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BIOCATALYSIS: FACTS AND TRENDS. Brazil is renowned for its biodiversity; however, its economy is based on exotic plants,
extraction and unsustainable use of natural resources. This issue was addressed in a recent QN review entitled “Chemistry without
Borders.” In order to explore the potential of Brazilian biodiversity fully, sustainable development is required in key technological
areas, such as biotechnology. This research field is consistent with the green chemistry and white technology principles. Therefore,
biotechnology is a sustainable alternative to conventional technologies and is expected to account for 20% of global chemicals by
2020. Brazil is the second largest grower of biotech crops and biodiesel, but its main activities rely on the fermentative process.
In order to stimulate the national biotechnology development, the Brazilian Federal Government launched a national policy for
biotechnology in 2007 and the National Committee of Biotechnology was created. Among the outstanding biotechnological processes,
biocatalysis is one of the most important alternatives to conventional processing, and this field has changed dramatically with the
advent of recombinant DNA technology in the 1970s, when large quantities of enzymes were accessible. The direct evolution
methodology in the 1990s was a breakthrough and allowed tailoring of enzymes possessing high stability and stereoselectivity.
However, about 60 years after the first industrial enzymatic biotransformation of steroids, the full potential of biocatalysis is far from
being achieved. Future challenges in this field concern the multienzyme cascade reactions associated with optimized chemoenzymatic

processes, and some recent industrial application of biocatalysts are also highlighted in this perspective.

Keywords: biotechnology; biocatalysis; multienzyme cascade reactions.

INTRODUCAO

O Brasil abriga uma das maiores biodiversidades do planeta,
entretanto, grande parte das atividades econdmicas nacionais €
baseada em espécies exdticas, no extrativismo ou na utilizagdo nao
sustentdvel destes recursos. Como apontado na revisdo Quimica Sem
Fronteiras' é preciso desenvolver uma visdo estratégica que leve a
um desenvolvimento sustentdvel, envolvendo as diversas areas do
conhecimento em prol da exploragdo consciente e efetiva do potencial
da biodiversidade nacional. Dentre as fronteiras estratégicas necessa-
rias para se alcancar este desenvolvimento, a biotecnologia merece
destaque, pois € um campo dindmico, multidisciplinar, intimamente
relacionado a processos comprometidos com a quimica verde e que
permite a unio do economicamente vidvel com o ecologicamente
correto. Estima-se que no ano de 2020 os processos biotecnoldgicos
poderdo estar envolvidos na manufatura de 20% dos produtos quimi-
cos, um mercado de bilhdes de ddlares.?

Dentre as diversas dreas biotecnoldgicas, a aplicagdo de pro-
cessos enzimdticos € uma das alternativas mais promissoras para a
substitui¢do de metodologias convencionais. Atualmente, enzimas
sdo empregadas industrialmente em diversos processos de produ-
¢do como, por exemplo, producdo de papel, tecidos, detergentes,
alimentos, couro, cosméticos, biocombustiveis e produtos de
quimica fina. As enzimas s@o altamente versateis, podendo cata-
lisar a transformacdo de substratos nio naturais, de forma regio-,
enantio-, e quimiosseletiva. As reacdes podem ser realizadas em
temperatura ambiente e sobre pressdo atmosférica, o que pode
evitar a formag@o de subprodutos provenientes, por exemplo, de
processos de isomerizagdo e de rearranjos. Assim, a utilizagdo de
enzimas como biocatalisadores € bastante atrativa para a industria
farmacéutica, permitindo que intermedidrios quirais sejam obtidos
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por processos em sintonia com os preceitos da quimica verde e
da biotecnologia branca, diminuindo-se a gerag@o de residuos e o
consumo de energia.?

Neste artigo daremos, inicialmente, um panorama do setor biotec-
nolégico do Brasil e do mundo e, em seguida, iremos abordar alguns
topicos recentes de pesquisas na drea de biocatdlise. Nossa intencio
com este artigo € de apenas apontar para as futuras direcdes da bio-
catdlise. Seria impossivel cobrir toda a literatura disponivel sobre o
assunto, assim, antecipamos nossas desculpas aos pesquisadores que
ndo forem mencionados.

O CENARIO ATUAL DA BIOTECNOLOGIA NO BRASIL

Dentre as 12 dreas tecnoldgicas consideradas estratégicas em
2012 as pesquisas em biotecnologia responderam por 4% do nimero
total de patentes no mundo.* No Brasil em 2010 o niimero de depésitos
na drea de biotecnologia no Escritério Europeu de Patentes foi 82%
superior ao ano 2000.° Esta diferenca € muito pequena, considerando
dentre outros aspectos, o fato do pafs abrigar em torno de 15% do
total de espécies existentes no planeta. A fim de estimular o desen-
volvimento de biotecnologias inovadoras no Brasil, o governo federal
criou no ano de 2007 o comité Nacional de Biotecnologia e instituiu
a Politica de Desenvolvimento da Biotecnologia (decreto N° 6.041).
O programa tem a meta ambiciosa de colocar o Brasil entre os cinco
principais produtores de pesquisa, geracdo de servicos e produtos
biotecnoldgicos até 2022.

Atualmente os Estados Unidos concentram o maior nimero de
empresas biotecnoldgicas do mundo, seguido por paises da Europa.
O setor biotecnoldgico do Brasil € relativamente recente, sendo
representado por apenas 237 empresas privadas, menos de 4% do
ndmero total de empresas do setor dos EUA em 2010. Entretanto, o
Brasil ocupa uma posi¢ao de destaque nos setores de biocombustiveis
e na producdo de culturas biotecnoldgicas e € o maior exportador de
grios de soja transgénica para a China.°
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As industrias de biotecnologia no Brasil sdo em sua grande
maioria (80%) micros ou pequenas empresas, mais da metade estio
ou estiveram em algum momento associadas a uma incubadora
e muitas dependem do financiamento publico (FINEP, CNPq e
BNDES). O estado de Sao Paulo concentra a maioria das empresas
do setor (40,5%) seguido de Minas Gerais (24,5%) e Rio de Janeiro
(13,1%). Estas empresas atuam principalmente areas de satide hu-
mana (39,7%), saide animal (14,3%), reagentes (13,1%), agricultura
(9,7%), meio ambiente (9,7%) e bioenergia (5,1%). Outros setores,
como companhias farmacéuticas e de bioinformadtica, respondem por
8,4%. Deve-se salientar que esta divisao de dreas foi feita descon-
siderando-se biocombustiveis de origem vegetal, o que aumentaria
consideravelmente a participac@o do setor de bioenergia.’

A andlise dos dados estatisticos apresentados nos mostra que,
apesar do setor biotecnoldgico em dreas como bioenergia e agricultura
estarem bastante avancgados no Brasil, nos demais setores muito ainda
precisa ser feito. Em relag@o a aplicacdo de processos enziméaticos no
setor de quimica fina, por exemplo, estamos ainda bastante atrasados,
nossas atividades sio ainda muito baseadas em processos fermentativos.

AVANCOS NA APLICACAO INDUSTRIAL DE PROCESSOS
BIOCATALITICOS

Nos tltimos anos observa-se um emprego industrial crescente de
processos biocataliticos, principalmente em dreas como quimica fina
e farmacéutica. Entretanto, ap6s mais de 60 anos desde a primeira
biotransformacéo industrial de enzimadtica de esteroides, estamos mui-
to longe de explorar todo o potencial da biocatdlise. As dificuldades
na obten¢do de quantidades suficientes das enzimas para aplicagdes
préticas representaram um dos maiores entraves para consolidagdo
inicial dos processos biocataliticos. A grande reviravolta neste
cendrio ocorreu na década de 90, com o advento das metodologias
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de engenharia molecular, que permitiu a produgdo de proteinas de
interesse em grande escala.® Estas novas metodologias ampliaram as
aplicacOes industriais da biocatdlise na producgdo de insumos de alto
valor agregado.’ Atualmente, tem-se acesso a um grande nimero de
enzimas expressas heterologamente e as propriedades biocataliticas
destas podem ser modificadas pelo emprego de técnicas de evolu-
¢do dirigida. As enzimas modificadas podem ser mais especificas,
enantiosseletivas e estdveis ou suas atividades cataliticas alteradas
de forma a aceitar diferentes substratos.

Como exemplo de aplicagdo industrial da biocatdlise, apresenta-
mos o trabalho desenvolvido por Liang e colaboradores, que emprega-
ram uma ceto reductase engenheirada para conversao enantiosseletiva
da cetona 1 ao alcool 2, intermedidrio chave na sintese do farmaco
antiasmdtico Singulair® (3, Figura 1).!"" O processo biocatalitico de-
senvolvido pelo grupo mostrou-se robusto e eficiente, possibilitando
a obtencdo do dlcool 2 em excelente rendimento (>95%), elevado
excesso enatiomérico (e€>99,9%) e boa pureza quimica (>98,5%),
em uma escala de 200 kg.

Em um segundo exemplo, abordaremos a integragdo da biocatalise
e a catdlise quimica tradicional na obtencao de compostos enantiomeri-
camente puros de forma direta.'? Johannes G. de Vries e colaboradores
desenvolveram uma rota simples, curta e eficiente para a preparagao
do 4cido (S)-indolina-2-carboxilico (4) a partir da combinacgio de
biocatdlise e catdlise homogénea (Figura 2)."* O processo desenvolvido
estd sendo aplicado pela DSM Pharma Chemicals para a producdo de
4 em escala de toneladas. Entretanto, vale ressaltar que no processo
desenvolvido por de Vries as reagdes quimicas e de biocatalise sdo re-
alizadas em recipientes diferentes. A verdadeira integragio (realizacio
das duas etapas num unico reator) ndo € possivel em todos os casos,
devido principalmente a estabilidade das proteinas. Acreditamos que
um futuro préximo pesquisas integrando a catdlise quimica com a
biocatdlise serdo cada vez mais comuns e promissoras.

95 % de rendimento
ee >99.9%

Figura 1. Processo de biorredugdo enantiosseletiva da cetona 1 empregando uma ceto reductase engenheirada
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Figura 2. Rota quimioenzimdtica para preparagdo do dcido (S)-indolina-2-carboxilico (4)
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NOVAS DIRECOES DA BIOCATALISE

Os processos enzimdticos que eram limitados a uma dnica etapa
de transformagdo estdo sendo organizados de forma a gerar meta-
bolismos artificiais (Systems biocatalysis - SysBiocat)!* nos quais
biotransformagdes sequenciais formam produtos enantiomericamente
puros. A utilizagdo de biotransformagdes em cascata encontra-se em
sintonia com os conceitos da quimica verde, pois evita o isolamento
dos intermedidrios, minimiza a geracéo de residuos, o consumo de
energia e reduz o custo de produc@o.'

Dentro deste contexto, Kroutil e colaboradores realizaram a
sintese diastercosseletiva de derivados de cicloexilaminas (8) a
partir de dicetonas biciclicas proquirais (9), aplicando um processo
multienzimadtico (B-dicetona hidrolase, lipase e ®-transaminase) em
trés etapas (Figura 3).'® A primeira etapa envolveu a hidrélise este-
reosseletiva de um uma ligagdo C-C catalisada por uma B-dicetona
hidrolase (reagdo enzimadtica de retro-Claisen de B-dicetonas pro-
quirais), sendo o B-cetodcido 10, obtido em elevado grau de pureza
optica. A segunda etapa envolveu a esterificagio de 10 catalisada pela
lipase B de Candida antarctica, entretanto, o composto 10¢ ndo foi
aceito como substrato pela enzima e foi esterificado quimicamente.
Finalmente, na terceira etapa, o segundo centro foi introduzido via
uma reagdo de aminacdo catalisada por uma ®-transaminase. Pela
escolha da o-transaminase adequada foi possivel produzir seletiva-
mente os isOmeros cis-8 ou trans-8 em elevado grau de pureza Gptica
(ee >99%, de = 97 a 99%).

Em uma terceira abordagem, Rother e colaboradores desenvolve-
ram um processo multienzimdtico no qual o co-produto da segunda
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etapa € utilizado como substrato na primeira (“recycling cascade”).
Este processo permitiu a obtengdo da (/R,2R)-norpseudoefedrina
(11) e da (/R,2S)-norefedrina (12) em bons rendimentos ¢ elevada
pureza Gptica (Figura 4).

CONCLUSAO

A necessidade crescente de novos biocatalisadores e o advento de
técnicas como engenharia molecular e metagendmica, demandam o
desenvolvimento de metodologias rdpidas para revelar as atividades
enzimadticas (ensaios de triagem enzimdtica). Nas ultimas décadas
foram desenvolvidos vérios ensaios de triagem enzimadtica baseados,
por exemplo, na utilizagéo de instrumentos analiticos (ex: HPLC, CG,
MS e RMN), variagdes de pH do meio, na utilizagio de radioisétopos
ou de substratos enzimaticos sintéticos (sondas enzimaticas).'® Nosso
grupo de pesquisas vem trabalhando com a triagem e monitoramento
das atividades enzimdticas de microrganismos e enzimas isoladas
por mais de dez anos."

Esperamos ter mostrados que a biotecnologia € uma ciéncia
multidisciplinar, associada aos preceitos da quimica verde e que
pode auxiliar na unido do desenvolvimento econdmico com o tdo
almejado desenvolvimento sustentdvel. Contudo, para transformamos
o Brasil na quinta poténcia mundial do setor biotecnolégico muito
ainda necessita ser feito. Por exemplo, precisamos de leis mais claras,
simples e melhores para o setor, as iniciativas de colaboragdo entre
inddstria e a academia devem ser fortalecidas e devemos aumentar os
incentivos a programas de capacitaciio de méao de obra especializada
e investir no empreendedorismo.
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Figura 3. Processo multienzimdtico para obtengdo de derivados de cicloexilaminas (8) a partir de dicetonas biciclicas proquirais (9)
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Em relag@o a biocatélise, ao alcangarmos os sistemas biocataliti-

cos ou sistemas multienzimaticos € possivel visualizar que a proxima
barreira a ser vencida € a otimizagao de processos de interesse a partir
da fusdo da biocatdlise com a quimica sintética e com a engenharia
quimica.
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