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Descrigdo: Participando individualmente da 12 edicdo do Creative Reactions Brasil, 2022, a artista britdnica
Amy Bonsor teve a colaboracdo da pesquisadora Cintia Milagre, do 1Q-Unesp. Inclusive, o trabalho
resultante da pareceria foi denominado Biocatalysis — sendo a Biocatalise area de interesse da cientista.
“Meu objetivo foi capturar o fascinio de Cintia com a transformacdo do substrato em produto por meio de

reacdo quimica”, conta Bonsor, que ndo somente conversou sobre os objetivos e processos da pesquisa,
mas realizou passeios virtuais ao laboratorio.

Fonte: https://pintofscience.com.br/creativebr/
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OU ISTO OU AQUILO

(Cecilia Meireles)

Ou se tem chuva e ndo se tem sol,

ou se tem sol e ndo se tem chuval

Ou se calca a luva e ndo se pdes o anel,

ou se pde o0 anel e ndo se calca a luva!

Quem sobe nos ares ndo fica no chao,

guem fica no chdo ndo sobe nos ares.

E uma grande pena que n3o se possa

estar ao mesmo tempo nos dois lugares!

Ou guardo o dinheiro e ndo compro o doce,

ou compro o doce e gasto o dinheiro.

Ou isto ou aquilo: ou isto ou aquilo...

e vivo escolhendo o dia inteiro!

N3o sei se brinco, ndo sei se estudo,

se saio correndo ou fico tranquilo.

Mas ndo consegui entender ainda

qual & melhor: se é isto ou aquilo.



“Entre a vida e a morte, hd uma biblioteca. E, dentro dessa
biblioteca, as prateleiras ndo tem fim. Cada livro oferece
uma oportunidade de experimentar outra vida que vocé
poderia ter vivido. De ver como as coisas seriam se tivesse
feito outras escolhas. Vocé teria feito algo diferente, se
houvesse a chance de desfazer tudo do que se
arrepende?”

“Ha vidas em que vocé toma diferentes decisdes. E essas
decisdes levam a resultados distintos. Se tivesse feito
apenas uma coisa de maneira diferente, vocé teria uma
histéria de vida diferente.”

Matt Haig em A Biblioteca da Meia-Noite.



A escolha é possivel, em certo sentido, porém o que nao
é possivel é ndo escolher. Eu posso sempre escolher, mas
devo estar ciente de que, se ndo escolher, assim mesmo
estarei escolhendo.

Jean-Paul Sartre
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Desenvolvimento sustentavel e a Quimica

Sustentabilidade, um termo que se tornou corriqueiro na sociedade em geral, no meio
empresarial, académico e industrial. Quando um termo se torna tdo popular ele corre o risco de
evoluir para um cliché e perder o seu verdadeiro peso conceitual, levando inclusive a distorcdes
sérias como o Green Washing (“Lavagem Verde”, “Maquiagem Verde”, “Pintado de Verde”).” Mas
afinal, o que é sustentabilidade e desenvolvimento sustentavel? Segundo a Comissdao Mundial da
ONU (Organizacdo das NacGes Unidas) sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento, “o
desenvolvimento sustentavel é o desenvolvimento que atende as necessidades do presente sem
comprometer a capacidade das geracdes futuras de atender as suas proprias necessidades.”! Ou
seja, a sustentabilidade pressupde que os recursos sdo finitos e devem ser usados de forma
conservadora e sensata, tendo em vista as prioridades de longo prazo e as consequéncias das
formas como os recursos sdo usados.? Quando falamos em sustentabilidade estamos falando
sobre o0s nossos filhos, sobrinhos e netos, e o mundo que deixaremos para eles.

Se hoje a sustentabilidade é uma preocupacdo da maioria, ou pelo menos deveria ser, ndo
foi sempre assim. Anteriormente a década de 1950 ndo havia preocupacdo alguma com as
guestdes ambientais, seja por parte da industria, dos 6rgdos reguladores e mesmo da maior parte
da sociedade civil ao redor do mundo. A indUstria quimica, uma das principais beneficiarias da
tecnologia do pds-guerra crescia em ritmo acelerado e com ela a poluicdo ambiental. Foi sé a partir
da primeira metade do século XX que comecaram a surgir as primeiras acdes sobre
sustentabilidade, com foco nos efeitos nocivos dos compostos quimicos - em especial dos
pesticidas - a longo prazo sobre o meio ambiente. Um marco histérico é a publicacdo do livro
Primavera Silenciosa, em 1962, resultado de anos de pesquisa da bidloga, ecologista, cientista,
escritora e ativista - Rachel Carson - que descreve a devastacdao que determinados produtos
quimicos teriam sobre os ecossistemas locais.®> Rachel Carson lutou contra o lobby da industria

guimica no senado e congresso norte-americanos e, a despeito de ser uma mulher quando a

nou nou

* Greenwashing (do inglés, "lavagem verde", “maquiagem verde”, “pintado de verde”) consiste no ato de divulgag3o
falsa sobre sustentabilidade e representa a tentativa de disfarcar a posicdo de uma empresa ou organizacdo em
relacdo relacdo a sustentabilidade de seus produtos e/ou praticas, seja usando publicidade, colocando informacdes
indevidas nos rétulos ou gerando selos, propagandas e discurso de falsa sustentabilidade.
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igualdade de género ndo estava na pauta do dia, conseguiu despertar a opinido publica sobre a
necessidade de maior protecdao ambiental, criacdo e implentacdo de leis que assegurassem isso.
Este livro serviu como um alerta para a sociedade, e inspirou movimentos ambientalistas
modernos, um verdadeiro exemplo de divulgacdo e comunicacdo cientifica de sucesso. Foi apenas
em 1969, gque o Congresso norte-americano reconheceu a importancia da questdo ambiental e
aprovou a Lei Nacional de Politica Ambiental (National Environmental Policy Act - NEPA) que foi
assinada em 1° de janeiro de 1970.* O objetivo desta lei foi criar e manter condicdes sob as quais
o0 homem e a Natureza pudessem existir em harmonia produtiva. Ainda em 1970, o presidente
americano Richard Nixon criou a Agéncia de Protecdo Ambiental (Environmental Protection
Agency - EPA), uma agéncia reguladora dedicada exclusivamente a protecdo da saide humana e
do meio ambiente. > A primeira grande decisio da EPA foi proibir o uso de DDT
(diclorodifeniltricloroetano) e outros pesticidas quimicos nos EUA. A partir de entdo, os estatutos
e regulamentos ambientais se disseminaram a um ritmo exponencial. Em 1972, aconteceu a
primeira sessdo plendria da Conferéncia das Nacdes Unidas sobre o Meio Ambiente Humano, em
Estocolmo-Suécia.b Esta conferéncia teve como resultado mais importante o de alertar o mundo
para 0s prejuizos que a destruicdo do ecossistema poderia causar para a humanidade.’

A Quimica ocupa um papel central no desenvolvimento da humanidade e fornece as
ferramentas essenciais para atender as demandas da sociedade moderna como, por exemplo,
solucBes no ambito das ciéncias médicas e farmacéuticas, sistemas de telecomunicacbes e
informatica, producdo agroindustrial compativel com o aumento da populacdo mundial, dentre
outros. Isto é possivel porque a Quimica transita intimamente entre a Fisica e a Biologia,
fornecendo o conhecimento molecular tanto das propriedades fisicas da matéria e dos materiais
guanto dos sistemas vivos. Entretanto, em inUmeras situacdes, para se produzir uma determinada
substancia sdo necessarios materiais de partida, reagentes, solventes e auxiliares intrinsecamente
téxicos e que quando produzidos em larga escala podem causar danos ao meio ambiente e aos
individuos que lidam com tais substancias, seja na cadeia produtiva ou no uso das mesmas. Para
reduzir o risco ambiental e ocupacional associado a producdo e aplicacdo de compostos quimicos,
marcos regulatérios tém sido estabelecidos, incluindo punicdes juridicas, especialmente para o

setor industrial .®?
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Entre os anos 1980 e 1990, varios termos foram introduzidos no cenario da Quimica como,
quimica limpa, quimica ambiental, quimica verde, quimica benigna e quimica sustentavel. A
expressao “Quimica Verde” foi usada pela primeira vez em 1991 por Paul Anastas e John Warner
em um programa especial lancado pela Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA) dos EUA para
implementar o desenvolvimento sustentavel em quimica pela indUstria, academia e governo.® A

Figura 1 mostra marcos historicos importantes para o desenvolvimento da Quimica Sustentavel.

[  Conceito de ~ Foi elaborado o
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Estocolmo ; ; residuos : ; Agenda 21 :
"""""""""" - Criagdo do MMA-Brasil | \/)
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. Chemistry”

Figura 1. Aspectos histéricos do desenvolvimento da Quimica Sustentavel
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A Conferéncia das NacBes Unidas sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento (United
Nations Conference on Environment on Development - UNCED), realizada em 1992 no Rio de
Janeiro, ficou conhecida como “Cupula da Terra”, “Eco-92” e “Rio-92”. Esta Conferéncia chamou
a atencdo do mundo sobre os perigos que ameacam a vida no Planeta e a necessidade de aliancgas
mundiais a favor de uma sociedade sustentdvel. Nessa reunido foi elaborado um documento de
40 capitulos denominado Agenda 21, que constituiu uma tentativa de promover, em escala
mundial o desenvolvimento sustentavel.*! Foi também em 1992 que se criou no Brasil o Ministério
do Meio Ambiente que tem como missdo “promover a adoc¢do de principios e estratégias para o
conhecimento, a protecdo e a recuperacdo do meio ambiente, o uso sustentavel dos recursos
naturais, a valorizacdo dos servicos ambientais e a insercao do desenvolvimento sustentavel na
formulacdo e na implementacdo de politicas publicas, de forma transversal e compartilhada,
participativa e democratica, em todos os niveis e instancias de governo e sociedade”.*? No Brasil,
a partir de meados dos anos 90 varias atividades relacionadas ao tema Quimica Verde tiveram
inicio e vem aumentando exponencialmente desde ent3o.!341>

Em 1997, foi criado o "Green Chemistry Institute" uma organizacdo sem fins lucrativos que
visa a incorporac3o e difus3o dos principios de quimica verde.'® O instituto foi fundado por varias
organizacdes participantes como, por exemplo, EPA-EUA, Universidade da Carolina do Norte e
organizacdes industriais. Em 2001, o Instituto de Quimica Verde tornou-se parte da Sociedade
Americana de Quimica (American Chemical Society, ACS), a maior sociedade cientifica profissional
e organizacao associativa para os quimicos do mundo.

Em 1998, os 12 Principios da Quimica Verde foram propostos por Paul Anastas e John C.
Warner no livro, Quimica Verde: Teoria e Pratica.l’ Estes principios s3o diretrizes para o
desenvolvimento sustentdvel em quimica e devem ser considerados, quando se pretende
implementar processo quimicos em uma inddstria ou instituicdo de ensino e investigar a
aceitabilidade ambiental dos mesmos para a fabricacdo de produtos guimico. Em 2001, o Prof.
Niel Winterton propos um segundo conjunto de doze principios da Quimica Verde gue sugere que
0s quimicos académicos realizem planejamentos na pesquisa laboratorial a fim de avaliar a
sustentabilidade dos processos, principalmente no que concerne ao aumento de escala.181920.21

Quando se pensa em aumento de escala e processos quimicos industriais ndo hd como separar a
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Quimica da Engenharia Quimica e assim, em 2003, Paul Anastas e Julie Zimmerman formulam os
12 Principios da Engenharia Verde.??

Em 2012, foi realizada no Rio de Janeiro a conferéncia Rio +20, que marcou 202 aniversario
da UNCED. O objetivo desta conferéncia foi renovar o compromisso politico com o
desenvolvimento sustentavel e avaliar o progresso feito até o momento, além de abordar novos
desafios emergentes.?® Deste encontro surge o documento Agenda 2030 para o desenvolvimento
sustentdvel.?* A Quimica tem um papel fundamental para alcangcarmos a sustentabilidade em seus
aspectos ambientais, econdmicos e sociais e colaborar para que os 17 Objetivos do
Desenvolvimento Sustentavel (ODS) e suas 169 metas associdas, propostos pela Agenda 2030 da
ONU sejam colocados em pratica, principalmente no momento em que estamos vivendo, ja que
2020-2030 foi definida como a década da a¢do.2>%°

Durante algum tempo houve uma confusdo conceitual entre Quimica Sustentdvel e
Quimica Verde. Para muitos, ainda hoje, os dois termos sdo usados como sindbnimos. Entretanto,
segundo John Warner - um dos pais fundadores da Quimica Verde - a Quimica Sustentavel é mais
ampla e transversal, um guarda-chuva que abriga diversas dreas, dentre elas a Quimica Verde,

como pode ser ilustrado na Figura 2.

ustentabilidade

Economia

Tecnologias Controle  Quimica Purificagéov Energh
produtds remediacéo de verde de agua alternativ.
jicos exposicoes

Principio i Principio  Principio  Principio  Principio  Principio  Principio  Principio i Principio  Principio  Principio v Principio
No 1 No 2 No 3 No 4 No 5 No 6 No 7 No 8 No 9 No 10 No 11 No 12

Figura 2. Aspectos da sustentabilidade, Quimica Sustentavel e Quimica Verde (adaptado de slide

cedido por John Warner)
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A Quimica Verde é definida pela IUPAC (Internacional Union of Pure and Applied
Chemistry) como “a invencdo e a aplicacdo de produtos e processos quimicos que sdo
desenvolvidos de forma a reduzir ou eliminar o uso e a geracdo de substancias perigosas”.?’ Por
invencdo, entendemos “concepcdo”, e ndo é a toa que este seja 0 conceito mais importante
dentro desta definicdo, uma vez que a concepcao envolve reflexdes para o planejamento dos
produtos, processos e sistemas almejados. Planejar e implementar reacdes e processos quimicos
sustentaveis compreende uma mudanca de paradigma para quimicos e engenheiros, uma nova
maneira de encarar a forma como a quimica deve ser desenvolvida. Os quimicos e engenheiros
devem estar unidos, pois é simplesmente impensdvel e improvavel que haja o desenvolvimento
sustentavel da quimica e areas afins sem que estes dois profissionais trabalhem juntos, de forma
colaborativa e complementar. As diretrizes que norteiam as acdes para o desenvolvimento de
processos quimicos sustentdveis sdo apresentadas nos Quadros 1 e 2 que contém os 12 Principios
da Quimica Verde e os 12 Principios da Engenharia Verde, respectivamente.

Quadro 1. 12 Principios da Quimica Verde?®

Prevengdo

Economia de dtomos

Reagbes com compostos de menor toxicidade
Desenvolvimento de compostos seguros
Diminuigdo do uso de solventes e auxiliares
Eficiéncia energética

Uso de substancias renovaveis

Evitar a formagdo de derivados

1
2
3
4
5
6
7
8
9

Catalise

[y
o

Desenvolvimento de compostos degradaveis

[N
[N

Andlise em tempo real para a prevengao da polui¢do

[y
N

Quimica segura para a prevengao de acidentes
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Quadro 2. 12 Principios da Engenharia Verde?3

Deve-se avaliar as entradas e saidas e também o ciclo de vida dos produtos, processos e sistemas
Prevenir poluentes é mais vantajoso que trata-los

Processos de separagdo e purificagdo devem ser desenvolvidos para minimizar o consumo de energia e
materiais

Produtos, processos e sistemas devem ser desenvolvidos para abranger o maximo de eficiéncia em relagdo
tempo, energia, massa e espago

Produtos, processos e sistemas devem ser puxados para a saida em vez de ser puxado para a entrada

Entropia e complexidade embutida devem ser vistas como um investimento quando se escolhe o desenho
para reciclagem, reuso ou descarte benéfico
Durabilidade em vez de imortalidade

Atender as necessidades, evitar os excessos
Minimizar a diversidade de materiais
Integrar os fluxos de matéria e energia

Projeto para “vida apds a morte” comercial

A entrada de materiais e energia deve ser renovavel em vez de esgotavel

Ao longo dos ultimos anos, os esforcos em desenvolver uma quimica mais verde e
sustentavel vem sendo reconhecido através de diferentes premiacdes, inclusive nos Prémios
Nobel de Quimica. Dentre eles, varias premiacdoes relacionadas ao 92 Principio da Quimica Verde
— Catalise: utilizar catalisadores que ajudem a aumentar a seletividade das reacdes, diminuir a
geracdo de residuos, reduzir os tempos reacionais e demandas de energia — e que foi definida por

|H

Paul Anastas como o “pilar fundamental” da Quimica Verde.?® Em 2001, os pesquisadores
Knowles, Noyori e Sharpless foram laureados com o Prémio Nobel de Quimica pelo
desenvolvimento da catalise assimétrica usando catalisadores metalicos. Quatro anos depois, em
2005, Chauvin, Grubbs e Schrock foram laureados com o Nobel de Quimica pelo desenvolvimento
do método de metdtese em sintese organica que também utiliza catalisadores metalicos. J& em
2018 foi a vez da catélise enzimatica (ou biocatalise) ser reconhecida e a profa. Frances Arnold foi
laureada com o Prémio Nobel de Quimica por seu pioneirismo no desenvolvimento da evolucdo

dirigida de enzimas enquanto, em 2021, List e MacMillan foram laureados pelos desenvolvimentos

na area de organocatdlise assimétrica.>® Estes prémios ajudaram a solidificar a importancia da
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pesquisa em Quimica Verde e a criar uma consciéncia entre pesquisadores de que o futuro da

guimica deve contemplar o desenvolvimento sustentavel.

“..green chemistry is not just a catchphrase. It is an indispensable principle of chemical research
that will sustain our civilized society in the twenty-first century and further to the future.”

R. Noyori, Synthesizing our future, Nature Chemistry, 2009, 1, 5-6.

R. Noyori, Nobel de Quimica em 2001

Biocatalise

Atualmente, os quimicos organicos sintéticos possuem um arsenal de catalisadores -
catalisadores metalicos, organometdlicos, organocatalisadores, catalisadores de transferéncia de
fase e os biocatalisadores - disponiveis para serem utilizados nas mais variadas reacdes quimica,
de forma mais verde, cada um deles com suas vantagens e desvantagens.

Os biocatalisadores sdo macromoléculas bioldgicas com funcdo catalitica como, por
exemplo, as proteinas (enzimas) e alguns acidos nucléicos (RNA, ribozimas e DNAs). Dentre esses,
as enzimas sdo os biocatalisadores mais amplamente empregados no contexto da Quimica
Organica Sintética e, para fins de clareza, daqui para frente o termo biocatalisador se referira
exclusivamente a enzimas. Na biocatdlise ou catdlise enzimatica acontece a transformacao de um
substrato ndo-natural, em um numero limitado de etapas, catalisadas por células integras que
contém enzimas ou por enzimas isoladas (puras, parcialmente purificadas ou na forma de extrato
enzimatico bruto) oriundas de micro-organismos (bactérias, leveduras, archeas), fungos
filamentosos, plantas, animais e vegetais. Enquanto a nomenclatura dos compostos quimicos é
definida pela IUPAC, a nomenclatura e classificacdo das enzimas é regulamentada pela IUBMB
(International Union of Biochemistry and Molecular Biology).3! As enzimas s3o classificadas em 7
(sete) categorias baseado no tipo de transformacdo quimica que elas catalisam: EC 1-
oxidorredutases; EC 2 — transferases; EC 3 — hidrolases; EC 4- liases; EC 5 — isomerases; EC 6 —

ligases e EC 7 —translocases.
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Se desejamos utilizar a biocatalise para uma ou mais etapas de reacdo precisamos realizar
o planejamento retrossintético e verificar se existe(m) enzima(s) disponivel(is) para a(s)
reacdo(Bes) de interesse.3333%3> Em geral um processo biocatalitico passa pelas etapas

apresentadas na Figura 3.

Producao do Biocatalisador

"

Produto

SV
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Figura 3. Etapas de um processo biocatalitico

Uma vez que a reacdo quimica alvo tenha sido definida e exista uma enzima capaz de
catalisar tal reacdo inicia-se pela selecdo do biocatalisador onde metodologias de triagens
enzimaticas (experimentais ou in silico) sdo realizadas. Na sequencia é definido se o biocatalisador
serd utilizado na forma de célula integra ou enzima isolada, a depender de pardmetros como
estabilidade da enzima fora do meio celular e requerimento de cofatores, dentre outros. A
caracterizacdo do biocatalisador - determinacdo das condi¢des reacionais (pH, temperatura,
solvente etc) e cinética enzimatica - € fundamental para conhecermos as condi¢des ideiais de
operacionalizacao deste catalisador para fins das reacdes quimicas de interesse em pequena e em
larga escala. As informacdes estruturais serdo imprescindiveis para a etapa de evolucdo do
biocatalisador, ou seja, modificagcdes estruturais da enzima visando aumentar sua estabilidade,

aceitacdo de substratos, seletividade e até mesmo a criacdo de novas enzimas para catalisar
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reacBes ndo naturais (ndo existentes na Natureza). Uma vez que estas etapas tenham sido
superadas segue-se para 0s estudos envolvendo a otimizacdo visando a aplicacdo do
biocatalisador nas reacdes organicas, como por exemplo, se os biocatalisadores serdo imobilizados
para fins de reuso, utilizados em sistemas multifasicos para faciliar a extracdo do produto, como
sera realizada a regeneracdo dos cofatores (quando necessario). Por fim, é necessario definir os
parametros do processo, se a reacdo acontecera em batelada ou em regime de fluxo continuo,
qual o tipo de reator serda o mais adequado, se serd uma Unica reacdo ou reacdes em cascatas
(enzimaticas ou quimioenzimaticas) e com serd realizada a etapa de extracdo, isolamento e
caracterizacdo do(s) produto(s) desejado(s). Ao longo de todo este processo, é desejavel que as
questdes relacionadas a sustentabilidade ambiental e econbmica sejam mantidas em mente e
alinhadas com os aspectos da Quimica Sustentdvel e os Principios da Quimica Verde.

A escolha dos biocatalisadores dentre os outros tipos de catalisadores disponiveis oferece
algumas vantagens intrinsecas, como por exemplo, as enzimas sdo originadas de fontes
renovaveis, sdo biodegradaveis e apresentam baixa ou nenhuma toxicidade. Em geral requerem
condicdes brandas de reacdo trabalhando em faixas de pH e temperatura ndo extremas e pressao
atmosférica. Podem ainda apresentar uma elevada quimio-, regio- e estereosseletividade o que
resultara em menor formacdo de subprodutos e residuos tornando o consumo energético
menor.3® Entretando, ndo devemos nos contentar com anélises qualitativas simplistas. Sera que
realmente a dgua ou meios aquosos tamponados, os mais utilizados nas reagdes enzimaticas, sdo
solventes “verdes” para as reacdes organicas quando grande parte dos compostos organicos
(materiais de partida e produtos) apresentam baixa solubilidade nestes solventes?3’*%3% No
ambiente académico ainda precisamos cultivar o habito de calcularmos as métricas de
sustentabilidade para todos os processos e reacdes, independente do tipo de catalisador utilizado,
para que diante de andlises quantitativas possamos tomar as melhores decisdes possiveis.*

Durante muitos anos a maioria dos quimicos organicos sintéticos resistiram a biocatalise.
Ndo pela baixa eficiéncia dos biocatalisadores, muito pelo contrario, mas pela pouca ou nenhuma
familiaridade dos Quimicos com o manuseio de micro-organismos, gracas as grades curriculares
pouco abrangentes dos cursos de Quimica. Aliado a isso, ainda exite a necessidade de

infraestrutura de equipamentos para se trabalhar com microbiologia e biologia molecular,
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diferentes daquelas existentes nos laboratérios convencionais de quimica orgénica. E, para
desestimular ainda mais os quimicos organicos sintéticos cldssicos a se aventurarem pela
biocatdlise, a oferta de enzima comerciais era bastante limitada em termos de variedade de
classes de enzimas e atividade enzimatica relativamente baixas. Provavelmente, estes e outros
fatores levaram a criacdo de alguns mitos relacionados a biocatalise como:

1. Asenzimas sdao muito caras;

2. Asenzimas sdo (termicamente) instaveis;

3. Asenzimas sdo ativas apenas em meio aquoso e temperatura ambiente;

4. Asenzimas apresentam elevada especificidade de substrato (conceito chave-fechadura de

Fischer e o paradigma de uma enzima-um substrato-uma reacao);
5. Os processos enzimaticos apresentam baixa produtividade volumétrica (processos com

taxas de diluicdo elevadas e operagdes unitarias downstream complicadas);

Felizmente, a comunidade académica constatou o que o setor indutrial ja havia percebido
ha bastante tempo, todos esses apontamentos ndo passam de equivocos que podem ser
discutidos e derrotados caso a caso, com exemplos de sucesso sendo executados em escala
industrial por industrias farmacéuticas, de quimica de especialidades e da quimica de
commodities.**? No passado, o processo biocatalitico era idealizado em torno das limita¢cdes da
enzima, como por exemplo: baixa estabilidade, baixa seletividade ou seletivada “errada”, atividade
insuficiente ou margem estreita de aceitacdo de substratos, inibicdo pelo produto ou substrato e
robustez insuficiente nas condi¢cdes operacionais e, nestas condicdes o processo podia ser
considerado quase como um pesadelo.*>4* Atualmente, o acesso ao sequenciamento de genomas
(hd mais de 20.000 genomas microbianos depositados em bancos de dados publicos) permite a
identificacdo de inUmeras enzimas e, com o desenvolvimento da bioinformatica houve uma
facilidade no acesso a um nimero cada vez maior de enzimas que poderdo ser utilizadas como os
pontos de partida para a evolucdo das enzimas. Através de técnicas como a evolugdo dirigida,
enzimas conhecidas podem ser melhoradas e novas enzimas podem ser criadas enquanto a
tecnologia do DNA recombinante propicia a melhoria na producdo das enzimas, tornando-as

economicamente vidveis para aplicaces industriais.*> Por fim, tecnologias de imobilizacdo de
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biocatalisadores (células e enzimas) propiciam que melhores formulacGes das enzimas sejam
desenvolvidas, aumento assim o seu tempo de prateleira e possibilidade de reuso. Todos estes
fatores juntos sdo responsaveis para que as enzimas sejam projetadas para atender as
especificacdes do processo e, o que era um pesadelo passou a ser um sonho, como ilustrado na

Figura 4.4

Evolucao

Catalisador

Processo dos

Processo pesadelo sonhos

Processo comprometido

para acomodar o catalisador Catalisador ¢ adaptado

ao processo

Figura 4. Evolugao da relagdo entre o processo e o biocatalisador

O desenvolvimento na area da biocatalise para melhorar as propriedades intrinsecas dos
biocatalisadores e que possibilitaram sua aplicacdo em processos industriais, atendendo as
restricBes operacionais exigidas pelos mesmos, tem permitido que uma grande variedade de
enzimas robustas sejam produzidas e comercializadas a precos razoaveis.*” Atualmente hd
praticamente uma enzima para cada tipo de reacdo de quimica organica conhecida do ponto de
vista retrossintético, tais como clivagem e formacdo de novas ligacdes C-C, C-heteroatomo,
oxidacdes e reducdes, dentre outras.*®4%°0 E para os casos onde n3o existe um biocatalisador
existente na Natureza capaz de substituir os catalisadores quimicos, como por exemplo, para
catalisar as reacdes de ciclopropanacdo, reacdo de insercao N-H, reacao de sulfimidacdo, reacao
de aziridinacdo, reacdo de aminacdo C-H, reacdes para formacdo de ligacdo C-Si ja é possivel

desenvolver enzimas “in-house” para tais reacdes.>°%°3°45356,57,58

As perspectivas para o desenvolvimento e obtencdo de (novos) biocatalisadores recaem

na engenharia de proteinas baseada nos requisitos do processo; na melhoria nas ferramentas de
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andlise de bioinformatica; nos ensaios enzimaticos de ultra alto desempenho e no melhor
planejamento das rotas enzimadticas através de andlises retrossintéticas. Provavelmente, os
guimicos organicos sintéticos capazes de usar o potencial que os biocatalisadores oferecem terdo
uma clara vantagem sobre aqueles limitados ao uso de métodos cataliticos ndo bioldgicos. Isto se
deve ao fato de que as habilidades de lidar com a resolucao de novos problemas na interface entre
a quimica e a biologia como, por exemplo, aqueles decorrentes da necessidade de usar matérias-
primas renovaveis, exigirdo conhecimentos minimos nas areas de Quimica e Biologia.

A biocatdlise é uma estratégia importante e se tornara uma das principais tecnologias para
a fabricacdo de produtos quimicos. O préximo grande desafio dependera do conhecimento, visao
e inspiracdo dos quimicos para criar reacdes que nem a biologia e nem a quimica sintética
conquistaram, e desta forma a evolucdo dirigida nos levara aonde a biologia nunca foi. No Brasil
existem varios grupos de pesquisa consolidados na darea de biocatdlise, entretanto ainda é
necessario um grande avanco na drea de engenharia de proteinas, em especial utilizando técnicas
de evolucdo dirigida de enzimas e na formacao de recursos humanos especializados para atuarem
na area quimioenzimatica.>® Adicionalmente, as agéncias de fomento, nacionais e internacionais,
comecam a desempenhar um papel importante como forca motriz para que os pesquisadores
submetam propostas minimamente alinhadas a Quimica Verde e, desta forma, a Quimica passara

a contribuir de forma mais expressiva com os Objetivos do Desenvolvimentos Sustentavel.

Contribuigdes para a drea

As enzimas possuem inUmeras aplicacGes dentro da Quimica Orgénica. As minhas
contribuicdes para a area, a partir da minha contratacdo na UNESP, estdo direcionadas para trés
aspectos: (i) prospeccdo e producdo de enzimas; (ii) uso de biocatalisadores como ferramenta para
a degradacdo de compostos organicos e (iii) uso de biocatalisadores como ferramentas para a
sintese organica. Estas contribuicdes serdo apresentadas de forma resumida e critica, sem entrar
nos detalhamento de cada uma delas, jd que os resultados e dados experimentais estdo publicados

e disponiveis na literatura cientifica citada ao longo do texto a seguir.
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Prospecgao e produgdo de enzimas

A prospeccdo de enzimas pode ser realizada experimentalmente ou in silico. Inicialmente
trabalhamos com o desenvolvimento de métodos de selecdo e triagens enzimaticas de alta
eficiéncia para realizar a bioprospeccdo de linhagens de micro-organismos selvagens da
biodiversidade brasileira quanto a presenca das enzimas nitrila hidratases (NHases, EC 4.2.1.84).
As nitrila hidratases sdo enzimas que catalisam a hidratacdo de nitrilas nas respectivas amidas de
forma seletiva, sem passar pelo intermedirario acido carboxilico. ®° Elas apresentam um enorme
potencial biotecnoldgico e tém sido usadas em processos industriais na sintese de compostos com
valor agregado como a acrilamida, uma importante commoditie quimica que conta com producao
atual de > 100.000 tonelada/ano, através de processos biotecnoldgicos empregados por grandes
companhias como a BASF.®! Elas também sdo usadas na sintese de insumos para a inddstria
farmacéutica, como no processo biotecnoldgico usado pela companhia Lonza, para a producdo de
duas formas da Vitamina B3, a nicotinamida ou niacinamida e o acido nicotinico ou niacina, a partir
da 3-cianopiridina. Mundialmente sdo produzidas aproximadamente 35.000 a 40.000
toneladas/ano dessas formas de Vitamina B3 e a demanda por nicotinatos estd aumentando.®%63
Além das aplicagBes em sintese, as nitrilas hidratases também podem ser applicadas em processos
de biodegradacdo.®

Entretanto, as nitrilas hidratases sdao enzimas que fazerm parte do metabolismo de
aminoacidos e, na maioria dos casos, estdo associadas as enzimas amidases (EC 3.5.1.4) —
responsaveis pela hidrolise de amidas em acidos carboxilicos — em uma cascata enzimatica.
Alternativamente ao metabolismo de nitrilas através do caminho nitrilas hidratases/amidases ha
o caminho das nitrilases (Nase, EC 3.5.5.1), enzimas que catalisam a hidrdlise direta das nitrilas em

acidos carboxilicos, sem gerar a amida intermedidria, como apresentado no Esquema 1.
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Esquema 1. Metabolismo de nitrilas na Natureza

As duas primeiras etapas utilizadas em nossa estratégia para a bioprospeccao de nitrilas
hidratases foram: (i) buscar por novas enzimas através do isolamento de micro-organismos de
solos brasileiros e (ii) desenvolver um método de triagem enzimatica de alta eficiéncia capaz de
distinguir entre as enzimas nitrila hidratases e nitrilases.

A nossa colecdo de culturas microbianas foi construida a partir do isolamento de bactérias
de solos impactados com compostos nitrilados a fim de usar a prépria pressao de selecdo natural,
ou seja, Se 0s micro-organismos vivem em areas ricas em compostos nitrilados eles provavelmente
produzem enzimas capazes de metabolizarem esses compostos. Paralelamente, isolamos micro-
organismos de areas de protecdo ambiental para compararmos o perfil da microbiota dos dois
tipos de areas selecionadas. As dreas impactadas com nitrilas escolhidas para a coleta de solo
foram o solo do entorno um reservatério de dgua de manipueira (dgua da lavagem da mandioca),
rica em glicosideos cianogénicos, e o solo de plantacdes de cebola cuja principal erva daninha é
combatida com o uso do agrotoxico ioxinil, um herbicida benzonitrilado. A coleta dos solos das
fazendas de cebolas foi realizada em colaboracdo do Engenheiro Agrbnomo David Moreira. Para
a coleta de solos ndo impactados, escolhnemos a divisa da UNESP campus Rio Claro com a area de
protecdo ambiental Floresta Estadual Edmundo de Andrade Navarro, conforme ilustrado na Figura

5.
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Figura 5. Coleta de solos para o isolamento de bactérias. A) Solo impactado com herbicida
benzonitrilado ioxinil em fazendas de cebolas em S3o José do Rio Pardo —SP; B) Solo e agua
impactado com glicosideos cianogénciso em reservatério de descarte de dgua de manipueira em
Santa Maria da Serra — SP; C) Solo ndo impactado com nitrilas na divisa entre o campus da UNESP

Rio Claro e a Floresta Estadual Edmundo de Andrade Navarro em Rio Claro — SP.

A partir desses solos construidos uma cole¢do microbiana com 130 bactérias. No
isolamento dos micro-organismos utilizamos métodos de selecdo bacteriana para excluir fungos
pois 0 nosso interesse futuro envolveria a imobilizagdo das células visando o reuso dos
biocatalisadores em diferentes processos. Na sequéncia desenvolvemos um método de triagem
enzimatica inédito para a distingdo das enzimas nitrila hidratases e nitrilases.®®> Este ensaio
colorimétrico miniaturizado em placas de 96 pocos é baseado na detecdo de diferenca de pH
combinado com a adicdo de inibidores de amidase. Utilizando esta metodologia em nossa colecao
bacteriana recém construida obtivemos 19 (dezenove) hits positivos para bactérias isolada em
areas impactadas e nenhum hit positivo para as bactérias isoladas da drea ndo impactada. Dos 19
(dezenove) hits, 03 (trés) apresentaram atividade de nitrila hidratases, 12 (doze) apresentaram
atividade de nitrilases e 05 (cinco) apresentaram atividades para as duas enzimas. O ensaio

enzimatico esta ilustrado na Figura 6.
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Figura 6. Triagem de linhagens bacterianas produtoras de nitrila hidratase e nitrilase usando
mandelonitrila como substrato em uma microplaca de 96 pocgos. Linha A: experimentos de
controle: A1-A3 mandelonitrila, A4-A6: mandelamida, A7-A9: 4cido mandélico; A10-A12: DEPA. A:
tempo zero; B: tempo = 36 h. * A foto foi tirada de baixo para cima. Linhas B, C, D, F, G e H:
diferentes microrganismos isolados foram verificados quanto a sua capacidade de hidrolisar

mandelonitrila.

Os 03 (trés) micro-organismos que apresentaram resultados promissores para atividade
nitrila hidratase foram identificados pela amplificacdo da sequencia 16S rDNA (gene 16S rRNA) na
PCR (Polymrease Chain Reaction) através do sequenciamento Sanger sendo um deles identificado
como Lysinibacillus boronitolerans e os outros dois como Bacillus cereus. Além da colegao de
culturas microbianas construida in-house adquirimos diferentes linhagens de bacterias da Colecao
de Culturas Tropical Fundacdo André Tosello, reconhecidamente produtoras das enzimas do nosso
interesse, e que foram utilizadas como controle positivos e como biocatalisadores nos processos

qgue desenvolvemos a posteriori.
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Para fins de aplicacdo biotecnolégica dificiimente se utiliza a linhagem microbiana
selvagem pois a expressdo e producdo enzimatica sdao baixas. Para contornar esta limitacdo, uma
das alternativas é o isolamento do gene da enzima de interesse seguida da super expressao
heterdloga em outro hospedeiro, geralmente em células de E. coli (procarioto) ou Pichia sp.
(eucarioto). Em parceria com a profa. Sonia Rodriguez Giordano, da Universidad de |la Republica —
UDELAR em Montevideo — Uruguai, empregamos a metodologia de clonagem livre de restricdo
(RF, do inglés Resctriction Free) para o desenvolvimento de um método de clonagem e expressdo
da enzima nitrila hidratase.®® As metodologias de clonagens cldssicas sdo dependente de ligacdo
(Ligation-Dependent Cloning, LDC) e tém sido gradualmente substituida por técnicas de clonagem
independente de ligacdo (Ligation-Independent Cloning, LIC). Uma delas, a clonagem livre de
restricdo (RF) foi originalmente desenvolvida para a introducdo de um DNA alvo em um plasmideo
em qualguer posicdo desejada. Ela € uma abordagem mais simples e baseada na realizacdo de
duas reacdes em cadeia da polimerase (PCR) para inserir qualquer fragmento de DNA em qualquer
posicdo de um vetor, independentemente dos sitios de restricdo e ligacdes. O método de
clonagem RF apresenta vantagens técnicas, como, por exemplo, permitir uma insercdo precisa e
perfeita do inserto de DNA sem quaisquer sequéncias adicionais desnecessarias, de forma
eficiente e adequada para clonagem de alta produtividade. Do ponto de vista pratico a técnica de
clonagem RF evita o gasto com kits de biologia molecular caros e com prazos de validade mais
curtos. O grande desafio durante este trabalho foi adequar esta metodologia para a nossa enzima
de interesse, a nitrila hidratase, que é dimérica, possuindo um gene que codifica a subunidade a,
outro gene que codifica a subunidade B e ainda necessita de um gene ativador. Um dos vetores
por nés planejado e que foi utilizado para a construcdo do plasmideo recombinante por RF est3

apresentado na Figura 7.
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Figura 7. Esquema do vetor recombinante pACYCDuet-1-NHase

O método de clonagem RF foi efetivo na clonagem do gene NHase de R. erythropolis ATCC
4277, independente dos sitios de restricdo, e a co-expressao dos genes (subunidades a e B e gene
ativador) produziu uma NHase ativa. Estes estudos geraram um bom método de producdo desta
nitrila hidratase no Milagre Lab, fato que nos da uma vantagem competitiva aos nos tornarmos
independentes da aquisicdo comercial desta enzima, em geral via processos de importacdo
demorados, para as nossas pesquisas.

Apesar das enzimas NHases serem bastante versateis e empregadas amplamente em
processos industriais, como mencionado anteriormente, a maioria das NHases reportadas na
literatura apresentam algumas limitacGes como a baixa estabilidade térmica (temperatura 6tima
20-35 °C), baixa estereosseletividade e apresentam escopo de substrato reduzido.®® Em geral
essas enzimas exibem preferéncia por nitrilas com pouca substituicdo no carbono alfa, reagindo
melhor com nitrilas primdarias como substrato, apresentando pouca atividade em nitrilas

secundarias e tercidrias, como ilustrado na Figura 8.
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Figura 8. Perfil de substratos das enzimas nitrila hidratases (NHase)

A NHase de R. erythropolis ATCC 4277 recém clonada no Milagre Lab é uma dessas enzimas
gue ndo aceita substratos volumosos e apresentou baixa estereosseletividae. Com o objetivo de

melhorar estas propriedades realizamos mutacdes sitio dirigidas, uma estratégia basesada no
design racional (Figura 9). ¢’
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Figura 9. Estratégias para obtenc¢do das modificagdes nas enzimas

Na mutagénese sitio dirigida mutacdes pontuais sdo inseridas nas enzimas de interesse em
uma PCR usando primers contendo as mutacdes. O foco de insercdao das mutacdes foi no sitio

ativo da enzima, de modo a aumentar o espaco ali disponivel, permitindo assim que compostos
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mais volumosos, entre eles nitrilas secundarias e terciarias, pudessem ser usados como substrato
pela NHase. A primeira etapa deste trabalho consistiu na realizacdo de estudos de ancoragem
molecular com a enzima nitrila hidratase recombinante de Rhodococcus erythropolis ATCC 4277
para a determinacao dos residuos de aminodcidos proximos ao sitio ativo que contribuem para
gerar impedimento estérico no local e, portanto, seriam os alvos das mutacdes. A Figura 10
exemplifica um desses dockings. Nessa fase inicial foram identificados quatro residuos volumosos
no sitio ativo que acarretaram em interagdes negativas com os substratos: trés tirosinas (Y7, Y72
e Y76) pertencentes a subunidade beta da enzima, e um residuo de triptofano (W118) pertencente
a subunidade alfa. Desses residuos foram entdo selecionados como opc¢des para a construcdo dos
mutantes. Optamos iniciar as mutacdes com o residuo de W118, ja que este é o aminoacido que
possui maior cadeia lateral e, em todas as variantes avaliadas apresentou resultados positivos na

ancoragem do substrato difenilnitrila, uma nitrila impedida estericamente.

Figura 10. Dockings com a NHase selvagem de Rhodococcus erythropolis

Em seguida foram construidos os modelos para as variantes W118A, W118S, W118H e

W118D e realizados os procedimentos cldssicos para obtencdo dos mutantes pelo método de
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mutagénese sitio dirigida comecando pelo desenho dos primers, seguido da obtencdo das
variantes enzimaticas via PCR e avaliacdo dos mutantes W118A-1, W118D-1, W118H. A Figura 11
ilustra parte deste processo e apresenta um dos geis de SDS-page obtidos para alguns dos

mutantes gerados.
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Figura 11. Gel SDS-page para os mutantes W118A-1, W118A-2, W118H-1, W118D-1
Legenda: M= marcador de peso molecular (BenchmarkTM Unstained Protein Ladder), 1= fracdo ndo
induzido W118A-1, 2= fracdo soluvel W118A-1, 3=fracdo insoluvel W118A-1, 4= fracdo ndo induzido
W118A-2, 5= fracdo soluvel W118-2, 6=fracdo insolivel W118A-2, 7= fracdo ndo induzido W118D-1, 8=
fracdo soluvel W118D-1, 9=fracdo insoluvel W118D-1, 10= fracdo ndo induzido W118H-1, 11= fracdo
solivel W118H-1, 12=fracdo insoltvel W118H-1.

Quando os mutantes produzidos foram avaliados experimentalmente frente aos
substratos volumosos infelizmente ndo foi observada atividade para nenhuma das variantes
obtidas. Esta foi a nossa primeira tentativa de realizar a engenharia do biocatalisador. Os dados
apresentados na literatura para este tipo de trabalho envolvem a construcdo e avaliagdo de
centenas e milhares de mutantes, muitas vezes usando sistemas robotizados.®®% Apesar dos
resultados insatisfatorios obtidos nesta primeira tentativa estamos confiantes de que este é o
caminho a seguir na busca por melhores biocatalisadores.

Adicionalmente, temos produzido outras enzimas no Milagre Lab, como as -
transaminases (o-TA, EC 2.6.1.x) e as alcool desidrogenases (ADH, EC 1.1.1.x). Entretanto nesses
dois casos nao trabalhos no desenvolvimento e construcao dos plasmideos, eles foram obtidos ja

prontos para serem transformados em células de E. coli, em colaborac¢@es internacionais com os
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prof. Uwe Bornscheuer e prof. Frank Hollmann que nos forneceram os plasmideos de m-
transaminases de alcool desidrogenases, respectivamente.

Durante este anos iniciais estive, de certa forma, refém das enzimas disponiveis
comercialmente e daquelas para as quais tive acesso aos plasmideos o que limitou as
possibilidades de reacdes e investigacdes que pretendia realizar. Com a experiéncia, o know-how
e a infraestrutura conquistada, estamos iniciando no Milagre Lab uma nova estratégia, a aquisicao
de genes sintéticos personalizados, sob encomenda comercial, o que garantird maior agilidade e

independéncia na escolha das perguntas que pretendemos buscar por respostas.

Uso de biocatalisadores como ferramenta para a biodegradagdao de compostos organicos

O Brasil é um pais de base agricola que faz uso exagerado de agrotdxicos em suas
plantacdes em pequena e larga escala. Adicionalmente, para nossa triste surpresa, durante os 4
(quatro) anos do governo Bolsonaro, foram liberados 2.184 agrotdxicos, numero recorde
registrado desde o inicio da série histdrica, segundo os dados divulgados pela Coordenacdo-Geral
de Agrotoxicos e Afins (CGAA), ligada ao Ministério da Agricultura.’®’! Dentre as diferentes classes
de agrotdxicos, estdo os herbicidas. Apesar da importancia do uso de herbicidas para o controle
de ervas daninhas na agricultura, estes pesticidas oferecem riscos ao meio ambiente, uma vez que
causam a poluicdo do solo e consequentemente a poluicdo da dgua nos lencdis fredticos. Além
disso, em funcdo de sua toxicidade, oferecem riscos ocupacionais a salde humana e riscos a saude
animal.

No Brasil, os herbicidas benzonitrilados Bromoxinil (Buctril®), Diclobenil (Casoron 67) e
loxinil (Totril®) sdo ou foram amplamente utilizados nas culturas de cana-de-aglcar, macieira e
cebola/ alho, respectivamente. O Bromoxinil possui registro exclusivo para exportagdo, o Totril®
(octanoato de ioxinila e o ioxinil) é comercializado pela empresa alema Bayer (Crop Science
Division), enquanto o Diclobenil, por sua vez, teve sua monografia excluida em 2002 (Resolucdo

RDC n2 347 de 16 de dezembro de 2002) sendo proibida sua utilizacdo desde ent3o.”? Entre os
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herbicidas citados acima, somente o Totril® tem autorizacdo do Ministério da Agricultura, Pecudria
e Abastecimento (MAPA) para comercializagdo e utilizacdo em plantacées de cebola e alho.”

De posse de uma colecdo microbiana isolada de solos impactados com herbicidas
benzonitrilados, comecamos a estudar as rotas enzimaticas da biodegradacdo do herbicida
octanoato de ioxinila/ioxinil, regulamentado no Brasil pela ANVISA para uso em lavouras de cebola
e alho. A elevada solubilidade do herbicida e seus produtos de degradacdo em agua e,
consequente dificuldade de extracdo dos mesmos para solventes organicos, impossibilitaram que
as analises foram realizadas através de cromatografia gasosa, equipamento que disposmos em no
Milagre Lab para andlises de rotina. Assim, a identificacdo e monitoramento dos produtos de
biodegradacdo foram realizados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas - HPLC-MS/MS utilizando o HPLC-MS/MS do laboratério multiusuario
sob a responsabilidade do grupo de Eletroquimica do IQ-UNESP.

O estudo das rotas enzimaticas para a biodegradacdo do octanoato de ioxinila foi realizado
com as diferentes bactérias isoladas por membros do Milagre Lab e presentes em nossa Colecao
de Culturas Microbiana.”* Ao longo de 7 dias de monitoramento, foi possivel detectar 5 (cinco)
produtos de biodegradacao (acido-3,5-di-iodo-4-hidroxibenzoico, acido-3-iodo-4-
hidroxibenzoico, 2,6-di-iodo  fenol, 3,5-di-iodo-4-hidroxibenzonitrila e  3,5-di-iodo-4-
hidroxibenzamida), que foram identificados e caracterizados por HPLC-MS/MS. Dentre esses
verificou-se que os produtos 2,6-di-iodo fenol e acido-3-iodo-4-hidroxibenzoico ainda ndo haviam
sido relatados na literatura. As enzimas envolvidas na formacado destes produtos de biodegradacao
foram identificadas como sendo: nitrilase, nitrila hidratase, desalogenase e hidrolase, conforme
apresentado na Figura 12. Segundo os dados da literatura, os produtos de biodegradacao
supracitados sdo menos toxicos quando comparados ao herbicida Totril®. Além disso, os
resultados sobre o tempo necessario para a biodegradacdo e as taxas de biodegradacdo

observados neste estudo foram melhores que os descritos na literatura.”
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Figura 12. Produtos de biodegradagdo do octanoato de ioxinila/ioxinil e as respectivas enzimas

sugeridas envolvidas neste catabolismo.

Apesar desses resultados promissores, durante os anos subsequentes nao foi possivel dar
continuidade a outros estudos envolvendo biodegradacdes de compostos organicos devido ao
acesso limitado aos equipamentos necessarios para os experimentos de monitoramento de rotina
dos produtos de biodegradacdo e dependéncia de outros outros laboratérios de pesquisa. Com a
aposentadoria da profa. Lourdes Campaner dos Santos o Milagre Lab passou a ser o responsavel
por um dos HPLCs que ficavam anteriormente sob sua responsabilidade. Este equipamento
associado a aprovacdo dos itens solicitados na Chamada CNPg/MCTI-FNDCT CT-Petro No 43/2022
- Combate a poluicdo no mar e ambientes marinhos causada pelo plastico e seus subprodutos
permitird que os estudos de biodegradacdo do grupo sejam retomados, a comecar por aqueles

envolvendo a intensificacdo do processo biocatalitico de degradacdo de polietileno tereftalato
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(PET) presente em oceanos, através da utilizacdo de diferentes plataformas enzimaticas,

comecando pelas poliéster hidrolases (cutinases), lipases e PETases.””

Uso de biocatalisadores como ferramenta para a sintese organica

As enzimas nitrila hidratase foram o primeiro carro chefe no laboratério tanto para os
estudos envolvendo a biodegradacdo de compostos organicos como para o desenvolvimento de
metodologias para a sintese de amidas a partir de nitrilas. Alguns estudos envolveram o uso de
nitrilas obtidas comercialmente em funcdo de, naquela época, ainda ndo termos condi¢des de
produzir as enzimas no Milagre Lab.

A sintese quimioenzimatica racémica do levetiracetam, o ingrediente farmacéutico ativo
de medicamento Keppra® utilizado no tratamento de epilepsia, e de analogos foi realizada com

sucesso e é apresentada no Esquema 2.7°
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Esquema 2. Rota retrossintetica utilizada para a sintese de amidas N-heterociclicas a-substituidas

Em comparacdo com outras rotas sintéticas descritas na literatura, a nossa rota foi
realizada em um menor nimero de etapas e utilizou reagentes e solventes mais verde, sempre
que possivel, melhorando o rendimento global e o carater de sustentabilidade. Esta sintese foi

realizada de forma racémica porque as nitrilas hidratases comerciais disponiveis apresentaram
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baixa enantiosseletividade. Varios pardametros foram avaliados na tentativa de contornar esta
limitacdo tais como temperatura, uso de liquidos iGnicos como solventes ndo convencionais,
triagens de 22 (vinte e duas) enzimas comerciais - imobilizadas e livres -, dentre outros. Neste
estudo ficou evidente a necessidade de engenheiramento das NHases, a fim de se obter melhores
conversdes e enantiosseletividade. Apesar dos resultados insatisfatorios em relacdo a
enantiosseletividade, este trabalho permitiu a determinacdo da configuracdo absoluta dos
compostos inéditos sintetizados durante este estudo, através da técnica de espectroscopia de
dicroismo circular eletrénico (ECD, do inglé Eletronic Circular Dichroism), em parceria com o prof.
Jodo Marcos Batista Junior, agregando dados experimentais valiosos para a comunidade cientifica.

Ainda fazendo uso de enzimas comerciais e com o inicio da producdo da nitrilas hidratase
de Rhodococcus erythropolis ATCC 4277 no Milagre Lab realizamos uma avaliacdo do escopo de
substrato, buscando identificar condicbes ideais para aplicacdo desta metodologia em sintese
organica.®® Pudemos constatar, como era esperado, a importanica da solubilidade dos compostos
de partida para o sucesso da catalise enzimatica. Como muitas nitrilas sdo pouco solldveis nos
meios aquosos tamponados foi necessario o uso de cossolventes organicos capazes de auxiliar na
solubilizacdo do substrato mas que ndo interferissem negativamente na atividade enzimatica.
Foram avaliados compostos aromaticos heterociclicos, compostos alifaticos e compostos
aromaticos contendo o anel benzénico substituido com grupos doadores e retiradores de elétrons
para se estudar os efeitos estereoeletrénicos nesses bezenos substituidos. Apesar da alta
semelhanca na sequéncia de aminodcidos com as NHases relatadas na literatura, a NHase R.
erythropolis ATCC 4277 , depende de Fe, produzida no Milagre Lab mostrou especificidade de
substrato diferente quando comparada as relatadas anteriormente, indicando que um numero
limitado de substituicGes em residuos de aminodcidos especificos nas subunidades a e B pode
explicar as diferencas na especificidade do substrato. Além disso, este novo biocatalisador
apresentou estereosseletividade moderada com um dos substratos testado, diferindo em
estereoquimica dos relatados anteriormente. Esta descoberta pode estabelecer as bases para
analises experimentos de engenharia de proteinas futuros.®®

Além dos estudos para o desenvolvimento de metodologias sintéticas com as nitrilas

hidratases temos trabalhado com outras classes de enzimas, como as ®-transaminases (»-TA, EC
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2.6.1.x) . Estas enzimas catalizam a rea¢do de aminacdo redutiva entre uma cetona e um composto
doador de amino. Um dos exemplos de aplicagdo industrial de ®-transaminases é na reagao de
aminacdo redutiva de um intermediario sintético na rota quimioenzimatica da sintese do
ingrediente farmacéutico ativo, a sitagliptina (Januvia® e Janumet®, utilizada para o tratamento
de diabetes.”” As w-transaminases sdo geralmente esterosseletivas e possuem dois bolsdes de

volumes diferentes préximo ao seu sitio ativo, conforme representado na Figura 13.

B B

RLY Rs 'S R

[(R)—seletiva ] [(S)—seletiva ]

Figura 13. Representacdo esquematica do sitio catalitico das m-transaminases.

No Milagre Lab dispomos de m-transaminases comerciais e também as produzimos através
de expressdo heterdloga em E. coli, tanto as (R)- como as (S)-seletivas. Elas tém sido utilizadas nas
investigacdes da reacdo de aminacdo redutiva enzimatica de cetonas pro-quirais, visando a sintese
de blocos construtores quirais de interesse comercial.

Em um dos trabalhos, investigamos a influéncia da presenca de um sistema a,B-insaturado
em um substrato modelo metilcetona, utilizando um conjunto de cinco ATAs do tipo selvagem,
duas com seletividade (R) e trés com seletividade (S) e uma variante de V. fluvialis modificada
geneticamente (ATA-256 do Codexis). Nas avaliagdes de escopo de substrato das w-transaminases
a modelagem computacional se mostrou importante para auxliar na racionalizacdo dos
resultados.”® Observamos uma alta taxa de conversdo (80 a 99%) e pureza 6ptica (78 a 99% ee)
para ambas enzimas (R)- e (S)-ATAs seletivas para o substrato 1-fenil-3-butanona, usando
isopropilamina (IPA) como um doador de amino. No entanto, a ligacdo dupla na posicdo a, do
anadlogo 4-fenilbut-3-en-2-ona reduziu drasticamente a reatividade do ATA de tipo selvagem,

levando a conversdes de <10% (sem afetar a enantiosseletividade). Em contraste, a variante de V.
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fluvialis desenvolvida comercialmente, ATA-256, ainda permitiu uma conversdo de 87%,
produzindo uma amina correspondente com >99% ee. Simula¢cdes computacionais de docking
mostraram que as diferencas de orientacdo e interacdes intermoleculares nos sitios ativos, foram
0s responsaveis para as alteracdes de atividade enzimatica observadas experimentalmente.

Uma ferramenta que tem se mostrado muito promissora para o desenvolvimento de rotas
sintéticas mais ambientalmente amigdveis para sinteses com multiplas etapas de transformacao
sdo as reacles em cascata, inspirado nas cascatas enzimaticas dos processos de biossintese nos
seres vivos.”® Ndo importa se serdo cascatas multienziméaticas ou quimioenzimaticas, o desafio em
todas elas é otimizar a compatibilidade das condi¢des do meio reacional para que mais de uma
reacdo aconteca em um Unico frasco de reacdo. Uma das grandes vantagens de se optar pelas
reacdes em cascata para a producdao de um determinado composto é que os intermediarios de
sintese ndo precisardo ser isolados e purificados, assim, ha uma reducdo significativa na geracao
de residuos e custos relacionados ao seu tratamento e, consequentemente, o consumo de
recursos como solventes, energia, espago e tempo.

Os primeiros trabalhos realizados pelo grupo para o desenvolvimento de reagdes em
cascatas envolveram trés enzimas — as nitrila hidratases (NHase) que convertem uma nitrila em
amida; as m-transaminases (®-TA) que catalisam a conversdao de cetonas em aminas e, nestes
estudos as alcool desidrogenases (ADH) foram utilizadas para reduzir cetonas em élcoois quirais.®°
Apds a triagem enzimatica, e otimizacdo das condi¢cdes reacionais com cada enzima
individualmente, foi possivel desenvolver dois sistemas de reacGes em cascata - cascatas
enzimaticas sequenciais e cascatas enzimaticas simultdneas. Os dois sistemas de reacdes em
cascata forneceram resultados bastante positivos, nos quais foram obtidas elevadas taxas de
conversdo e excessos enantioméricos para os produtos de interesse. Com estes resultados em
maos, os efeitos estereoeletronicos do substituinte no anel aromatico do substrato modelo deste
estudo, a benzoilacetonitrila, foram avaliados e pudemos assim, desenvolver uma metodologia
mais verde para sintese assimétrica de B-hidroxiamidas com elevada pureza enantiomérica (>
99%). A Figura 14 exemplifica as etapas principais do fluxo de trabalho para o desenvolvimento de
reacdes em cascata enzimatica, no caso deste exemplo, utilizando as enzimas nitrila hidratase

(NHase) e cetorredutase (KRED).
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Figura 14. Fluxo de trabalho para o desenvolvimento de reagcdes em cascata enzimatica utilizando

as enzimas nitrile hldratase (NHase) e cetorredutase (KRED)

Outras reacdes em cascatas enzimaticas tém sido estudadas pelo grupo, empregando as
enzimas as m-transaminases combinadas com as alcool desidrogenases, mas desta vez as alcool
desidrogenases tém sido utilizadas para catalisar a reacdo de oxidacdo de dlcoois a cetonas e nao
areacdo inversa de reducdo descrita anteriormente.?! Estes estudos s3o muito importante porque
as metodologias tradicionais para a oxidacdo de alcoois, em geral, requerem condi¢Bes drasticas
de reacdo e por vezes agentes oxidantes muito toxicos. Nos ultimos anos temos observado os
esforcos dos quimicos organicos sintéticos para desenvolver metodologias de oxidacdo de alcoois
mais sustentdveis e pretendemos também contribuir com esta area do conhecimento, utilizando

os biocatalisadores como ferramenta chave.
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Consideragdes finais

Nesta primeira década de trabalho foram utilizadas diferentes fontes de biocatalisadores
nos trabalhos desenvolvidos pelo grupo, sob minha lideranca. Comecamos pela construcdo de
uma Colecdo de Culturas Microbianas a partir do isolamento de bactérias de solo brasileiro,
aquisicdo de micro-organismos junto a Colecdo de Cultura Tropical Fundacdo André Tosello,
obtencdo de enzimas isoladas disponiveis comercialmente a até a producdo in-house de nossas
proprias enzimas selvagens e estamos iniciando os esforcos no sentido da modificacdo das
enzimas utilizando técnicas de mutacao sitio dirigidas para produzirmos biocatalisadores mais
adequados aos nossos processos, em quantidades suficientes e que ndo limitem o trabalho.

Estes biocalisadores foram empregados em estudos de biodegradacdo de pesticidas, para
a sintese total de compostos de interesse farmacolégico como o levetiracetam e andlogos, na
otimizacdo de metodologias visando compreender e aumentar o escopo de substrato nas reacdes
de biocatalise e no desenvolvimento de processos, em batelada, de cascatas enzimaticas.

Os resultados obtidos nestes trabalhos foram o fruto do esforco de um grupo dedicado de
alunos de graduacdo e pods-graduacdo que receberam uma formacdo multidisciplinar,
desenvolvendo e aproprimorando habilidades nas areas de Microbiologia, Biologia Molecular, e
Quimica, é claro, com énfase em sintese organica, extracdo, isolamento, purificacdo e
caracterizacdo espectroscopicas e espectrométricas de substancias organicas, principios basicos
de engenharia e estudos computacionais de ancoragem e docking molecular. Nossa equipe
também contou com a colaboracdo de professores, nacionais e internacionais, experts em areas
especificas cuja troca e compartilhamento mutuo de saberes impulsionou a todos em direcdo a
gerar mais conhecimento cientifico. Também tivemos a oportunidade de contribuir com o
desenvolvimento de pesquisas de outros grupos, agora nds na funcao de colaboradores, como as
investigacdes das interac®es enzima-ligante para as quais tivemos que instalar a sequencia de
pulsos STD no espectrémetro de Ressonancia Magnética Nuclear do IQ-UNESP,%? e tantos outros
trabalhos que ndo foram descritos aqui.

A tarefa de ser “verde” ou “se tornar mais verde” ndo é facil. Mas ensinar, cobrar atitudes

e analise critica dos futuros profissionais da area da quimica com quem tenho tido o privilégio de
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trabalhar no Milagre Lab ja tem gerado frutos quando eles se tornam multiplicadores deste novo

paradigma nos postos que ocupam no mercado de trabalho.

"Vocé ndo pode passar um tnico dia sem causar um impacto no mundo ao seu redor.
O que vocé faz, faz diferenca e vocé tem que escolher que tipo de diferenga quer fazer. "
- Jane Goodall

Escolhas mais verdes comegam por vocé.
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