido e
retornam as dornas de fermentaco, enquanto o mosto € encaminhado
para as colunas de destilag@o para obtencdo do etanol.

A busca por processos ainda mais eficientes para obtencdo do
etanol a partir da cana-de-acticar, envolve entre outros fatores a
selecdo de cepas mais produtivas (como as cepas industriais de S.
cerevisiae CAT-1, PE-2, BG-1, SA-1eY904)," plantas melhoradas e
o processo de concepcio de biorreatores adequados. Neste contexto,
um ponto de estudo de interesse envolve a selecio e/ou produgdo de
cepas floculantes, a fim de facilitar o processo pela reducio de custos
e manutencio de equipamentos. Cabe aqui ressaltar os estudos re-
centes realizado pelo grupo da Divisdo de Biotecnologia e Processos
do CPQBA-Unicamp'*!® para a selecdo de linhagens floculantes e o
desenvolvimento de leveduras geneticamente modificadas apresen-
tando essa propriedade, pelo IB-Unicamp.!” Esses processos cons-
tituem uma excelente alternativa para que o mosto fermentado saia
das dornas sem conter leveduras, que permanecem retidas no préprio
equipamento, eliminando assim a etapa de centrifugacao.

Atualmente, a busca por metodologias para obtengdo do etanol
celulésico compde um tépico de grande interesse. Considerando que
somente 1/3 da planta ¢ utilizada na obtencdo de agticar, a proposta é
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aaplicacdo de enzimas capazes de hidrolisar celulose e hemicelulose,
que compdem cerca de 70% da planta, a fim de se obter a glicose que
posteriormente é metabolizada a etanol.'® O aumento na producéo de
etanol viabiliza ndo somente a sua utiliza¢gdo como combustivel, mas
também a utilizacao deste como matéria-prima para outros processos,
como o polietileno verde."

Também na década de 70, o interesse pelo processo ABE foi
retomado devido aos avancgos com rela¢do a informacdes estruturais
do genoma de C. acetobutylicum® e ao barateamento dos substra-
tos utilizados, visando aumentar a produtividade do biobutanol.?!
Em comparacio ao etanol, o butanol apresenta maior contetdo
energético,” o baixo contetddo de dgua torna-o mais adequado para
ser misturado a gasolina em vdrias proporc¢des, sua menor pressao
de vapor e tolerancia a contaminagdo facilitam sua distribuicdo e
armazenamento em gasodutos e tanques. Além disto, a combustio
mais limpa permite sua utilizagdo sem a necessidade de alteracdo
nos veiculos.' Diante dessas perspectivas, a produc@o de butanol por
processos fermentativos tem se mostrado promissora e despertado
especial interesse como fonte alternativa de combustivel.

Processos biotecnolégicos no Brasil

A aplicagdo de processos biotecnoldgicos no Brasil teve inicio,
como mencionado, na década de 70 com o Prodlcool. Nessa mesma épo-
ca, 0 CNPq langou dois programas pioneiros incentivando trabalhos em
biotecnologia no pais, o Programa Integrado de Desenvolvimento (PID)
e o Programa Integrado em Doengas Endémicas (PIDE). A partir do
inicio da década de 80, o governo vem lancando sucessivos programas,
como o Programa Nacional de Biotecnologia (PRONAB), o Programa
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (PADCT), o Programa de
Nicleos de Exceléncia (Pronex) e os Institutos do Milénio, que permi-
tiram a nucleacdo de grupos importantes atuando na drea da biotecno-
logia. As Agéncias Estaduais de Fomento a Pesquisa (FAPs) também
fizeram investimentos significativos na drea, sendo que a FAPESP se
mostra especialmente ativa e instrumental na organizacao e financia-
mento de projetos em biotecnologia concentrados na regido sudeste do
pafs. 3

Como resultante destes estimulos e articulagdes, rapidamente pro-
dutos importantes como vacinas e proteinas recombinantes com fins
terapéuticos e para diagnéstico de doencas passaram a ser produzidos
no Brasil (Tabela 1). Certamente, o que o Brasil produz atualmente
na drea da biotecnologia é muito inferior ao seu potencial, porém
exemplos de sucesso podem ser observados, como a producio de
588 milhdes de doses de diferentes vacinas entre os anos de 2003 e
2006 pelo Instituto Butanta, utilizando tecnologia prépria (Figura 1).
De maneira geral, o suporte financeiro de fontes piiblicas apresenta
melhoras significativas nos ultimos anos, enquanto o financiamento
privado ainda é um grande desafio.**

Com relag@o ao setor privado, t€m-se observado um aumento
na aplicacd@o de processos biotecnoldgicos, sendo que as empresas
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Figura 1. Divisdo do uso e aplicagdes da biotecnologia por setores no Brasil,
Europa e EUA

brasileiras de biotecnologia estdo fundamentalmente envolvidas
na fabricag@o de produtos dos setores da agricultura (22%) e
reagentes (21%), seguidos por produtos para satde (animal 18%
e humana 17%) e meio ambiente (14%) - (Figura 1). 2 Apesar do
desenvolvimento do setor, o nimero de patentes depositadas por
empresas privadas ainda € pequeno (17 patentes por 11 empresas
— fonte: Instituto Nacional da Propriedade Industrial — INPI).
Estes dados, entretanto ndo indicam um baixo grau de inovagéo
das industrias biotecnoldgicas brasileiras, mas sim que a maioria
destas inovagdes ainda € desenvolvida dentro das universidades
e centros de pesquisa brasileiros.”’

Na década de 70 a Cibran, Companhia Brasileira de Antibidticos,
foi fundada de acordo com o modelo de desenvolvimento da época:
a empresa contava com financiamento governamental, administra-

Tabela 1. Exemplos de produtos biotecnoldgicos para saide desenvolvidos e comercializados por instituicdes e empresas brasileiras

Setor Produto

Aplicacdo

Produtor

Vacinas Proteina recombinante para hepatite B

Virus atenuado

Hepatite B

Febre amarela

Instituto Butantan

Bio-manguinhos (FIOCRUZ)

Terapéuticos Insulina humana recombinante Diabetes Biobras/Novozyms
Eritroproteina-A recombinante Anemia Instituto Butantan
Anticorpos monoclonais Imunoterapia FK Biotechnologia

Diagndstico Proteinas recombinantes Doenga de Chagas Bio-Manguinhos
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¢do privada e compra de tecnologias. Dentro deste modelo a Cibran
tornou-se a maior fabricante de antibidticos (como eritromicina,
gentamicina e lincomicina) da América Latina e se manteve entre as
maiores do mundo entre os anos 70-80.%

Um ponto notdvel € que a drea de biotecnologia no Brasil esta
muito mais disseminada e consolidada para as aplicacdes em saide
e agricultura. O Brasil foi um dos pioneiros na produgio de insulina
humana por métodos recombinantes.” Este trabalho foi fruto de
uma colaboragdo entre a Universidade Federal de Minas Gerais e a
farmacéutica brasileira Biobrds (Sao Paulo), que na década de 90 era
uma das quatro empresas produtoras de insulina humana no mundo.
Posteriormente, foi adquirida pela multinacional dinamarquesa
Novozymes.?*%

A aplicag@o de processos enzimdticos em sintese organica no
Brasil teve inicio em universidades localizadas no circuito sul-sudeste
do pafs, a partir do inicio da década de 90. Os grupos pioneiros ali
localizados contribuiram para a formagao de recursos humanos
qualificados e para uma “transformag@o” na mentalidade e visdo
das possibilidades de aplicag¢@o de biocatdlise em sintese organica,
fugindo das vertentes tradicionais aplicadas nos processos de sintese
até entdo.

Estes grupos colaboraram significativamente com a aplicagio de
hidrolases,’! oxidorredutases® e processos quimiobiocatalisados*
utilizando células integras e enzimas parcialmente purificadas. Apesar
de um aumento substancial de pesquisas na drea, poucos resultados
geraram processos para potencial aplicag¢@o industrial, mas levaram
a elaboragéo de alguns registros de patente.**

Nos institutos de pesquisa e universidades, o nimero de
artigos relacionados a biotecnologia tem aumentado substancial-
mente desde a década de 90. A busca das palavras-chave apre-
sentadas a seguir na base de dados Web of Science (limitando-se
a publicacdo pelo pais de origem como sendo BRAZIL) gerou o
nimero de publicagdes indicado entre parénteses: biocatalysis
(71); biotransformations (37); enzymes (quimica multidiscipli-
nar: 65; quimica organica: 22). Entre as revistas de veiculagdo
internacional, algumas edi¢des foram especialmente dedicadas
ao assunto como Nature (v. 409, n. 6817, 2001), Current Opinion
in Biotechnology (v. 13, n. 6, 2002), Tetrahedron: Asymmetry
(v. 15, n. 18, 2004), Advanced Synthesis & Catalysis (v. 30,
n. 7-8, 2005), Organic Process Research & Development (v.
10, n. 3, 2006), Journal of Molecular Catalysis B, Enzymatic
(v. 52-53, 2008). Com relag@o as publica¢des utilizando estas
mesmas palavras-chave e limitando-se as revistas de veiculagdo
da Sociedade Brasileira de Quimica, Quimica Nova (QN)33% e
Journal of the Brazilian Chemical Society (JBCS)** no biénio
2007-08, um nimero total de 25 artigos foram encontrados (17
na QN e 8 no JBCS).

De maneira geral, o Brasil apresenta um consideravel desenvol-
vimento no setor biotecnoldgico e as universidades tém facilitado
grandes avancgos na formacdo de pesquisadores na drea. Porém, o
mercado brasileiro ainda € incapaz de absorver novos doutores e,
como resultado, muito do corpo qualificado gerado acaba buscando
oportunidades em outros paises.?

Dentre as perspectivas para o desenvolvimento do setor biotec-
nolégico no Brasil, apesar do crescimento econdmico brasileiro e as
politicas governamentais estarem mais favordveis nos tltimos anos (o
decreto de regulamentacdo da Lei de Inovag@o Tecnoldgica foi assina-
do pelo presidente Luiz Indcio Lula da Silva no dia 11/10/2005), uma
maior interacdo entre a academia e o setor privado € uma estratégia
fundamental para delimitar os problemas que entravam o desenvol-
vimento de produtos, bem como o desenvolvimento de programas
de treinamento mais especificos de acordo com o interesse industrial
dentro das universidades.”
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AS TRANSFORMAC()ES ENZIMATICAS
O biocatalisador

Os termos biocatdlise ou biotransformacdo, de maneira geral,
abrangem os processos em que um catalisador bioldgico € utilizado
para a conversdo de um substrato em um nimero limitado de etapas
enzimaticas.

Em geral, o ponto de partida para a escolha de um biocatalisador
em quimica organica envolve a especificidade (quimio-, régio- e
enantiosseletividade) e a velocidade que a transformagdo desejada
¢é efetuada. Estes pontos envolvem atributos relacionados a bases
estruturais e mecanisticas das transformacées quimicas.®

As enzimas que operam em sistemas vivos estio ajustadas para
atuar em sistemas aquosos tamponados, com controle de for¢a idnica
e pH. Ao longo da concepgdo de um processo envolvendo biocatdlise
¢ importante estar atento aos fatores relacionados a como prolongar
o tempo de vida util de um biocatalisador e manté-lo operando em
meios ndo compativeis com o natural.*

Olhando para o biocatalisador em si € importante avaliar se o
conjunto enzimdtico a ser explorado constitui uma célula integra
ou um extrato enzimadtico puro ou parcialmente purificado. Entre as
vantagens em utilizar enzimas isoladas puras ou parcialmente puri-
ficadas estdo a alta especificidade, maior produtividade e facilidade
de isolamento dos produtos, embora os fatores relacionados a custo,
disponibilidade da enzima e inexisténcia de sistemas apropriados
de regeneracdo de cofatores para determinadas classes enzimdticas
possam inviabilizar sua aplica¢do.”

Por outro lado, os processos que utilizam cé€lulas integras em
geral sdo de baixo custo e especialmente interessantes para aplicagao
em sistemas dependentes de cofator, pois a propria célula possui a
maquinaria para promover a regeneracdo. Entretanto, a ocorréncia de
reagdes paralelas, resultantes do metabolismo celular, reversibilidade
e baixa tolerancia a substratos e solventes organicos, inativando o
sistema enzimadtico, pesam contra o uso de microrganismos integros
em biocatdlise.

Em resposta aos efeitos indesejados gerados pela aplicagdo
de células integras em alguns processos € com um significativo
aumento das sequéncias genéticas em bancos de dados em funcédo
das pesquisas em gendOmica e protedmica, tanto enzimas naturais
como recombinantes podem hoje ser produzidas em larga escala em
organismos hospedeiros adequados, empregando-se a tecnologia do
DNA recombinante. A aplicacio das enzimas e células geradas por
esta aproximacdo facilita e viabiliza o uso de reag¢des enzimdticas
em sintese e representa uma oportunidade mais efetiva para o desen-
volvimento de processos que possam ser aproveitados nas industrias
quimica e farmacéutica.

Para os casos de sistemas que necessitam da regeneragdo de
cofator, vdrias alternativas para reciclagem ja sdo disponiveis para
serem acopladas ao processo geral.*! Quando ndo existem sistemas
de reciclagem de cofatores estabelecidos torna-se conveniente o uso
das proprias linhagens selvagens.

Evolugoes associadas aos processos biocataliticos

O rdpido crescimento da biocatdlise estd certamente associado
as ferramentas de biologia molecular e engenharia de proteinas
que permitem gerar varidveis com propriedades diferentes como
estruturas, funcio, seletividade e, também, tolerincia a solventes
ndo aquosos. Hoje ja sdo conhecidas vérias enzimas que atuam em
solventes orginicos* ou fluidos supercriticos na auséncia de dgua.*
Maior solubilidade do substrato, especificidade enzimdtica modifi-
cada e reversao das reacdes hidroliticas sdo algumas das vantagens
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Tabela 2. Classe de enzimas e suas aplica¢des em processos. Adaptado da ref 39
Classe de enzimas Subclasses mais utilizadas Reagdes mais comuns Aplicacao
Hidrolases esterases, lipases, amidases (proteases e Hidrdlise e formacdo de ésteres, amidas, fosfato e 60%
acilases), fosfatases e ep6xido hidrolases hidrdlise de epdxidos
Oxidorredutases desidrogenases, mono e dioxigenases, Oxidacao e reducao de dlcoois, epoxidagao, 25%
peroxidases hidroxilagdo de alcenos e alcanos
Transferases quinases Fosforilacio (dependente de ATP) 5%
Ligases aldolases, transaldolases, glicosidases, Reacdo alddlica, formacdo de ligagdo glicosidica, 1%
transaminases formagio de ésteres sulfato e ligacdo C-N
Liases carboxiliases, amoOnia-liases, hidroliases Adig¢do e eliminacdo em ligagdes como 5%
C=C, C=0, C=N
Isomerases racemases, epimerases Isomerizag¢des como racemizagdo, epimerizacio, 1%
rearranjos
acumuladas com estas adaptagdes. Isso permite ampliar a gama de ) ) )

. - . 1 s e . Oacil Qacil pidrolase OH Qacil
aplicac@o das reacdes via catdlise enzimdtica e possibilita expandir + : . : A
o emprego destas reacdes na resolucdo de compostos farmacéuticos R1/\R2 R1/\R2 R1/\R2 R1/\R2
e intermedidrios quimicos quirais e em reagdes de polimerizagdo 50% 50%
régio- e enantiosseletivas. .

i . . L L pro-R
Entre as alternativas, existe também a possibilidade de aplica¢dao R.  COOR
de biocatalisadores suportados em analogia aos catalisadores quimi- T hidrolase Ry, LCOOH (B!
cos em fase heterogénea, que podem ser recuperados e reutilizados,* Rz/ COOR R 2/ COOR
ou a utilizagdo de células e enzimas suspensas, que podem ser alter- ] .
nativas de baixo custo e vidveis para o emprego uma tnica vez. pro-S 100 %
Do ponto de vista de aplicag¢@o industrial, a obtencio de inter- ?H
medidrios e produtos enantiomericamente puros de forma eficiente R~ R
e economicamente vidvel € que determina a aplicacdo de um deter- ! 2 hidrolase Oacil
minado biocatalisador. ra ce mizagé&o 1 - R /'\ R (C
1 2
. PN ~ OH 100%
Sistemas enzimaticos e suas funcoes K
Py
R{ Ry

Dentre as classes de enzimas mais comumente aplicadas em sinte-
se organica (Tabela 2), as enzimas hidroliticas compreendem o grupo
com maior aplicagdo por catalisarem rea¢des de biotransformacio
com alta quimio-, régio- e enantiosseletividade, além de possuirem
a vantagem de ndo dependerem da regeneragado de cofatores. Dentre
as hidrolases, as lipases, esterases, proteases, amidases, nitrilases,
nitrila hidratases e ep6xido-hidrolases sdo comumente aplicadas na
obtencdo de blocos de construcdo quirais a partir de misturas racé-
micas via resolugdo cinética,” compostos pré-quirais*® e misturas
diastereoisoméricas (Figura 2). %47

Um grande avango nos processo de resolucdo enzimadtica se
deu apds a incorporacdo de reagentes adicionais para promover a
racemizacao catalitica in situ via processos de resolu¢ao dinamica. A
racemizacao in situ permite o aumento gradativo do substrato reconhe-
cido pela enzima, possibilitando a obten¢do do produto desejado em
rendimentos superiores a 50% e excessos enantioméricos >99%.%

A versatilidade das enzimas hidroliticas permite ainda a catdlise
enantiocomplementar por meio das reacdes reversas (esterificagao,
transesterificagdo, amindlise ou amidacdo) permitindo o acesso a
ambos os enantidmeros de um par de racemato.*

Dentro da classe das hidrolases, as reagdes catalisadas por lipases
possuem uma grande importincia biotecnoldgica.™® As lipases per-
tencem a um grande grupo de enzimas capazes de hidrolisar ligacdes
éster em triacilglicerois, processar gorduras ou atuar como detergen-
tes. O entendimento do ciclo catalitico das lipases representou um
importante passo para disseminar sua aplicacdo em sintese orgénica.’!
Como, em geral, apresentam alta especificidade, promovem reacdes
enantiosseletivas e devido ao baixo custo e alta eficiéncia, as lipases
sdo aplicadas em iniimeros processos em industria farmacéutica.

Figura 2. Processos enzimdticos para obtengdo de enantiomeros puros: (A)
resolugdo cinética de racemato para obtengdo de 50% do produto e recupe-
ragdo de 50% do substrato enantiomericamente puro; (B) dessimetrizagdo
de compostos pro-quirais; (C) Resolugdo cinética dindmica para obtengdo
de 100% do produto enantiomericamente puro

Alguns exemplos envolvem a acilagdo quimio - e regiosseletiva do
506U78, uma droga terapéutica utilizada no tratamento da leucemia,
via Novozyme-435 pela Glaxo Wellcome,> a aplicag@o de resolucio
cinética na sintese do Ca-antagonista Diltiazem, e a preparagdo de
aminas quirais pela BASF.

A incorporacio das reagdes enzimadticas hidroliticas junto a sin-
tese quimica permite vérias aplicacdes praticas e bem estabelecidas
como o uso de penicilina G acilase para clivar a cadeia lateral de
antibidticos B-lactdmicos possibilitando a introdugéo de novas cadeias
laterias;>* o uso de lipases na sintese do Taxol* e de nucleosideo
fosforilases na sintese do agente antiviral Ribavirina.’

Ainda tratando-se da sintese de antibidticos B-lactimicos, no
ambito nacional foi firmado um Convénio entre a Prodotti Laboratdrio
Farmacéutico LTDA e UFSCar e UFRJ para a producio enzimatica
de ampicilina e amoxicilina. No processo industrial a D-fenilglicina
e D-p-hidroxifenilglicina sdo produzidas por vias enzimdticas
utilizando-se penicilina G acilase imobilizada.”

O segundo grupo de enzimas mais utilizado compreende as
oxidorredutases. Este grupo de enzimas € cofator dependente e neste
caso a utiliza¢do de células integras ou de alternativas que permitam
a regeneragdo destes cofatores a partir dos subprodutos das rea¢des
s30 necessdrias para viabilizar o custo na aplicag@o destas enzimas
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industrialmente. A regeneracdo do cofator também viabiliza o pro-
cesso sintético geral e permite que a reagdo quimica se processe por
completo, previne o acimulo de subprodutos que venham a promover
a inibicdo da enzima, facilita o tratamento da reagdo e promove o
aumento da enantiosseletividade (Tabela 3).

Tabela 3. Coenzimas comumente requeridas em biotransformacao.
Adaptado da ref. 39

Coenzimas Tipo de reacdo Reciclagem
NAD*/ NADH ou Remocio e adigdo (+) [++]
NADP*/NADPH de hidreto

ATP Fosforilacdo +) [+]
SAM C,-alquilagéo +) [#]
Acetil-CoA C,-alquilagdo +) [#]
Flavinas Oxigenagdo )
Piridoxal-fosfato Transaminagao (-)
Biotina Carboxilac¢ao (-)
Complexos metdlicos Peroxidagdo e (-)

metal-porfirina oxigenagdo

Dentre as enzimas dependentes de cofator, as oxigenases (mono- e
dioxigenases) sdo capazes de promover a insercdo de um dtomo de oxigé-
nio a partir do oxigénio molecular, em alcanos, compostos arométicos e
olefinas. As reacdes de oxidacao especificas para promover a obten¢ao de
produtos com alto excesso enantiomérico ainda constituem um problema
em quimica organica classica. Estas oxidases oferecem a possibilidade de
promover reacdes de oxidacao e bio-hidroxilacdo em dtomos de carbono
ndo ativados.*® As mono- e dioxigenases utilizam metais em baixo estado
de oxidac@o (em geral Fe** ou Cu*) para ativar a molécula de oxigénio e,
consequentemente, o processo de regeneracdo em geral utiliza NAD(P)
H. Estas mono-oxigenases geralmente sdo empregadas como células
integras que promovem a sua regeneracgio in vivo.

Dentre as mono-oxigenases, as do tipo citocromo P450 apresen-
tam em seu sitio catalitico o grupo ferro-heme que se liga ao oxigénio
molecular e permite a oxidagéo do substrato.®%J4 as cicloexanonas
mono-oxigenases sdo dependentes de flavina e promovem oxidagdes
assimétricas do tipo Baeyer-Villiger podendo ser aplicadas na sintese
enantiosseletiva de lactonas, importantes blocos de construgio quirais.
Outras reagdes de oxidagdo tém sido aplicadas na obtengao de ceto-
nas, alcodis fluorinados, aminas e lactamas. Todas estas aplicacdes
levam a obteng¢do dos compostos hidroxilados em altos rendimentos
e excesso enantiomérico (ee).

As outras classes de enzimas como proteases e glico-hidrolases
também apresentam importantes fungdes como catalisadores em
sintese. As proteases sdo utilizadas na sintese de peptideos e reagdes
de amindlise, além de poderem ser induzidas in vitro para atuarem
na formagao de ligagdes amida e éster.®’ Entre as glico-hidrolases, as
glicosiltransferases podem ser utilizadas para promover a incorpora-
¢do de actcares na sintese de glicoproteinas,®' as endoglicosidases na
clivagem e substituigdo de cadeias de acicares® e as exoglicosidases
na formacao de ligacdes glicosidicas.

Algumas ligases, em especial as aldolases, permitem a construgao
de ligacdes C-C com total controle da estereoquimica, mostrando-se
também atraentes para aplicagéo em sintese orgénica.*®

Triagem por biocatalisadores

A busca inicial por um biocatalisador adequado para uma de-
terminada conversdo envolve o uso de uma enzima ja conhecida,
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disponivel comercialmente ou descrita na literatura ou ainda a triagem
da biodiversidade por organismos que possuam o perfil enzimatico
desejado. Vdrias industrias investiram em programas para a identifi-
cacdo de novos biocatalisadores por processo de triagem microbiana
em busca das atividades desejadas. A BASF* e a Chirotech® estdo
entre as empresas que utilizaram metodologias de triagem e selecio
para a obtencao de linhagens produtoras de nitrilases e y-lactamases,
respectivamente.

Ainda assim € possivel afirmar que os biocatalisadores utilizados
na atualidade representam uma fragao bastante pequena do que € pos-
sivel se estimar. Cerca de apenas 1% da diversidade microbiana exis-
tente é possivel de ser cultivada utilizando metodologias padrdo.®

O Brasil, entretanto, possui uma vantagem territorial que torna o
processo de triagem por novas enzimas para aplicacdo em processos
cataliticos extremamente atrativo, além de necessdrio para conhecer-
mos pelo menos uma parte da nossa microbiota.

O conjunto catalitico de um microrganismo selvagem pode ser
avaliado através de metodologias eficientes de selegdo e/ou triagem
da atividade enzimadtica para encontrar o biocatalisador ideal para o
processo de interesse. O termo selecdo € utilizado para técnicas que
permitem o crescimento ou vantagem de sobrevivéncia aos organis-
mos que apresentam a fungio enzimdtica de interesse.®’

Por outro lado, os procedimentos de triagem envolvem a apli-
cacdo de um sistema rapido, suficientemente sensivel e especifico,
que permita a identificagdo das variantes positivas. Os ensaios no
formato de microplacas de 96 pogos sdo bastante interessantes, pois
fornecem resultados quantitativos e podem ser automatizados pelo
uso de sistemas robotizados e leitoras de microplaca para aquisi-
¢do de dados.” E claro que a metodologia de triagem precisa ser
necessariamente planejada e adaptada para encontrar a atividade
enzimdtica de interesse.

Existem varios métodos para sele¢io de microrganismos relatados
na literatura. Entretanto, poucos métodos de triagem aplicdveis para
células integras podem ser encontrados, sendo que os diversos siste-
mas existentes sdo em geral direcionados para a triagem de enzimas
isoladas ou parcialmente purificadas. Marsaioli e colaboradores®®
foram pioneiros no pais em implantar metodologias de triagem rapida
adaptadas para sistemas integros utilizando sondas fluorogénicas
derivadas da umbeliferona.

Metagenoma

As metodologias de biologia molecular utilizadas na tecnolo-
gia do DNA recombinante representam uma ferramenta de grande
importancia para acessar o potencial enzimdtico de organismos de
dificil isolamento e cultivo. Como mencionado, somente uma pequena
fracdo de microrganismos da biodiversidade (menos de 1%), sao
cultivaveis sob condicdes padrio em laboratérios de microbiologia.
Uma alternativa para acessar os grupos de genes presentes em solo,
ambiente marinho, ou ambientes extremos, como microbiota anae-
rébia de petréleo entre outras, envolve a construcio de bibliotecas
metagendmicas. O processo consiste na extragdo do DNA total de
amostras do ambiente (metagenoma) e expressdo em organismos
adequados, de facil cultivo e crescimento rapido, como Escherichia
coli.®

A Diversa Corporation relatou recentemente’” o descobrimen-
to de 200 novas nitrilases através da triagem de uma biblioteca
metagenomica criada a partir de amostras de DNA extraidas de
varios habitats. A triagem da biblioteca de nitrilases frente a
3-hidroxiglutaronitrila revelou 22 nitrilases capazes de fornecer
o enantidmero de configuragdo S com 90-98% ee. O enantidmero
com configuracdo R foi produzido por uma unica variante em 98%
rendimento e 95% ee.
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Evolucao dirigida e engenharia de proteinas

As ferramentas bioldgicas da tecnologia do DNA recombinante”'
tornaram-se um aliado forte na concep¢do de novas enzimas para
promover reacdes de biotransformagao em quimica, provocando uma
modificacdo da sequéncia de passos para a escolha de uma enzima
para uma determinada aplica¢@o. Apés selecionar a enzima capaz de
catalisar a reagdo especifica e aperfeigoar as condi¢des de reacdo, €
possivel ainda promover um incremento na atividade do biocatalisador
através de ciclos de evolugdo dirigida e engenharia de proteinas.®’’

Durante os ultimos 30 anos a engenharia de enzimas baseada
em mutagénese sitio dirigida contribuiu enormemente para o enten-
dimento do processo de catdlise enzimadtica e permitiu a obtengao de
algumas variantes enzimaticas com propriedades modificadas para a
aplicac@o em sintese. Entretanto, apesar da caracteristica racional do
método, existe uma grande limitagio na aplicacdo, j que € necessario
um conhecimento prévio da conexdo entre sequéncia e funcdo da
proteina e sua estrutura tridimensional.

Uma alternativa para a obtencdo de novos biocatalisadores
uteis para expandir a capacidade do desenho biolégico € o desen-
volvimento de proteinas por um processo evoluciondrio in vitro.
Os métodos baseiam-se na combinagdo de técnicas de mutagénese
aleatoria de genes, expressdo das enzimas mutantes e triagem ou
selecdo das propriedades funcionais desejadas. O gene do melhor
variante da biblioteca inicial de mutantes € entdo usado como
molde para outros ciclos de mutagénese/expressdo/triagem e o
processo € repetido quantas vezes forem necessdrias até que seja
atingido o nivel de melhoramento desejado (Figura 3). E este
cardter Darwinistico que torna robusto o processo de evolucdo
dirigida e o distingue das aproximagdes exploradas por engenharia
de proteinas baseadas, por exemplo, em um plano de novo.”™ As
metodologias ndo requerem o conhecimento prévio da relagdo
entre estrutura e funciio da enzima™ e possibilitam a obtengdo de
enzimas modificadas com relacdo a especificidade ao substrato,
enantiosseletividade, topologia da proteina, termoestabilidade e
tolerancia a solventes orgénicos.”

Virios métodos de biologia molecular para mutagénese foram
relatados nas ultimas décadas.”>” O método mais utilizado € o
epPCR (error-prone PCR — PCR: reagéo em cadeia da polimerase)’®

E —) W/

gene (DNA) enzima selvagem

mutagénese
randémica

" oo

biblioteca de genes mutantes

ciclos de

> ¢ expressao
repeticao

00000 -

biblioteca de enzimas mutantes

triagem/selegao

— /@

mutantes positivos

Figura 3. Evolugdo dirigida de enzimas

Quim. Nova

que se baseia na propriedade de algumas polimerases termoestdveis
em apresentarem baixa fidelidade ao longo da extensdo da cadeia de
DNA introduzindo erros ao acaso (0.1 x 10* a 2 x 10*/nucleotideo
por ciclo). Em geral sdo aplicados de 3 a 8 ciclos de epPCR para
introduzir muta¢des que possam amplificar uma determinada ativi-
dade enzimadtica.”’

O método conhecido como “DNA shuffling”, introduzido por
Stemmer” promove a criacdo de uma biblioteca de genes hibridos
(quimeras) por recombinag¢do homoéloga dos genes parentais. Este
processo € muito similar a reprodugdo sexuada de procariotos e leva
a gerag@o de novos genes que codificam as proteinas que acumulam
informagdes de seus precursores.” Aplicando métodos de recombi-
nagdo como o DNA shuffling ou outras variagdes que surgiram pos-
teriormente,* genes de diferentes espécies podem sofrer cruzamento
e levar a formac@o de biocatalisadores com atividades amplificadas,
ou ainda completamente diferentes de seus genes parentais e também
das encontradas na natureza.

As metodologias que empregam uma aproximagao aleatéria para
gerar uma biblioteca de enzimas mutantes fundamentam-se no fato
de que muitas propriedades importantes de biocatalisadores ndo estao
localizadas em um niimero pequeno de residuos cataliticos, mas sim
refletem a contribui¢do de muitos residuos distribuidos ao longo da
proteina. Em posicdes adequadas, os aminodcidos atuam promoven-
do perfeita sintonia entre o substrato e a especificidade da reagdo.
Algumas substitui¢des benéficas geradas por mutagénese aleatdria e
triagem podem promover apenas modificagdes estruturais discretas,
mas resultar em consequéncias positivas que estdo além da resolugdo
por andlise estrutural ou qualquer tipo de previsdo.

Jé a técnica de mutagénese por saturagio®! refere-se a randomiza-
¢des de aminodcidos em uma, duas ou mais posi¢des simultdneas em
uma enzima e constitui uma metodologia que emprega uma aproxi-
magao semirracional baseada na propriedade que se quer amplificar.
Para ampliar aceitacdo por substrato ou enantiosseletividade de um
biocatalisador, em geral, sdo construidas bibliotecas focadas no sitio
ativo.”3182 Para termoestabilidade, em geral, caracteristicas como
a flexibilidade enzimatica podem ser alteradas.®® Este método tem
a vantagem de restringir a sequéncia espacial e, portanto, facilita o
trabalho de triagem e selec@o. Outra vantagem € que a escolha correta
das posig¢des a serem randomizadas leva a produg¢ao de bibliotecas de
alta qualidade e ciclos interativos podem ser realizados permitindo
que ocorra o acdmulo de efeitos sinergisticos.®?

O método de evolucdo a ser empregado depende de cada caso,
mas um sistema de triagem e sele¢do rapida da atividade enzimatica
fundamentalmente tem que estar acoplado a metodologia de criagio
das bibliotecas de enzimas mutantes (Arnold e colaboradores’).
O maior desafio relacionado a estas técnicas € o desenvolvimento
de métodos e estratégias que minimizem o esfor¢o experimental e
maximizem os efeitos cataliticos positivos.

Um exemplo bem sucedido da aplicac@o de técnicas de evolucdo
dirigida foi atingido para a hidroxilag@o de alcanos de cadeia curta
(C3-C10) pela mono-oxigenase do tipo citocromo P450.%* A enzima
citocromo P450 isolada da bactéria de solo Bacillus megaterium,
cuja fun¢do natural € a hidroxilag@o seletiva de dcidos graxos de
cadeia longa, foi modificada apds cinco geragdes de mutagénese,
sendo dois ciclos de epPCR e 3 rodadas de StEP (Zhao e cola-
boradores®’) gerando cerca de 10.000 mutantes. Apds a triagem
baseada no consumo de NADH, foi identificado um clone capaz
de hidroxilar alcanos de cadeia curta, como propano e butano. A
hidroxilacdo seletiva de alcanos em condi¢des brandas ¢ uma al-
ternativa mais limpa e seletiva que os métodos de sintese quimica
e biorremediagdo. Esta aproximagdo em especial esta relacionada
a busca de uma enzima capaz de promover a hidroxilagdo de etano
para gerar etanol.*
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Em outro estudo relativamente recente, apds trés rodadas de
mutagénese e triagem foi possivel obter uma hidantoinase com
seletividade revertida frente a L-5-(2-metiltioetil) - hidantoina além
de promover um incremento de cinco vezes em sua atividade catali-
tica. O processo estd sendo avaliado pela Degussa AG, que pretende
incorporar a enzima desenvolvida em célula integra para a produgio
comercial da L-metionina.*

Modificacio de etapas biossintéticas

Microrganismos, plantas e animais produzem uma ampla gama
de compostos que atuam como drogas, corantes, fragrancias, fla-
vorizantes e cosméticos. Entretanto, muitos destes compostos sdo
produzidos em quantidades diminutas por suas fontes naturais e
muitos ainda sdo extremamente dificeis de serem obtidos por sintese
quimica, dada a sua complexidade estrutural. Um importante avanco
da biotecnologia estd em possibilitar a produg@o destes compostos
em organismos com rapido ciclo de crescimento, possibilitando a
produgdo em larga escala.

Algumas das aproximagdes mais relevantes envolvem a recom-
binacdo de assembléia de genes (engenharia de etapas metabdlicas) e
metodologias de evolucdo molecular. Este conceito permite a criacdo
de etapas multienziméticas completamente novas e eficientes para
produzir compostos naturais e nao naturais e certamente representa
uma ferramenta importante para a descoberta e produgdo de novos
compostos biologicamente ativos.

As enzimas multimodulares, por exemplo, funcionam como as-
sembléias lineares que produzem milhares de compostos da classe dos
policetideos e peptideos ndo-ribossomais e muitos deles sdo dotados
de importantes atividades farmacoldgicas, como eritromicina, epoti-
lona, lovastatina, penicilinas, ciclosporina e vancomicinas. Algumas
destas assembléias lineares, como as precursoras da eritromicina
e ciclosporina, promovem a ciclizagdo intramolecular originando
macrolactonas e macrolactamas.®

A possibilidade de reprogramar os dominios enzimadticos destas
assembléias lineares para dar origem a produtos nio naturais € um
dos objetivos da biossintese combinatorial. A ordem dos dominios
enzimdticos determina quais subunidades monoméricas serdo ativa-
das, condensadas e estendidas. Alterando a ordem e/ou permutando
os dominios enzimadticos € possivel controlar a estrutura do produto
formado. O uso de ferramentas de evolugdo dirigida, como DNA shu-
[fling e outras aproximagdes promovendo modificagdes dos dominios
cataliticos das policetideo sintases (PKS) e peptideo ndo-ribossomais
sintetases (NRPS), permite ampliar a diversidade molecular de pro-
dutos naturais complexos.

Outro exemplo, também dentro deste contexto, envolve a
expressao funcional das etapas biossintéticas para a obtengdo de
carotendides modificados. Schmidt-Dannert e colaboradores®” apli-
caram este conceito para o desenvolvimento de etapas modificadas
na sintese de pigmentos carotenéides. Mesclando grupamentos de
genes produtores de fitoenos de Erwinia sp. com uma biblioteca
de genes hibridos gerados por shuffling, codantes para uma dessa-
turase foram geradas milhares de bactérias providas de pigmentos
e vérias delas apresentaram coloragdo amarela ou résea, diferente
da coloragdo alaranjada presente nas linhagens selvagens. Outras
combinacdes com uma nova biblioteca de genes hibridos de cicla-
ses levaram a formag@o de uma variedade ainda maior de bactérias
pigmentadas. Entre os compostos identificados foi encontrado o
toruleno, um carotendide cuja producao por linhagens de Erwinia
ou outras bactérias era desconhecida. Outra observagdo interessante
é que a etapa biossintética criada pela recombinagdo de genes ¢
completamente diferente da utilizada por leveduras para a produgdo
deste mesmo composto.®’
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E de se esperar que avancos ainda maiores sejam alcancados com
o progresso da gendmica estrutural, revelando as estruturas tridimen-
sionais de vdrios membros das principais superfamilias de enzimas.
Em adicdo, o grupo de genes que codifica enzimas que catalisam uma
série de reacdes quimicas necessdrias para sintetizar um composto
em particular pode ser transferido para hospedeiros mais amigéveis,
facilitando o trabalho experimental e conferindo a estes hospedeiros
a habilidade de sintetizar os produtos desejados. Metodologias apli-
cadas na evolugdo dirigida de enzimas podem aperfeigoar o processo
de engenharia de etapas metabdlicas, criando novas etapas e, conse-
quentemente, levando a producio de novos compostos.

Enzimas em biorremedia¢io

O estudo de enzimas capazes de promover biorremediacdo € um
tépico vastamente explorado nas ultimas trés décadas e caracteriza a
degradacdo de moléculas poluentes organicas e inorgéanicas. A elimi-
nagdo das moléculas organicas poluentes, principalmente compostos
aromadticos e heteroaromadticos, pode ocorrer via transformagdes oxi-
dativas, redutivas e hidroliticas. A enzimologia do processamento de
fons inorganicos téxicos também tem progredido continuamente de
forma a viabilizar a eliminagao eficiente de mercurio, cobre, cidmio,
prata, arsénio e cobalto.®

O processo de biorremediacéo requer o uso de enzimas progra-
madas para trabalhar em células microbianas e ndo via um processo
catalitico isolado (com enzimas exudadas). A engenharia de etapas
metabdlicas por introducio de genes heterélogos e expressao in vivo
pode ser uma alternativa para promover a degradagio de compostos
ndo biogé€nicos (como compostos poliaromadticos: naftaleno; aromati-
cos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno); hidrocarbonetos
(aldeidos alifaticos, cicloexanonas), heterocompostos (policloroben-
zenos — PCBs), sulfatos, nitratos, haletos, sulfetos, metais pesados,
entre outros®), assim como a utilizagéo de comunidades bacterianas
mistas ou coexistentes.*

Biocatalise na indistria

No campo industrial, algumas empresas como BASF, DSM,
Lonza, Eli Lilly, Bristol-Myers Squibb e Yamasa desenvolvem e
aplicam processos biocataliticos para a produgdo em larga escala
de um ndmero considerdvel de blocos de constru¢do opticamente
ativos (Tabela 4).

Dentre alguns processos biocataliticos desenvolvidos em indus-
trias podemos destacar aqueles utilizados pela BASF (Alemanha),
que desde 1993 aplica lipases na produgdo de dlcoois enantiomerica-
mente puros a partir de misturas racémicas; reagdes de condensagdo
e reducdo de cetonas para a resolu¢do dos racematos; resolucao de
aminas em escala de centenas de toneladas (os produtos formados
(R-amida e S-amina) sdo recuperados e separados por destilacdo
e apresentam elevadas purezas éptica e quimica). Um exemplo
representativo deste tltimo € ilustrado pela produ¢do anual de 2000
toneladas de S-metéxi-isopropilamina, um bloco de construcdo quiral
utilizado para a obtengéo do herbicida Frontier X2.% A empresa utiliza
também processos empregando nitrilases para a preparagio de dcido
(R)-mandélico em escala de multitoneladas.”!

Dentre esses processos podemos destacar a substituicdo do pro-
cesso quimico multietapas para a produgdo de vitamina B, utilizada
como suplemento em ra¢ao animal, por um processo de fermentacio
bioldgica em uma tnica etapa pelo fungo geneticamente modificado
Ashbya gossipi (Esquema 1). O fungo utiliza éleos vegetais como
nutriente e produz os cristais de vitamina B,, os quais sdo entdo
separados do excesso de liquido. Esse processo permitiu ampliar
a produtividade em 20% utilizando o micro-organismo, reduzir os
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Tabela 4. Sistemas biocataliticos em larga escala aplicados por industrias quimicas
Aplicabilidade Reacido Biocatalisador / Enzima Empresa
Acido R-mandélico hidrélise Enzima/nitrilase BASF
Producdo de aminodcidos nao-proteinogénicos resolucdo Enzima/amidase DSM
Acido L-aspértico adicdo de amonia Enzima/liase DSM
Aspartame (L-o-1-fenilalanina) acoplamento seletivo Enzima/termosilina DSM
6-APA hidrélise Enzima/penicilana acilase DSM
Penicilinas semissintéticas hidrélise Enzima /penicilina acilase DSM
Precursores de penicilinas modificadas hidrdlise Enzima /penicilina acilase Eli Lilly
Taxol hidrdlise Enzima/lipase Bristol-Myers Squibb
Antiviral Ribavirina hidrdlise Nucleosideo fosforilases Yamasa
PHB biopolimero fermentagdo Célula integra PHB Industrial, instalada
junto a Usina da Pedra, em
Serrana (SP)
6-hidroxi-S-nicotina adicdo de dgua Célula integra/ hidroxilase Lonza
Intermedidrio farmacéutico do (—)-LY300164 hidroxilagao Célula integra/ Eli Lilly
desidrogenase
Acido (R)-2-(4-hidréxi-fen6xi-propidnico) — hidroxilagao Célula recombinante/ BASF

intermedidrio da sintese de herbicida

oxidase

Processo Quimico

Glicose

Processo Fermentativo

Oleo vegetal

K-Arabonato

Ca-Arabonato

Ca-Ribonato

Ribonolactona

Ribose ‘

Ribitilxilidina |

Fenilazo-RX L

Esquema 1. Processo fermentativo para obtengdo da vitamina B, (BASF-

Alemanha)

custos do processo em 50%, além da redugdo de 60% dos residuos
descarregados em dgua e de 50% de residuos gasosos.”?

Outra grande empresa que tem empregado processos biocata-
liticos em larga escala € a DSM, uma empresa holandesa, pioneira
em iniciar a aplicagio de transformagdes biocatalisadas desde 1970.
Os primeiros processos envolviam a resolugdo enzimética de D/L-
fenilglicinamida em D-fenilglicinamida e L-fenilglicina utilizando
leucina aminopeptidase de porco e L-o-aminoacilamidase de Pseudo-
monas putida.”® Atualmente a empresa emprega tecnologias baseadas
em biocatalise, biotransformacgao e fermentacio aliadas a métodos
quimicos para a produgio de intermedidrios avangados.?**>%

Entre alguns exemplos, a DSM detém processos enzimaticos
para a producdo de L-aminodcidos ndo proteinogénicos, baseados
na resolucdo de oi-aminoamidas, obtidas a partir de aldeidos através

da sintese de Strecker.”” A resolu¢do é promovida por amidases
estritamente L-seletivas. As enzimas utilizadas sdo produzidas por
Pseudomonas putida, Mycobacter neoaurum e Ochrobactrum antro-
pii e variam em aceitagdo de substrato, atividade especifica e enantios-
seletividade.”**>8% Atualmente, os genes que codificam as amidases
foram isolados e superexpressados em E. coli para a produg@o das
enzimas, resultando em processos ainda mais eficientes.

O adogante aspartame (éster metilico da L-o-aspartil-L-
fenilalanina) € produzido em escala de quilotoneladas pela Holland
Sweetner Company, uma joint venture formada pela Tosoh e DSM.
O processo de producdo do aspartame utiliza uma enzima prote-
olitica, a termolisina, para catalisar a formagdo de um dipeptideo
derivado do dcido L-aspartico N-protegido e do éster metilico da
D/L-fenilalanina.** O 4cido L-aspdrtico também € obtido por bioca-
tdlise promovida por uma aspartase que catalisa a adi¢do de amonia
ao dcido fumdrico.'” A termolisina promove o acoplamento entre os
aminodcidos conduzindo ao produto desejado com uma seletividade
marcante. O éster metilico da fenilalanina remanescente pode ser
racemizado e reciclado ao longo do processo.

Além dos processos enzimdticos, a DSM também € a produtora de
penicilina G/V por fermentagdo utilizando linhagens de Penicillium
chrysogenum. A penicilina G, por exemplo, € convertida ao 4cido
6-aminopenicilanico que € utilizado para a obteng@o de penicilinas
e cefalosporinas semissintéticas.!?1?

A DSM hoje aplica um processo extremamente eficiente para
a obtencdo da cefalexina. A via antiga foi desenvolvida em 1970 e
combinava | etapa de fermentagdo (etapa 3) com 7 etapas de sintese
quimica (Esquema 2).1%

Com o intuito de diminuir o ndimero de etapas utilizadas no pro-
cesso e obter um método mais eficiente, econdmico e ambientalmente
amigdvel para a sintese da cefalexina, a resposta foi encontrada com
a integragdo entre sintese quimica, conversdo enzimdtica e fermen-
tagdo (Figura 4).

Em 2000, a empresa divulgou a nova rota para a sintese da
cefalexina, consistindo de 1 etapa de sintese orgénica (etapa 1), 1
etapa de fermentagdo (etapa 2) e 2 etapas enzimdticas (etapas 3 e
4 — Esquema 3).'%
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1. Benzaldeido — D-fenilglicina

2. D-fenilglicina — cloridrato de D-fenilglicina

3. Actcar + 4cido fenilacético — penicilina G

4. Penicilina G — Penicilina G sulféxido

5. Penicilina G sulféxido — Penicilina G sulféxido trimetilsilil
éster

6. Expansao de anel da Penicilina G sulf6xido trimetilsilil éster para
0 4cido 7-aminodeacetoxipenicilanico (7-ADCA) protegido

7. Hidrdlise (7-ADCA) protegido para formacio do 7-ADCA

8. cloridrato de D-fenilglicina + 7-ADCA — cefalexina

Esquema 2. Rota utilizada para a sintese da cefalexina (1970)

Enzima
Fermentacao
Quimica /
Me
= R X
i 1/ N COyH
~ -
N
NH>, o

Figura 4. Integragdo entre sintese quimica, conversdo enzimdtica e fermen-
tagdo para obtengdo da cefalexina

1. Benzaldeido — D-fenilglicina amida

2. Agticar + acido adipico — 7-ADCA-amida do 4cido adipico

3. 7-ADCA-amida do 4cido adipico — 7-ADCA + 4cido adipico
(reciclado para uso na etapa 2)

4. D-fenilglicina amida + 7-ADCA — cefalexina

Esquema 3. Rota utilizada para a sintese da cefalexina (2000)

O processo antigo, além de seguir uma sequéncia multietapas
linear, requer uma grande quantidade de energia e gera cerca de
30-40 kg de residuos por kg de produto. O novo processo, além de
integrar etapas de conversdo bioldgica, eliminou a necessidade de
utilizar cloreto de metileno como solvente e reduziu drasticamente
a geracdo de residuos e emissdo de compostos toxicos.

A D-fenilglicina e D-para-hidréxi-fenilglicina, que sdo utilizadas
como cadeias laterais na obtencdo dos antibiéticos semissintéticos
ampicilina, amoxicilina, cefalexina e cefadroxil, também sio produ-
zidas pela DSM. A reacio de acoplamento da cadeia lateral ao nicleo
pode ser facilmente realizada por métodos quimicos, mas a empresa
também investiu em um método biocatalitico que utiliza uma segun-
da penicilina acilase. **!941951% Em outubro de 2008, a empresa em
conjunto com outros sete grupos de pesquisa internacionais divulgou
o sequenciamento completo do genoma do P. chrysogenum,'’ um
projeto que corresponde a um grande avango na histéria das penici-
linas e abre oportunidade para o desenvolvimento de metodologias
biotecnoldgicas ainda mais eficientes para serem aplicadas na sintese
de antibidticos B-lactdmicos.

A Companhia Suica Lonza também utiliza uma série de rotas
biocataliticas para a produgdo de N-heterociclos funcionalizados.!®
O ponto forte do processo € que a obteng@o destes heterociclos por
via quimica € bastante ineficiente, enquanto as biotransformacdes
que envolvem hidroxilacdo seletiva de N-heterociclos aromadticos,
resolucdo cinética com amidases estereoespecificas de carboxamidas
N-heterociclicas aos correspondentes dcidos carboxilicos enantio-
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mericamente puros e a oxidagdo seletiva de grupamentos alquila
em N-heterociclos arométicos fornecem os produtos desejados em
elevado rendimento. Esse tipo de processo € aplicado na obtengdo do
acido 6-hidréxinicotinico obtido a partir da niacina em rendimentos
de cerca de 90% e produgdo de 65 g L1.1%

Industria de commodities

O uso de fermentag@o para obtencdo de commodities quimicos
¢ atualmente o grande objetivo a ser alcangado pela inddstria quimi-
ca.!” Existem duas vertentes para atuac@o utilizando processos de
fermentagdo microbioldgica, a primeira voltada para a obtencdo de
biopolimeros e a segunda, voltada para a obtencdo dos mondmeros
petroquimicos a partir de fontes renovéveis de carbono.

Um exemplo bem sucedido que engloba a primeira estratégia é
representado pela obtengdo do poli-hidroxibutirato biodegradavel
(PHB) a partir da fermentagdo de glicose por algumas espécies de
procariotos, como Alcaligenes eutrophus ou Bacillus megaterium."'°
A biossintese do PHG envolve a condensac@o de duas moléculas de
acetil-CoA em acetoacetil-CoA, a qual € subsequentemente reduzida
a hidroxibutiril-CoA, o mondmero bdsico para a polimerizagao.'"!
Apesar das vantagens de serem considerados polimeros verdes, pro-
dutos como o PHB enfrentam resisténcias de natureza tecnoldgica,
que refletem na incerteza dos investimentos para a sua producéo.!''?

Ja a obteng@o de mondmeros petroquimicos, como dcido fuma-
rico, dcido latico, 1,2-propanodiol, 1,3-propanodiol, dcido succinico,
1,4-butanodiol, dcido adipico e dcido propidnico, entre outros, por
processos fermentativos sdo estratégias que estdo ganhando um grande
enfoque.'® Em conjunto com a engenharia de etapas metabdlicas
e evolucdo de enzimas acopladas as etapas metabdlicas ¢ possivel
amplificar a produgdo do produto de interesse utilizando microrga-
nismos, e este topico ja compde objetos de estudos de varios grupos
de pesquisa e industrias, como a DSM.

Em 1995, a DuPont firmou uma parceria com a Genencor,
empresa especializada em biotecnologia, para o desenvolvimento
de rotas que levassem a producdo bioldgica de mondmeros — em
grandes quantidades e a baixo custo — para a sintese de polimeros,
em substitui¢do as vias petroquimicas. O estudo garantiu a pro-
ducdo de 1,3-propanodiol (1,3-PD), a partir da glicose utilizando
microrganismos recombinantes,''* o qual participa do processo de
polimerizacdo junto ao 4cido tereftdlico (AT) ou dimetiltereftalato
(DMT) originando o politrimetilenotereftalato (PTT). Apds o desen-
volvimento do processo biotecnolégico, DuPont e Tate & Lyle, Plc.,
uma das maiores companhias produtoras de milho e especializada em
processos de fermentagdo, formaram uma joint venture para a cons-
tru¢@o de uma planta para a produgdo do 1,3-propanodiol (Sorona®)
com expectativas de 50.000 toneladas métricas por ano a partir de
2006. Esse processo de produgdo do Bio-1,3-propanodiol consome
cerca de 40% menos energia que a produgdo via rota petroquimica
e ¢, sem divida, um novo modelo para a produ¢do de mondmeros
petroquimicos a partir de fontes renovaveis de carbono.''

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os pontos ressaltados neste artigo ddo uma idéia do potencial das
transformacdes bioldgicas aplicadas a sintese quimica na obtengdo
de blocos de construgao quiral, novas entidades quimicas e interme-
didrios tteis nas inddstrias quimica e farmacéutica.

E possivel notar que muitas referéncias mencionadas datam da
década de 90, mostrando que a biotecnologia aplicada a quimica (aca-
démica e industrial) ja se encontrava em desenvolvimento no exterior
e que tanto as pesquisas académicas como na industria caminharam
juntas para alcangar o patamar elevado em que hoje se encontram.
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Diante dos processos mencionados € importante ressaltar que
o setor biotecnoldgico, assim como 0s avancos na pesquisa neste
campo, obrigatoriamente exige a integracdo entre vdrias dreas - como
quimica, biologia, engenharia e informdtica - no desenvolvimento de
produtos. A organizacdo € multidisciplinar.

No Brasil, apesar de o crescimento econdmico e as politicas
governamentais estarem mais favoraveis nos ultimos anos (Lei de
Inovagdo de 2005), uma maior interagdo entre a academia e o setor
privado € uma estratégia fundamental para solucionar os problemas
que limitam o desenvolvimento de varios processos aplicdveis e que
possam vir a se tornar produtos.

O grande avango do setor biotecnolégico no Brasil, principalmen-
te relacionado a sadde e a agricultura, estd relacionado a uma melhora
significativa do suporte financeiro de fontes publicas nos tltimos anos.
Entretanto, o financiamento privado ainda € um grande desafio. Dentre
as agéncias publicas, FINEP e BNDES sio as principais fontes de
financiamento da maioria das companhias.

Os convénios firmados entre as agéncias publicas de financiamento
(FAPs, CNPq, MCT) e algumas empresas como Dedini, Braskem, Oxite-
no, entre outras, t€m direcionado uma maior interaco entre a industria e
as universidades, favorecendo a consolidacdo de parcerias para inovagio
tecnoldgica. Porém, € fundamental que as politicas econdmicas voltadas
para Ciéncia e Tecnologia sejam mantidas independentemente das frentes
governamentais que estejam operando nos diferentes momentos.

E importante salientar que o mercado brasileiro continua incapaz
de absorver novos doutores e, consequentemente, recrutar recursos
humanos especializados. Ainda existe um grande gap entre a forma-
¢do que as universidades proporcionam e as necessidades do setor
industrial. Além disso, muitos jovens doutores e pesquisadores que
saem do pais para se especializar em areas de ponta, acabam por
ndo retornar devido a falta de oportunidades. O crescimento do
setor tecnoldgico serd um incentivo para acolher essa mao-de-obra
altamente especializada.

As perspectivas de aplicacdo de transformacdes bioldgicas no
circuito académico-industrial sdo positivas, desde que os pontos men-
cionados acima possam superar as atuais limitagdes. O Brasil apresenta
uma grande vantagem territorial e climatica, com uma imensurdvel
biodiversidade ainda pouco explorada. E importante que a comunidade
reflita e lute para promover as interagdes necessarias, muitas vezes com
o laboratdrio vizinho, vislumbrando o crescimento que pode ser gerado
em termos de conhecimento e projetando ainda mais a visibilidade da
Quimica e outras ciéncias no ambito nacional e internacional.
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