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4.1 INTRODUCAO

No curso da histéria da civilizagio, o homem descobriu que os micro-
-organismos poderiam ser seus aliados na transformag¢do e adaptacido de
substratos organicos as suas necessidades cotidianas. Assim, mesmo antes de
ter qualquer nogao da existéncia deles, o homem ja os usava para a produ-
¢ao de alimento e bebidas. Pode-se afirmar o mesmo para as enzimas, que,
paralelamente, tiveram aplicacdes similares com base empirica, como bem
exemplifica o uso do suco gdstrico de bezerros na manufatura de queijos,
um procedimento cuja origem € indeterminada no tempo. Esse processo de
modificar certos compostos por reacdes simples e bem definidas quimica-
mente, catalisadas por micro-organismos ou por enzimas isoladas é, nos dias
de hoje, denominado “biotransformag¢ao” ou “bioconversao”!.
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Assim, a bioconversao subentende os processos que utilizam enzimas iso-
ladas, micro-organismos ou células de plantas para converter uma molécula
precursora, em geral um xenobidtico, em um produto de alto valor agre-
gado. A diferenca essencial entre fermentagao e biotransformagdo é que a
fermentag¢do ocorre a partir de fontes de nutrientes e de energia e envolve
inumeras etapas cataliticas entre o substrato e o produto gerado, enquanto
ha apenas um ou poucos passos reacionais em uma biotransformagdo. Adi-
cionalmente, as estruturas quimicas do substrato e do produto sio similares
ou aparentadas, o que ndo necessariamente ocorre na fermentagao. Neste
processo, a molécula que sofrera a transformacdo é adicionada ao sistema
bioldgico ja constituido, e o produto normalmente envolve uma substan-
cia com valor agregado que justifique a utilizacdo da conversido bioldgica
(Figura 4.1)".

Micro-organismo, célula

- vegetal ou enzima isolada
Molécula | Produto de alto valor
precursora agregado
Produto natural ou de sintese Maior atividade biolégica, menor
(xenobidtico) toxicidade etc.

Figura 4.1 Representacdo esquemdtica do processo de bioconversdo.

As enzimas sdo biocatalisadores eficientes, cujo potencial de suporte a
processos tecnologicos é evidenciado pela diversidade existente dessas molé-
culas e, por extensdo, pela variedade e complexidade de reagdes quimicas
que podem ser catalisadas enzimaticamente. Nesse contexto, a International
Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) reconhece mais de
5.858 diferentes enzimas (dados de novembro de 2016), que estdao catalo-
gadas em seu site’. Essa homepage é um repositorio de informacgdes e des-
creve cada tipo de enzima caracterizada, com a sua identificacio segundo a
Enzyme Commission (EC). A Tabela 4.1 apresenta as seis classes de enzimas
e o tipo de reagdo catalisada. Cada classe é dividida em mais trés subclasses

*  Ver www.expasy.ch/enzyme.
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progressivas, que classificam as enzimas de forma mais especifica. A Figura
4.2 exemplifica essa divisdo para a classe das oxidorredutases.

Em contrapartida aos catalisadores quimicos tradicionais, as enzimas
apresentam elevada especificidade nas altera¢des que promovem nos subs-
tratos. Assim, os processos de bioconversio normalmente geram produtos
com quimio, régio e enantiosseletividade, minimizando ou mesmo elimi-
nando a formag¢ao de subprodutos, com ganhos de rendimento no produto
de interesse e, por conseguinte, com consideravel diminui¢do de custos com
as etapas de separagdo e purificagdo. Essa vantagem inclui a utiliza¢do de
condi¢des reacionais brandas e o envolvimento de menos etapas reacionais.
Também evita a necessidade de proteger grupos quimicos labeis e exime o
emprego de solventes organicos para a rea¢do, resultando em menor con-
sumo de energia, menor impacto ambiental dos efluentes gerados nos proces-
sos enzimaticos (ressaltando-se a inerente biodegradabilidade das proprias
enzimas) e nao acumulacio de residuos no meio ambiente (ao contrario do
que ocorre com os catalisadores quimicos, muitas vezes poluentes e de difi-
cil degradagao). Além disso, as enzimas e os micro-organismoss oferecem a
op¢ao de serem imobilizados para retso em ciclos, possibilitando conduzir
processos continuos de biotransformagao!=.

Tabela 4.1 Classes das enzimas e tipo de reacio catalisada

EC NOME TIPO DE REACAO CATALISADA

1 Oxidorredutases  Oxidagdo/reducio, Oxigenagdo de ligagdes C-H, (-C, (=C, (=0 ou adiciio/abstragdo de prétons

Transferéncias de grupos funcionais: aldeido-, cetona-, acil-,

2 Transferases o ]
glicosil, grupos contendo fasforo, entre outras

3 Hidrolases Hidrdlise /formacio de ésteres, amidas, epdxidos, nitrilas, anidridos
4 Liases Adictio/eliminagdo de pequenas moléculas em ligacdes (=C, (=N, (=0
5 [somerases Isomerisacdes (racemizagdo, epimerizagdo)

6 Ligases Formagdio/quebra de ligacdes C-0, C-S, CN, C-C com consumo de ATP

Da perspectiva tecnoldgica, a vantagem mais explicita da bioconversao
¢ sua capacidade inerente de realizar transformac¢des quimicas que seriam
invidveis ou economicamente desvantajosas pela via da sintese organica. Em
seguida, porém ndo menos importante, estd a enantiosseletividade dos pro-
cessos biocatalisados!®’. Dada sua relevancia, essa caracteristica tem impul-
sionado sobremaneira o emprego da tecnologia biocatalitica em processos
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1.-.-.- Oxidoredutases 1.1.1.- com NAD(+) ou NADP(+)como aceptor —

1.1.2.- com citocromo como aceptor

1.1.3.- com oxigénio como aceptor

1.1.4.- com dissulfeto como aceptor

1.1.5.- com quinona ou compostos semelhantes
como aceptor

1.1.9.- com proteina com cobre como aceptor

1.1.98.- com outros aceptores conhecidos

1.1.99.- com outros aceptores

1.1.-.- Atua em grupo de doadores CH-OH
1.2.-.- Atua em grupo de doadores aldeido ou
oxo

1.3.-.- Atua em grupo de doadores CH-CH
1.4.-.- Atua em grupo de doadores CH-NH,
1.5.-.- Atua em grupo de doadores CH-NH
1.6.-.- Atua em NADH ou NADPH L
1.7.-.- Atua em outros compostos nitrogenados

como doadores .
18 A lfurad 1.1.1.1 alcooldesidrogenase
-8.-.- Atua em grupos sulfurados como 1.1.1.2 alcooldesidrogenase (NADP(+))

doadores " 1.1.1.3 homoserinadesidrogenase
1.9.-- Atuaem gr:pols. eme C°[“°.d°ad°re5 1.1.1.4 (R,R)-butanodioldesidrogenase
1.10.-.- Atua em difendis e substancias correlatas 1.1.1.5 transferido para EC1.1.1.303 e EC

como doadores —

o 1.1.1.304
1.11.-.- Atua em peroxido como aceptor 1.1.1.6 gliceroldesidrogenase

1.1.1.7 propanodiol-fosfatodesidrogenase

1.22.-.- Atua em halogénios
1.23.-.- Reduz grupos C-O-C como aceptores

idored 1.1.1.365 D-galacturonato redutase
1.97.-.- Outras oxidoredutases 1.1.1.366 L-idonato 5-desidrogenase (NAD*)

Figura 4.2 Diversidade das enzimas, exemplificada pelas subclasses das oxidoredutases.

desenvolvidos para varios setores industriais, em especial o de farmacos® 1.
Um exemplo desse fato é um levantamento realizado em 2006 que evidencia
os farmacos e intermediarios de drogas como os produtos mais importantes
obtidos por biotransformacao, ja a época representando mais de 50% dos
processos implantados industrialmente!!. Entre os principios ativos consti-
tuidos de moléculas pequenas, aprovados para uso pela agéncia norte-ameri-
cana Food and Drug Administration (FDA) em 2006, 80% eram compostos
quirais e 75% eram enantidomeros puros®.

A producio seletiva de um unico enantiomero é uma caracteristica bus-
cada para inameras moléculas de firmacos, que pode ser viabilizada pelo
uso de biocatalisadores. Nesse contexto, além de permitir a reducdo das
etapas (em comparag¢do com a sintese quimica), a economia em precursores
caros e a reducdo dos custos com purifica¢do sao fatores altamente atrativos
nos processos que dao suporte a producdo em larga escala, principalmente
na industria de farmacos. A razdo para tal é que, comumente, os enantidme-
ros de uma substancia bioativa apresentam efeitos farmacologicos e toxicos
diferentes, podendo ser ambos benéficos (atividade sobre o alvo terapéutico)
ou um deles benéfico e o outro indesejado (toxico, inibidor ou inativo).
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Um exemplo emblematico é a talidomida, cuja forma dextrégira (enantio-
mero R) apresenta efeito sedativo, enquanto a forma levogira (enantiomero
S) é teratogénica. A propriedade desta segunda forma levou a retirada do
mercado da talidomida racémica, apds se descobrir seu efeito causador da
deformidade em fetos. Entre seu langamento em 1957, indicada para con-
trolar enjoos, e a proscri¢io do mercado em 1962, seus efeitos nefastos
provocaram uma mudanga de paradigma no desenvolvimento de drogas. A
partir dai, a regulamentagio da industria farmacéutica aumentou o grau de
exigéncia em relacdo aos principios ativos, de forma a garantir que o pro-
duto final contenha apenas o enantiémero eficaz de um medicamento. Das
dez principais drogas existentes no mercado em 2004, seis eram constituidas
de enantiomeros puros, duas de misturas racémicas, duas de compostos nao
quirais e uma de proteina recombinante®. A Figura 4.3 ilustra a importincia
da utilizacdo do enantidomero correto em moléculas bioativas.

Uma vez que produzem a mistura racémica, os processos sintéticos tradi-
cionais normalmente lancam mao de duas estratégias para obter apenas um
dos enantiomeros. Uma delas inclui iniciar o processo com materiais ja oti-
camente puros, utilizando processos que ndo afetem a quiralidade do mate-
rial de partida. A outra envolve a aplicacido de técnicas de sintese assimétrica
que favorecam o curso das reacdes para a obtencdo do enantiomero dese-
jado. Todavia, tanto a sintese de misturas racémicas ou mesmo 0s Processos
com determinados graus de estereoespecificidade exigem a posterior apli-
cagao de algum método de resolugao quiral para separar os enantidomeros.
Esta tarefa € dificultada devido as propriedades fisicas e quimicas de ambos
os enantiOmeros serem virtualmente idénticas (a excecdo do comportamento
frente a luz polarizada). Ambas essas abordagens para produzir apenas um
dos enantidmeros embutem uma rela¢io de custo-beneficio economico bas-
tante desfavoravel. Além disso, essa questdo é uma condi¢ao existente para
todos os firmacos que possuem centros quirais.

O uso de processos de biotransformacio é atualmente considerado uma
vantagem que impacta diretamente a competitividade industrial devido aos
seus beneficios econdmicos, ja que incluem menores custos de processo,
maior qualidade do produto final e obtencdo de produtos inteiramente
novos, em comparacao aos processos sintéticos. Adicionalmente, os proces-
sos com base em biotransformac¢do tém sido considerados pela sua contri-
bui¢do na implementacdo dos chamados processos verdes, que se destacam
por resultarem em ganhos evidentes, como menor consumo de energia e
preservacao ambiental®%10,
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Figura 4.3 Exemplos da importdncia da abordagem quiral em farmacos.

Por esse motivo, os processos de bioconversao vém rapidamente adqui-
rindo relevancia dentro da academia cientifica e no setor industrial, ja que a
pauta atual do desenvolvimento sustentavel pressupde o aumento paulatino
do emprego de matérias-primas renovaveis e de processos com tecnologias
limpas. Assim, o desenvolvimento tecnolégico com base na bioconversdo
vem ganhando espago em setores produtivos diversos, como o de alimen-
tos, produtos para a agroinddstria, cosméticos e, em especial, firmacos e
medicamentos'!!2,

4.2 HISTORICO

Desde remota antiguidade, os micro-organismos tém tido uma enorme
importancia social e economica na vida do ser humano, como atestam alguns
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registros arqueoldgicos e historicos. Em cerca de 6000 a.C., os sumérios e
babilonios ja preparavam a cerveja e os egipcios ja utilizavam leveduras
para fazer pao, além da preparacdo do vinho ja estar mencionada no Penta-
teuco (Génesis). Uma pratica que remonta a 2000 a.C., e através dos tempos
estabeleceu-se como o paradigma mais patente da transformacgdo realizada
com a mediacao de células vivas, é a preparagdo do vinagre. Esse remoto
exemplo de oxida¢ao microbiana serve ainda hoje para ilustrar importantes
desenvolvimentos que ocorreram no campo da bioconversdo, haja vista que
o produto dessa transformag¢ao, quando obtido por bactérias que processam
o etanol para acido acético, ainda hoje é chamada de vinagre (Figura 4.4).

. (0]
fermentagao
oxidativa
/\ + 02 , + H20
OH OH
etanol oxigénio acido acético agua

Figura 4.4 Bioconversio de etanol em dcido acético (preparacdo do vinagre).

As primeiras comunica¢des sobre a bioquimica dos processos fermentati-
vos envolvendo alcoois e acidos organicos surgiram na segunda metade do
século XIX. Vale ressaltar, todavia, que estas s6 ocorreram depois que R.
Hooke, no final do século XVII, ao utilizar o microscopio recém-desenvol-
vido pelo holandés A. Von Leeuwenhoek, demonstrou serem os seres vivos
compostos de pequenas unidades bdsicas, entdo denominadas células. Esse
foi um marco na biologia experimental, e pode ser também considerado
como o ponto de partida no desenvolvimento da bioconversio, ja que deu
suporte a descoberta das leveduras por L. Pasteur’. E interessante o fato
de a pesquisa sobre fermentacdes, a época, estar relacionada a uma preo-
cupacao com as moléculas oticamente ativas. Em 1858, Pasteur divulgou
o sucesso obtido na resolugdo 6tica do 4cido tartarico por via microbiana,
ao realizar a fermenta¢do do sal de amdnio do acido racémico mediada
por Penicilium glaucum'. Nesse processo, o fungo metabolizava e degra-
dava apenas o acido levogiro (+)-tartarico, deixando intacto o acido dex-
trogiro (—)-tartarico, que entdo era purificado por cristalizagdo. Em 1862,
Pasteur também investigou a conversdo do alcool em vinagre e propos que
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o mecanismo de transporte de oxigénio do ar para o substrato em solucao
ocorria através de uma pelicula que se formava durante o processo?’. Isso foi
confirmado anos mais tarde, em 1886, pelo quimico A. J. Brown, que deno-
minou o agente contido nessa pelicula de Bacterium xylinum, demonstrando

/\/OH Bacterium xylinum /\H/OH

o

propan-1-ol acido propidnico

Bacterium O,
Vylmum W\
- OH
\
Ho\

OH

OI|I'
OIII'

manitol frutose

Figura 4.5 Bioconversdes do propano-1-ol em dcido propidnico e de manitol em frutose (figura elaborada com base em Vasic-Racki,
2006 e Sebek, 19821).

também a capacidade deste de transformar propanol para acido propionico
e manitol para frutose (Figura 4.5)'¢

Naquela época, investigacoes paralelas sobre o uso de enzimas também
prosseguiam de maneira promissora. As enzimas também possuiam um his-
torico de milhares de anos de utilizagao pelo homem, antes de serem intei-
ramente compreendidas em sua natureza. O exemplo mais emblematico é o
emprego do suco gdastrico de bezerros na manufatura de queijos, um pro-
cedimento cuja origem, como ja dissemos, é indeterminada no tempo. Em
1783, L. Spallanzani demonstrou que o suco gastrico digeria carne, devido a
presenca do que T. Schawn, em 1836, chamou de pepsinal’. Trés anos antes,
o francés A. Payen isolou um complexo enzimatico do malte que era capaz
de digerir o amido, produzindo glicose, o qual chamou de “diastase”!3.

Em 1897, E. Buchner conseguiu fermentar a glicose para etanol e gas
carbdnico com levedura inativada, ao esmagar as células pela friccio com
areia'®. Essa descoberta convergiu com as pesquisas, ja na época, realizadas
com enzimas, e resultou numa diferenciacdo entre o que se passou a chamar
de “fermentos organizados”, produzidos por extratos de células fermenta-
tivas (como o caso de Buchner); e “fermentos ndo organizados”, como as
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secrecoes celulares do tipo suco géastrico. Hoje, esses termos representam,
respectivamente, as enzimas “intracelulares” e “extracelulares”. O experi-
mento pioneiro de Buchner evidenciou que o potencial de promover trans-
formacdes quimicas estaria ligado, em ultima instancia, ao contetddo celular
— excretado ou ndo - dos organismos vivos. O termo “enzima” ja havia sido
proposto por W. F. Kithne em um artigo de 1876 sobre a tripsina pancrea-
tica, para denominar entdo os fermentos “ndo organizados” .

Dentro de seu monumental legado sobre a quimica dos actcares, H. M.
Fisher observou, em 1894, que a enzima conhecida como emulsina cata-
lisava a hidrolise do B-metil-(D)-glicosideo, enquanto a enzima conhecida
como maltase era ativa sobre o a-metil-(D)-glicosideo!?° (Figura 4.6). Esse

OH
(0]
HO maltase
—>
HO OH

OCH;
OH
HO 0 emulsina
ocH, — B
HO OH

Figura 4.6 Experimentos de Fisher que embasaram a teoria “fechadura e chave” para a actio enzimdtica (figura elaborada com base
em Vasic-Racki, 2006').

OH
(0}
HO
HO OH
OH
OH

(6]

HO OH
HO OH

evento levou-o a sugerir a famosa teoria da “fechadura e chave” para definir
a especificidade enzimadtica.

O estudo da cinética da catdlise enzimdtica teve um marco importante
com a equacdo desenvolvida em 1913 por L. Michaelis M. L. Menten, que
trabalharam com a a¢do de enzimas purificadas sobre substratos simples
(sacarose). A velocidade da reac¢do de conversio enzimdtica seria dependente
da formag¢do de um intermedidrio na forma de complexo enzima-substrato?!.
Posteriormente, a equacao foi generalizada por outros pesquisadores?.

A década de 1920 marcou uma nova etapa no estudo da cinética enzima-
tica, iniciada com os estudos da tripsina purificada, por J. A. V. Butler!>%3;
assim como a cristalizacdo da primeira enzima de origem vegetal, a urease,
extraida da Canavalia ensiformis (feijao-de-porco) por J. B. Sumner?*, o qual
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também primeiro enunciou as enzimas como sendo proteinas. No final da
década de 1940, muitas enzimas estavam disponiveis na forma purificada
por cristalizagdo. A primeira enzima a ser sintetizada em laboratério foi
a ribonuclease A, em 1969, por R. Gutte e R. B. Merrifield, que utiliza-
ram métodos em fase s6lida?’. Um ano depois, as estruturas moleculares de
diversas enzimas foram estabelecidas, o que permitiu avang¢ar nos estudos
de mecanismos de agao.

Ainda com fundamento empirico, a utilizagao escalonada de micro-orga-
nismos e de enzimas para obten¢do de produtos com valor comercial estabe-
leceu-se antes mesmo de haver uma compreensio cientifica mais completa da
natureza e do comportamento desses agentes biolégicos aplicados a conver-
soes quimicas. O prototipo do primeiro biorreator ja teria sido construido
na Franc¢a em 1823, com base na imobilizacdo de bactérias para a produgiao
de vinagre por fermentagdo oxidativa?**%. O primeiro exemplo de producio
industrial com base em fermentacdo do qual se tem registro foi a do acido
lactico oticamente ativo, em 1880, nos Estados Unidos'>%’.

A perspectiva de producio de moléculas com valor agregado pela via
dos micro-organismos comegou a se concretizar na década de 1920, a partir
dos resultados de alguns experimentos que produziram moléculas entdo de
alto interesse farmacéutico. Entre esses estavam: a obtengao estereoespeci-
fica da 1-hidroxi-1-fenilpropan-2-ona pela condensacao de duas molécu-
las distintas, promovida por Saccharomyces cerevisiae®’; a oxidacdo con-
trolada do D-sorbitol em L-sorbose®'; e a conversio da progesterona em
11a-hydroxiprogesterona pelo fungo parasita de frutos e vegetais maduros,
0 Rhizopuz arrhius, em presenga de oxigénio®’. A primeira dessas moléculas
abriu caminho para a producdo da efedrina, um dos mais antigos medica-
mentos para problemas do trato respiratorio, pela empresa alema Knoll AG,
em 1930!%. Na mesma época, a empresa Reichstein-Griissner A estabeleceu
um processo para obter a L-sorbose, este um intermedidrio-chave no pro-
cesso de produc¢do da vitamina C (acido ascorbico)!. A progesterona hidro-
xilada esteroespecificamente na posicio C-11 pela via microbiana represen-
tou uma economia considerdvel na obten¢ao desse intermedidrio-chave na
sintese do anti-inflamatério cortisona’’. Esses trés exemplos estdo sintetiza-
dos na Figura 4.7.

Quanto a utilizacdo de enzimas para proceder a conversdes quimicas, é
digno de nota o fato de que, mesmo antes das evidéncias obtidas por Buch-
ner, a comercializagdo de uma enzima extracelular alcangou o aumento de
escala e a comercializacdo, por volta de 1890, gragas ao empreendedor japo-
nés Takamine, radicado nos Estados Unidos. Seu produto era uma mistura
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Figura 4.7 Biotransformacdes que deram suporte aos primeiros processos industrigis do século XX (figura elaborada com base em
Vasic-Racki, 2006'3).

de enzimas amiloliticas e proteoliticas de Aspergillus oryzae — que ele deno-
minou takadiastase!?

Se a década de 1920 assistiu a bioconversao industrial por células inte-
gras, os processos de conversdo enzimdtica em larga escala seriam expan-
didos exponencialmente depois da metade do século XX, com o estabeleci-
mento das ferramentas de recombinac¢ao genética.

Os quadros das figuras 4.8 e 4.9 sumarizam os eventos historicos rele-
vantes no desenvolvimento dos processos de bioconversio, ao demarcar
as pesquisas realizadas com micro-organismos e com enzimas isoladas,
respectivamente.
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4.3 FUNDAMENTOS DA BIOCONVERSAO

4.3.1 Uso de células integras ou de enzimas isoladas

Os processos de bioconversio podem utilizar células integras ou enzimas
isoladas, podendo ambas estar na forma livre ou imobilizada. O uso de célu-
las integras para a bioconversido apresenta as seguintes vantagens>>%3437;

® menor custo, por evitar as etapas de isolamento e purificacio do
biocatalisador;

e maior estabilidade do biocatalisador, pois o ambiente celular protege
a enzima das condic¢des reacionais externas, que podem ser prejudi-
ciais para a sua estabilidade; a capacidade de regeneragdo de cofato-
res, essencial para rea¢bes de oxidorredugio; e

e possibilidade de realizacao de reacoes sequenciais.

As principais desvantagens sdo:

e toxicidade de substratos e produtos, exigindo altas dilui¢des;

e ocorréncia de reacoes laterais, que podem causar a degradagdao do
substrato ou do produto;

e excre¢ao de metabolitos que podem dificultar a etapa de purificagdo; e

e maior dificuldade de controle e reprodutibilidade do processo.

Dependendo do sistema enzimatico de interesse, as células a serem utili-
zadas nas reacoes de bioconversao podem estar viaveis ou ndo e ainda terem
sido colhidas na fase de crescimento exponencial ou na fase estacionaria.
Isso porque existem diferen¢as no metabolismo das células e no padrdo de
expressao de genes que sao peculiares para as diversas fases do ciclo celu-
lar. No caso de biotransformagdes envolvendo reacoes de oxidorredugao, é
necessdario utilizar células vidveis, que sdo capazes de regenerar os cofatores.
A realizagdo dessas reacoes, de grande interesse na industria quimica, exige
a presen¢a de uma fonte de elétrons, por exemplo, a glicose, ou de um recep-
tor de elétrons, como o oxigénio>!"!2,

Por sua vez, as vantagens da utiliza¢do de enzimas isoladas sio:

e requerimento de reatores mais simples;
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e etapas de purificagdo de produto mais simples; maior tolerancia ao
uso de solventes organicos; e
® minimizag¢do de problemas de contamina¢do com outras enzimas.

Ja as desvantagens incluem:

e clevado custo das enzimas comerciais; e
e maior dificuldade de realiza¢dao de reag¢bes sequenciais.

E importante mencionar que, para caso de reacdes de oxidorreducio,
existem estratégias para a regeneragdo de cofatores, conforme sera abordado
mais adiante.

4.3.2 Estratégias para superar limitacoes
dos processos de bioconversdo

A parte a disponibilidade e custo das enzimas, de forma geral, os proces-
sos de bioconversao apresentam limitagdes relacionadas a baixa solubilidade
no meio aquoso (em que se localizam os sistemas biologicos) de grande parte
dos substratos e produtos de interesse; a possibilidade de inibi¢do da reagdo
pelo substrato ou pelo produto; a instabilidade e falta de flexibilidade do
biocatalisador; a baixa concentracdo do produto; os baixos rendimentos; e
a baixa produtividade!?.

Diversas estratégias podem ser empregadas para contornar essas limita-
coes. A solubilidade aquosa de substratos, por exemplo, pode ser aumen-
tada pela adi¢do de detergentes (por exemplo, tween, entre outros) ou de
solventes organicos imisciveis com dgua (como metanol, etanol, acetona,
isopropanol, dimetilformamida) ao meio reacional. Esses componentes,
entretanto, devem ser cuidadosamente escolhidos de forma a niao causa-
rem toxicidade ou inibi¢ao ao biocatalisador. O uso de sistemas reacionais
em duas fases, pelo emprego de solventes organicos apolares (por exemplo,
tolueno, ciclohexano, éter metil-z-butilico), permite que substratos e produ-
tos apolares sejam fornecidos ou retirados gradativamente do meio aquoso,
diminuindo assim seus possiveis efeitos toxicos ou inibidores ao biocatali-
sador. Além disso, o uso de duas fases permite separar de maneira relativa-
mente facil o catalisador, ao final do processo, uma vez que este permanece
na fase aquosa, e reduzir o risco de contaminacio microbiana. As desvan-
tagens associadas a esse tipo de abordagem incluem: possibilidade de aciao
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toxica, inibitoria ou desnaturante sobre o biocatalisador; maior complexi-
dade do sistema operacional; possibilidade de formacido de emulsdo, que
dificultaria a recuperacdo do produto; e maior dificuldade de tratamento
dos efluentes™!>3%, A aplicacao de sistemas de bioconversao na presenca de
solventes organicos € vasta, incluindo: sintese de peptideos catalisada por
proteases (quimiotripsina, termolisina ou tripsina); esterifica¢do utilizando
lipases; sintese de compostos quirais catalisada por lipases ou leveduras;
desidrogenacao de esteroides por desidrogenases ou células de bactéria,
entre inimeras outras>®.

Os processos de bioconversao podem ainda ser favorecidos com a utiliza-
¢do dos chamados liquidos idnicos (LI), sais formados por cdtions e anions
organicos ou inorganicos liquidos a temperatura ambiente. Os LIs formam
sistemas bifdsicos com sistemas aquosos, fazendo o papel dos solventes
organicos tradicionais e tém sido chamados de “solventes verdes” devido a
baixa toxicidade e interessantes propriedades fisicas e quimicas, tais como a
pressdo de vapor desprezivel, elevada estabilidade e baixo risco de explosio,
o que possibilita a reciclagem do solvente no processo industrial®*#!. Adicio-
nalmente, os LIs podem ser modificados com relativa facilidade, de acordo
com seus ions e suas cadeias laterais, gerando uma gama muito grande de
possibilidades, j4 que suas propriedades fisicas e quimicas também varia-
rdo conforme as alteragbes moleculares*!. Os processos de bioconversdo
de substancias apolares catalisados por células em meio aquoso empregam
geralmente LIs hidrofébicos, como o hexafluorofosfato de 1-n-butil-3-me-
tilimidazolio (BMLPF,) e o bis-(trifluorometanosulfonil)imidato de butili-
midazélio (BMI.NTTf,) (Figura 4.10)**. Em que pese o custo ainda bastante
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Figura 4.10  Estrutras quimicas dos liquidos idnicos BMI.PF, e BMLNTE,.
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elevado dos Lls, seu uso em processos de bioconversio tem despertado um
crescente interesse nos pesquisadores*46,

Para o caso de substratos toxicos ou que causem inibi¢do ao sistema
enzimatico, utilizam-se também processos em batelada alimentada, no qual
o substrato é adicionado gradativamente ao reator. Por seu lado, produtos
deletérios podem ser removidos in situ através do uso, por exemplo, de resi-
nas adsorventes*’.

Outra ferramenta que tem se mostrado bastante ttil em aplicacdes indus-
triais por possibilitar o aumento da estabilidade do biocatalisador e facilitar
a sua separa¢ao do meio reacional é a imobilizacdo do catalisador. A imobi-
lizagao de células ou enzimas pode ser efetuada através de ligacio quimica
covalente, adsor¢do ou interagdo idénica com um suporte inerte, como esferas
de vidro, bem como através de encapsulacao em matrizes ou incorparagao
em membranas, como agar, K-carragenina, alginato, pectina ou poliacrila-
mida®**351 Alguns aspectos importantes devem ser levados em conta, de
forma que esse procedimento represente uma economia no custo global do
processo; entre eles o custo da imobilizagdo, a recuperacao da atividade
enzimatica ap6s imobiliza¢do do catalisador, a meia-vida operacional do
biocatalisador imobilizado e os efeitos de transferéncia de massa’**.

4.3.3 Regeneracdo de cofatores em reacoes
de oxidorreducao com enzimas isoladas

A regeneragdo de cofatores em processos de oxidorreducdo catalisados
por enzimas isoladas é de extrema importancia devido ao alto custo e baixa
disponibilidade dos cofatores, que impedem o seu uso em quantidades este-
quiométricas. Diversos sistemas de regenera¢do de cofator foram desen-
volvidos utilizando métodos quimicos, eletroquimicos e fotoquimicos. No
entanto, os métodos enzimaticos sio os predominantes, devido a requisitos
rigorosos de seletividade e compatibilidade com a reagao de interesse.

A regeneracao de cofatores por métodos enzimaticos pode ser efetuada
pelo uso de sistemas com substratos acoplados, nos quais além do substrato
que leva ao produto principal, emprega-se também um cossubstrato para
regenerar o cofator; ou sistemas que contenham enzimas acopladas, nos
quais a reacao principal e a reacdo de reciclagem do cofator sao catalisadas
por enzimas diferentes.

No caso de sistemas com substratos acoplados, utiliza-se geralmente, como
cossubstrato, um alcool secundario de baixo custo, como o isopropanol. O
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cossubstrato pode também atuar como um solvente do substrato principal,
ja que seu largo excesso colabora para deslocar o equilibrio da rea¢dao no
sentido desejado. Deve-se notar, entretanto, que a concentracao do cossubs-
trato é limitada pela estabilidade da enzima na sua presenca ou pela pos-
sibilidade de inibicdo da reacdo principal. A principal desvantagem desses
sistemas € a sua baixa flexibilidade.

Os sistemas com enzimas acopladas apresentam como vantagem a maior
flexibilidade da reacao de reciclagem e a menor probabilidade de inibi¢cio da
reacdo principal pelo cossubstrato e pelo coproduto. A reagao de reciclagem
deve preferencialmente proceder de maneira irreversivel, para favorecer a
termodindmica do sistema. Assim, a velocidade da reagao principal sera a
limitante do sistema.

Os critérios de escolha da reacdo de reciclagem incluem o uso de subs-
tratos e enzimas de baixo custo, a facilidade de remog¢ao do coproduto (por
exemplo, CO,), além da possibilidade de esse procedimento gerar um pro-
duto de interesse. De qualquer maneira, essa reacao também nao deve com-
prometer o rendimento ou a pureza 6tica do produto da reagio principal e o
cossubstrato e o coproduto ndo devem dificultar o processo de recuperagao
do produto principals*s3.

4.3.4 Etapas do desenvolvimento de
um processo biocatalitico

O desenvolvimento de um processo biocatalitico tem carater essencial-
mente multidisciplinar. A capacidade de transformar, de forma eficiente e
economicamente viavel, uma molécula precursora em um produto de alto
valor agregado envolve multiplas etapas, as quais incluem a sele¢io, carac-
terizacdo e otimiza¢do do biocatalisador (micro-organismos, célula vegetal
ou enzima isolada), o desenvolvimento e otimiza¢do do bioprocesso em si
e o desenvolvimento do processo de recuperacao do produto (Figura 4.11).

A fonte primdria de todas as enzimas é o c6digo genético das células de
micro-organismos, animais e plantas. Assim, muitas enzimas de uso indus-
trial ainda sdo extraidas de tecidos animais e vegetais e, majoritariamente,
sao obtidas por fermenta¢do microbiana. No caso de enzimas microbianas,
a primeira etapa para obté-las consiste na identificagdo do micro-organismo
produtor. A linhagem de interesse pode ser adquirida de uma cole¢do de cul-
turas ou selecionada a partir de amostras de solo, dgua, ar, tecidos vegetais,
tecidos animais e outras fontes’®. Nesse contexto, os recursos oriundos da
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Figura 4.11 Etapas envolvidas no desenvolvimento de um processo biocatalitico.

biodiversidade representam um manancial inesgotavel para impulsionar as
pesquisas nesta area.

A partir das fontes primdrias, ferramentas poderosas como a metagend-
mica, proteOmica e bionformdatica podem ser utilizadas na constru¢do de
bancos de genes que codificam diferentes enzimas, visando a sua producio
em grandes quantidades através de clonagem e expressao’®. A obtencao de
catalisadores de interesse industrial estd atualmente muito facilitada pelo uso
de técnicas de biologia molecular. Assim, uma vez identificada uma enzima
de interesse, seu gene pode ser clonado, preferencialmente em leveduras e
bactérias, e a proteina catalitica ser expressa em grandes quantidades®’-*5.

A etapa seguinte é a caracteriza¢do da enzima quanto as suas proprieda-
des bioquimicas, condi¢bes ambientais de atuagdo, exigéncia de cofatores,
identifica¢do de possiveis ativadores e inibidores, estabilidade etc.

As propriedades do biocatalisador de interesse podem ser melhoradas,
alcancando-se maior estabilidade operacional e habilidades cataliticas espe-
cificas, através do emprego de técnicas avancadas de evolucido dirigida
(mimetizacao do darwinismo in vitro, combinando muta¢io com selecao de
variantes com as propriedades desejadas) e de desenho racional (mutagdes
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sitio-dirigidas com o intuito de trocar com precisio certos aminoacidos da
enzima), aproximando ainda mais a biocatdlise do setor industrial'-3¢-3%:58,

A otimizag¢dao de um processo bioquimico, microbiano ou enzimaitico,
para obten¢do do maximo rendimento em produto e produtividade, é uma
tarefa complexa. Tradicionalmente, sio empregadas abordagens empiricas,
nas quais sdo investigados efeitos da formula¢ao do meio reacional (concen-
tra¢dao de substrato, concentracao do biocatalisador, presenca/concentragao
de aditivos, for¢a ionica, eventual presenca de solventes organicos) e dos
parametros operacionais (pH, temperatura, tempo, aeragdo e outros). Os
principais inconvenientes desse tipo de abordagem sio o grande numero de
experimentos necessarios, a grande demanda de tempo e, principalmente, o
fato de os fatores serem investigados individualmente, ignorando-se os efei-
tos interativos entre eles. Porquanto, é crescente a aplicacido, com sucesso,
de métodos estatisticos na otimizacao de bioprocessos. Usualmente, numa
primeira etapa os principais parametros sao selecionados e, a seguir, com-
binados em faixas minimas e maximas, de acordo ferramentas estatisticas
(planejamento fatorial), que permitem considerar muitas varidveis envolvi-
das de maneira simultanea. Avaliando-se estatisticamente as respostas pré-
-selecionadas para traduzir a eficiéncia do processo, é possivel aplicarem-se
varias etapas sequenciais de planejamento experimental. Observando-se as
tendéncias assumidas pelo processo a partir da influéncia de cada variavel
e das possiveis combinagdes entre elas, pode-se refinar paulatinamente os
resultados em direcdo a otimizacdo do processo’* 2,

A recuperacdo e purificagao do produto, especialmente os de uso farma-
céutico, representa uma das etapas de maior custo, podendo chegar a 75%
do valor total'®. A defini¢ao das operacdes dessa etapa depende de muitos
fatores, como: tipo de bioconversio (microbiana, enzimatica, biocatalisa-
dor livre ou imobilizado); caracteristicas do produto (tamanho da molécula,
concentragao, solubilidade, polaridade, volatilidade, entre outras); proprie-
dades fisico-quimicas do meio reacional (viscosidade, densidade, presenca de
impurezas e particulas indesejaveis); grau de pureza requerida; e forma final
do produto (liofilizado, cristalizado, solido, liquido concentrado etc.)’'-6364,

O cumprimento das etapas da Figura 4.11 revela a relativa complexidade
técnica envolvida no uso da tecnologia enzimatica ou microbiana em proces-
sos de bioconversio. No entanto, dada a constante pressdo pela inovagido e a
busca de alternativas para os poluentes e encarecidos derivados do petréleo,
cada vez mais as grandes companhias quimicas tém envidado esfor¢os para
estabelecer competitividade nesse setor.
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4.4 CENARIO INDUSTRIAL

4.4.1 Aplicacoes industriais precedentes

O alicerce cientifico que permitiu estabelecer bases para os maiores
avangos industriais na bioconversiao do século XX foram duas descobertas
simultaneas realizadas no final dos anos 1950: aquela feita por G. Beadle
e E. L. Tatum, que demonstrou que cada enzima produzida por um orga-
nismo estava condicionada a um gene especifico (hipdtese “um gene x uma
enzima”); e a de J. Lederberg, sobre as possibilidades de recombinag¢ao gené-
tica e a organizagdo genética das bactérias'>®’. Ambas deram suporte para
a descoberta do DNA recombinante por S. N. Cohen e H. Boyer em 1973¢¢,
que gerou a engenharia genética e as possibilidades de clonagem. Essa tec-
nologia foi rapidamente absorvida nos processos de transformag¢ées micro-
bianos, inicialmente para a produ¢ao de pequenas moléculas.

Em 1984, a Novozymes desenvolveu uma amilase maltogénica
(Maltogenase®) como a primeira enzima para uso na industria de amido
obtida de um organismo geneticamente modificado!’. Em seguida, uma cepa
de bactéria foi modificada geneticamente para produzir o acido 2-ceto-L-
-guldnico, projetando uma rota bem mais curta para a vitamina C do que
aquela estabelecida cinquenta anos antes a partir do D-sorbitol®’. Essa se
tornou a base para o desenvolvimento da planta de produgdo estabelecida
em 1999 na Alemanha pela BASE, Merck e Cerestar, que fermentava o sor-
bitol diretamente para 2-ceto-L-gulonico®. A tecnologia enzimatica ainda
foi aplicada na producdo da acrilamida e da L-carnitina!, estabelecidas pela
Nitto Chemical Ltd (Japao) e pela Lonza (Republica Tcheca), respectiva-
mente. A primeira dessas moléculas é comercializada como commodity, atin-
gindo o amplo mercado de produtos de aditivos e agentes floculantes em
geral. O processo desenvolvido em sua obten¢do envolve a conversao por
Rodococcus sp., numa reacdo suave, com 100% de rendimento, além de
outras vantagens inerentes a um processo limpo e sustentavel. Em resumo,
na segunda metade do século XX, um painel com uma dezena de peque-
nas moléculas obtidas por biotransformacgdo realizada por células integras
estava disponibilizado por sete grandes empresas (Figura 4.12)'3.

Um setor que rapidamente ganhou importancia dentro dos bioprocessos
foi a produgido de polimeros, com a emblematica obtencdo do poli-hidroxi-
butirato, um polimero de alto valor agregado devido a sua aplicagao médica.
E obtido pela fermentacio de Escherichia coli modificada geneticamente
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para expressar a biossintese desse composto®”. O polimero, denominado
“Biopol”, possui uma tecnologia de producdo altamente econdmica, detida

pela Zeneca Bio Products.
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Figura 4.12 Moléculas com produgdo industrial por bioconversdes catalisadas por células integras, na segunda metade do século XX.

Figura elaborada com base em Vasic-Racki, 2006%.



158 Biotecnologia Aplicada a Agro&IndUstria

Por seu lado, a aplicacdo de enzimas em processos industriais mais recen-
tes tem seu marco inicial na producido do golden syrup (“xarope dourado”)
pela companhia inglesa Tate & Lyle, durante a Segunda Grande Guerra,
utilizando uma invertase adsorvida em carvdo animal”®. O produto é uma
mistura de glicose e frutose (1,5 vezes mais doce que a sacarose) originada
pela inversiao da sacarose induzida por uma enzima, que entdo substituia o
papel hidrolitico do 4cido sulfirico sobre o dissacarideo. Esse pode ter sido
também o primeiro uso industrial de uma enzima imobilizada. Poucos anos
depois, ocorreu a produgdao de aminoacidos a partir da a¢do hidrolitica da
aminoacilase sobre aminodacidos acilados. Essa enzima também era imobi-
lizada em uma fase contendo Sephadex e empacotada no biorreator’’. Em
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Figura 4.13 Obtencdo dos precursores B-lactdmicos 6-APA e 7-APA por via enzimdica.
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1966, a mesma empresa japonesa que desenvolveu o uso da aminoacilase, a
Tanabe Seiyaku, refinou o processo e aumentou a propor¢ao de frutoses nos
xaropes, por intermédio da acdo da glicose isomerase sobre a-D-glicose. Um
ano depois, a Clinton Corn Processing Company introduziu no mercado um
“xarope dourado” inteiramente obtido por a¢do enzimadtica sobre o xarope
bruto de milho”!.

As crescentes tentativas de imobilizar enzimas, inicialmente para a produ-
¢do de aminodacidos, viriam a contribuir também para os avancos da enge-
nharia dos bioprocessos, levando, por exemplo, a projecdo de sistemas de
reator com membrana, na Alemanha, na década de 198072, As possibilidades
de filtragdes seletivas em pontos estratégicos do fluxo operacional da bio-
conversao traz uma série de vantagens aos processos e produtos finais.

Paralelamente, outros avancos na engenharia deveram-se a necessidade
de acoplar aos bioprocessos as operacoes de separacdo e purificacao de pro-
dutos. Por exemplo, os sucessivos enriquecimentos do “xarope dourado”
em frutose levaram a purifica¢do dessa substancia por cristalizacio e, poste-
riormente, ao surgimento de uma enzima comercial, imobilizada e altamente
estavel, a “Sweetzyme T”. Esta é produzida pela empresa dinamarquesa
Novo para aplicacido na industria de amidos, visando produzir xaropes com
altos teores de frutose'®. Outro exemplo de sucesso de enzima imobilizada é
a lactase, obtida de levedura, que hidrolisa a lactose (de baixa solubilidade e
pouco doce) para uma mistura de glicose e galactose. Esse processo permitiu
que uma companhia italiana situada em Mildao fosse a primeira a comercia-
lizar leite livre de lactose”s.

Na drea farmacéutica, o exemplo mais proeminente é sem duvida a pro-
du¢do dos intermedidrios dcido 6-aminopenicilanico (6-APA), acido 7-ami-
nocefalosporanico (7-ACA) e 4acido 7-amino-desacetoxicefalosporanico
(7-ADCA). Trata-se de trés moléculas-chaves para a semissintese de intime-
ros derivados de antibidticos B-lactamicos, nos processos de busca por molé-
culas mais efetivas ou de mais amplo espectro contra patdgenos cada vez
mais resistentes. O processo hoje em voga para produzir 6-APA é o mesmo
de cinquenta anos atrds e envolve a acdo da penicilina acilase sobre a peni-
cilina G ou V. O 7-ACA ¢ obtido usando-se como material de partida a cefa-
losporina C e seu tratamento sequencial é operacionalmente controlado com
duas enzimas distintas, conforme foi desenvolvido pela parceria entre as
empresas japonesas Toyo Jozo e a Asahi Chemical Industry (Figura 4.13)7°.
Em ambas as etapas, as vantagens econdmicas e ambientais sio enormes.
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4.4.2 Possibilidades industriais

Ainda nos dias de hoje, considera-se que o trabalho de desenvolver um
bioprocesso e conduzi-lo apropriadamente a producio e comercializa¢ao de
algum insumo pode demorar até vinte anos’!'>»7*. Mesmo com esse panorama,
os exemplos de processos desenvolvidos na metade final do século XX mul-
tiplicaram-se para alcancar, até 2006, mais de 150 processos estabelecidos
em escala industrial®3. Parte das razoes desse crescimento, em menor periodo
de tempo, é o proprio acimulo de know-how naturalmente decorrente dos
esfor¢os precedentes em transformar resultados de pesquisas em tecnologias
viaveis. Ha que considerar também as frequentes inovagdes incrementais,
relacionadas a reacoes especificas e materiais diversos envolvidos nas varias
etapas que compdem os processos cataliticos (Figura 4.11). Complementar-
mente, a engenharia dos bioprocessos deve considerar os fundamentos cien-
tificos da engenharia voltados para desenvolver processos, produtos e ser-
vigos relacionados a induastria quimica e farmacéutica, de maneira racional,
sustentavel e segura. Além disso, sempre é fundamental, para uma industria,
a reducdo de custos de seus processos, de maneira geral.

Em termos de volume de produgido, o mercado atual é representado por
produtos resultantes de bioconversdes voltadas para a drea de alimentos,
principalmente a produg¢do de carboidratos, que ultrapassa 10.000 ton/
ano. Logo em seguida aparecem a acrilamida (mondémero) e o intermedia-
rio 6-APA, com produg¢oes que modulam entre 100 ton/ano e 10.000 ton/
ano, considerando-se as dezenas de processos de bioconversoes existentes.
Ja em termos de diversidade molecular, a maioria das bioconversoes indus-
triais gera produtos para a quimica fina, apontando para o setor farma-
céutico (com alguma inser¢ao de cosméticos) como o principal responsavel
por essa demanda'!. Em termos de valor agregado, as moléculas de apelo
farmacéutico — que atuarao como principios ativos em medicamentos ou
em intermediarios para obté-los —, ainda que produzidas em menor volume,
contrabalancam os valores gerados pelos produtos destinados ao mercado
de alimentos.

Existe também o mercado especifico das enzimas. Por exemplo, as hidrola-
ses sdo as enzimas mais utilizadas na biotransformag¢io industrial, consideran-
do-se suas subclasses de lipases, proteases, amidases e glicosidases, destinadas a
produtos especificos para o mercado. Aqui, sdo relevantes a hidrolise dos polis-
sacarideos em agucares monoméricos e a fabricacao de acrilamida (hidrélise do
grupo nitrila), que respondem por um mercado amplo. As liases e transferases
também estdo entre as mais utilizadas. Podem ser exploradas para construir
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moléculas e criar centros quirais, e por isso sdo importantes nas sinteses assi-
métricas e de farmacos. Contudo, sio usadas preferencialmente quando inseri-
das em células, ja que assim os requisitos por ATP ou outros cofatores estardo
preenchidos. Essa preferéncia por sistemas envolvendo células também se da
para as oxidorredutases, ja que as células podem usar o metabolismo primario
para regenerar os cofatores redox'!. Uma subclasse bastante importante de
enzima sio as monoxigenases, capazes de catalisar, de forma eficiente e espe-
cifica, a inser¢do de um atomo de oxigénio em cadeias alifaticas de compostos
organicos, reacao de dificil obtencdo em sintese organica’>”’%.

Sem duvida, o principal aspecto da aplicacdo de sistemas de bioconversio
na drea farmacéutica é a obten¢ao de compostos quirais de interesse. Assim,
desidrogenases, dehalogenases, monoxigenases, dioxigenases, acilases, ami-
dases, lipases, nitrilases, liases, epéxido-hidrolases, descarboxilases, hidan-
toinases, oxidorredutases, transaminases aldolases e catalase, entre outras,
tém sido estudadas para: resolucao de compostos racémicos; sintese assi-
métrica de compostos quirais enriquecidos enantiomericamente; sintese de
alcodis, amino alcodis, aminoacidos e aminas quirais; sintese assimétrica por
condensacdo alddlica e condensagio aciloinica; hidroxilagao e epoxidagido
enantio e régio seletivas; sintese quimioenzimatica de didis quirais®*¢7.7%:80,

Um denominador comum a totalidade dos processos industriais com base
em catalise enzimatica é a busca da seletividade na bioconversao, que pode
envolver aspectos de regiosseletividade e quiralidade. As possibilidades de
aplicag¢ao dessa tecnologia sio tao amplas quanto a gama de enzimas exis-
tentes, sejam elas ja isoladas e disponiveis, incorporadas em micro-organis-
mos ou expressadas por estes. O planejamento de uma bioconversio pode
ser inferido a partir das etapas da Figura 4.11, avaliando-se a natureza do
produto que se objetiva obter, na perspectiva das caracteristicas gerais dos
bioprocessos e suas modalidades. Assim, devem-se considerar, entre outros
desdobramentos, as seguintes questdes:

® selecao do sistema da bioconversao, com emprego de enzimas ou de
células integras;

e planejamento para se atingir a eficiéncia 6tima do processo selecio-
nado (que pode ser ensaiado, numa etapa de prospecgdo);

® questdes técnicas imediatas como condic¢des reacionais, imobiliza¢do
do agente bioconversor, custo e disponibilidade do catalisador, esfor-
¢os necessarios para separacdo e purificagao do produto etc;

e requisitos de engenharia necessarios para executar o projeto; e

e valor agregado do produto.
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Figura 4.14 Representacdo esquemdtica de um processo de bioconversdo microbiana: (1) produgdo de massa celular; (2) bioconversio;
e (3) separacdo e purificacdo do produto.

Por fim, o custo-beneficio do processo deve justificar os investimentos, o
que implica em estratégias de inovagao que extrapolam as questdes técnicas,
como conhecer processos competitivos, concorrentes, nichos de mercado etc.

4.5 PROTOCOLO GERAL PARA A TECNICA

Esta secdo apresenta, de maneira resumida e esquemadtica, uma orientagao
geral para executar os processos de bioconversido, descrevendo de maneira
genérica as etapas necessarias. Também sio abordados apenas os casos
com biocatalisador livre em sistemas aquosos. Obviamente, ha cuidados
que concernem as especificidades de cada processo reacional em particular.
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Detalhamentos dos sistemas, como o emprego de diferentes enzimas etc., sao
cobertos pelas referéncias citadas ao longo do texto.

4.5.1 Bioconversao microbiana

O processo de bioconversao microbiana compreende diversas operagdes,
as quais podem ser divididas em trés conjuntos principais, representados
pelos blocos na Figura 4.14: (1) a produgdo de massa celular; (2) o processo
em si de bioconversdo; e (3) as etapas de separagdo e purificagao do produto.

O primeiro conjunto de opera¢des consiste na produ¢do de massa celular
e compreende o preparo e a esterilizacio do meio de propagacdo, o preparo
do in6culo e a produgio celular propriamente dita.

E importante notar que a manutencio e a preservacio dos micro-orga-
nismos sdo etapas de extrema importancia para assegurar a sua viabilidade
e prevenir mudancas genéticas que levem a reducdo ou perda de proprieda-
des fenotipicas. Técnicas de manutengdo e conservacao de micro-organismos
sao descritas na literatura e incluem repicagens periddicas, conservagao em
parafina ou em glicerol, liofiliza¢do e crioconservagao®.

As caracteristicas e necessidades nutricionais variam entre 0s micro-or-
ganismos, e aquelas do micro-organismo de interesse devem ser muito bem
conhecidas para que a etapa de producido de biomassa seja cumprida com
sucesso. De maneira geral, para o crescimento de um micro-organismo é
necessario o suprimento de agua, fontes de carbono e energia, nitrogénio,
oxigénio, elementos minerais (fosforo, enxofre, potdssio, calcio, magné-
sio, sodio, ferro, entre outros), elementos tragos (manganés, cobre, zinco,
molibdénio, cromo, niquel, cobalto, boro, entre outros); além de fatores de
crescimento, quando necessarios (certos aminodcidos, purinas, pirimidinas
ou vitaminas que 0 micro-organismo em questao nio seja capaz de sinteti-
zar)8182
¢oOes assépticas. Dessa forma, o meio de cultura, assim como o ar (em pro-
cessos aerdbicos), deve ser esterilizado antes de fornecido a cultura’’56-6483,

O crescimento microbiano pode ser realizado em cultivos submersos ou
cultivos no estado solido, sendo os primeiros os mais utilizados. Nesse caso,
as fermentagdes sao conduzidas em frascos agitados (em escala de laboraté-
rio) ou em biorreatores aerados e agitados mecanicamente, seja em escala de
laboratoério, piloto ou industrial. Os parametros operacionais, tais como pH,
temperatura, consumo de oxigénio e formac¢do de didxido de carbono, devem
ser medidos e controlados de maneira a garantir a manuteng¢ao das condic¢oes

. Para prevenir contaminacdes, o bioprocesso é conduzido em condi-
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6timas de cultivo dos micro-organismos. Os bioprocessos submersos podem
ser operados em modos de batelada simples, batelada alimentada ou condu-
¢ao continua, visando atingir altos rendimentos e produtividade adequada
em células. Fundamentos tedricos e aspectos praticos sobre cultivos de micro-
-organismos em escala de laboratério e industrial, incluindo todas as etapas
envolvidas, estio amplamente descritos na literatura’!-36:6483,

Uma vez obtido o biocatalisador (células integras), é entdo iniciada a
etapa de bioconversdo propriamente dita (etapa 2 da Figura 4.14). Caso
haja necessidade de substituir o meio reacional utilizado no crescimento
celular, a separacao das células pode ser efetuada por centrifugagio, fil-
tragdao, sedimentagao’-*>%4, Nesta etapa sao adicionados o substrato a ser
transformado, os aditivos especificos para a reagdo de interesse e, caso se
trate de uma reag¢do de oxidagdo, o suprimento de ar no reator. O pH, a
temperatura e, eventualmente, a concentragao de oxigénio dissolvido devem
ser monitorados e corrigidos, de forma a garantir a manuteng¢ao das condi-
¢Oes Otimas determinadas para o processo. Da mesma forma que o cultivo
celular, a bioconversio pode ser operada nos modos de batelada simples,
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Figura 4.15 Representacdo esquemdtica de um processo de bioconversdo enzimdtica. (1) Bioconversio; e (2) separado e purificacto
do produto.
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batelada alimentada ou condug¢ido continua, visando atingir altos rendimen-
tos e produtividade.

Segue-se entdo o conjunto de etapas de isolamento e purifica¢ao do pro-
duto (etapa 3 da Figura 4.14), cujo primeiro passo é uma separag¢ao sélido
liquido para retirar as células, que podem ser recicladas para uma nova
bioconversdo. A etapa seguinte é a concentra¢do do produto, realizada por
precipitacdo, filtracio em membranas ou extragdo liquido-liquido. Segue-se
a etapa de purificag¢do final, efetuada por cromatografia ou cristalizagao.
Conforme ja mencionado, as caracteristicas fisico-quimicas do produto e do
meio reacional, assim como o grau de pureza pretendido, irdo determinar os
procedimentos que serdo adotados. A literatura especializada em bioproces-
sos descreve detalhadamente essas operagoes®!4%3,

4.5.2 Bioconversdo enzimatica

O processo de bioconversdao enzimdtica é bem mais simplificado quando
comparado a bioconversao microbiana. A primeira compreende apenas as
etapas de bioconversdo propriamente dita, sendo complementada com o
isolamento e purificagio do produto final, subentendendo-se que o bioca-
talisador, constituido de enzima(s) isolada(s), foi adquirido no mercado ou
produzido in loco em uma etapa separada (Figura 4.15). Detalhes sobre os
multiplos aspectos relacionados a producido de enzimas podem ser encon-
trados na literatura'’s°.

A diferenca fundamental entre a bioconversdo enzimadtica e a microbiana
¢ que esta ultima contém particulas em suspensdo (células microbianas),
enquanto na primeira o catalisador esta dissolvido no meio reacional. Todos
os outros aspectos ja abordados para a bioconversao microbiana se aplicam
a enzimatica.

4.6 PERSPECTIVAS

Apesar da importancia fundamental que vem assumindo, a aplicacao de
processos de bioconversao em escala industrial esta, contudo, em sua infan-
cia. O numero de micro-organismos e sistemas enzimaticos avaliados até o
momento ainda é infimo considerando-se o potencial existente. Ressalte-se
também o custo ainda bastante elevado das enzimas disponiveis no mercado.
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Assim, entre as a¢des que podem impulsionar a introdu¢do de novas enzimas
e organismos voltados para a finalidade da bioconversio, estio:

e Intensificar a triagem tradicional para identificar novos biocatalisa-
dores promissores, a partir de buscas em nichos inexplorados da bio-
diversidade; o que inclui a prospeccao de organismos extremoéfilos,
que crescem em ambientes indspitos.

e Combinar técnicas modernas de prospecgdo (high throughput
screening) com ferramentas de bioinformatica e metagendmica para
acessar novas espécies microbianas e identificar novas enzimas.

e Utilizar ferramentas da biologia molecular (clonagem molecular,
mutagénese dirigida ou randémica, evolu¢do dirigida de biocatali-
sadores) para ampliar as possibilidades de recombina¢do genética e
gerar, de maneira eficiente e com apelo industrial, micro-organismos e
enzimas feitos “sob medida” (tailor-made) para aplicagoes especificas.

e Acumular informagoes sobre organismos-enzimas, agregando dados
obtidos através de estudos sobre genomas, transcriptomas, proteomas
e metabolomas.

e Estimular os estudos de predi¢do estrutura-funcio, visando ampliar o
acesso a variedade de enzimas para uso como ferramentas de sintese
organica.

® Desenvolver novas e eficientes técnicas para reciclagem de cofatores.

e Incentivar estudos aplicados nas areas de quimica e bioquimica de
proteinas, assim como de engenharia bioquimica.

A necessidade do desenvolvimento autossustentavel, que pressupde o uso
de matérias-primas renovaveis por processos que gerem produtos de quali-
dade com tecnologias limpas, as crescentes regulamenta¢oes governamentais
e o estimulo oferecido pelo preco crescente da energia e progresso cienti-
fico nesta area deverao certamente impulsionar o desenvolvimento dessas
novas tecnologias.
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