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RESUMO

Este trabalho relata a utilizacdo das sementes de lentilha (Lens culinaris) como
sistema integro de planta em reacfes biocataliticas de reducdo e hidrdlise.
Inicialmente, algumas fontes vegetais foram avaliadas quanto sua acao biocatalitica
na reducao da cetona aroméatica acetofenona. Os vegetais que revelaram resultados
positivos na reacdo de reducdo foram submetidos a determinacdo do seu teor de
proteinas através dos métodos de Lowry e Bradford. Lens culinaris foi a espécie
vegetal que revelou atividade biocatalitica mais relevante, em acordo com seu alto
teor de proteina (1,33 mg/mL e 1,07 mg/mL, segundo os métodos de Bradford e
Lowry, respectivamente), e assim, foi o vegetal selecionado para estudos mais
aprofundados. Posteriormente, utilizando sempre a acetofenona como substrato
modelo foram otimizados os parametros reacionais: concentracao do biocatalisador;
cinética de reacéo; velocidade de agitacdo e meio reacional. Apos selecdo desses
parametros, as reacdes de biorreducdo foram estendidas a outros derivados pro-
guirais da acetofenona, onde foram observadas bioconversées com rendimentos e
excessos enantioméricos (ee) que variaram de baixas a elevadas porcentagens. De
modo geral, foram observadas influencias eletrénica e estérica devidas ao tipo e a
posicao relativa dos diferentes substituintes nos compostos aromaticos. No caso de
substratos contendo dois grupos funcionais diferentes suscetiveis de reducéo, foi
observada baixa quimiosseletividade. Foram investigados também outros compostos
carbonilicos, como: cetonas alifaticas e aromaticas, aldeidos aromaticos e
nitrocompostos aromaticos. Em adicdo foi investigado a possibilidade de acé&o
hidrolitica a partir de compostos pertencente as funcdes ésteres, amidas e nitrilas.
Os rendimentos das reacfes foram calculados utilizando Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) e Ressonancia Magnética Nuclear
de Hidrogénio (RMN *H). Os excessos enantioméricos (ee) foram determinados
através de Cromatografia Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) equipada com colunas

quirais.

Palavras-chave: Lens culinaris, biorreducéo, enzimas, acetofenona.



ABSTRACT

This paper describes the use of seeds of lentil (Lens culinaris) as intact plant system
in biocatalytic reactions of reduction and hydrolysis. Initially, some plant sources
were evaluated for their action in the biocatalytic reduction of aromatic ketone
acetophenone. The plants that showed positive results in the reduction reaction
underwent determination of their protein content by the methods of Lowry and
Bradford. Lens culinaris was plant species revealed that most relevant biocatalytic
activity, in agreement with their high protein content (1.33 mg / mL and 1.07 mg / mL
according to Bradford and Lowry methods, respectively), and thus The plant was
selected for further study. Subsequently, always using the model substrate
acetophenone as the reaction parameters were optimized: concentration of
biocatalyst; reaction kinetics; stirring speed the reaction medium. After selecting
these parameters, the bioreduction reactions were extended to other derivatives of
prochiral acetophenone, which were observed with bioconversions yields and
enantiomeric excess (ee) ranging from low to high percentages. Generally, were
observed steric and electronic influences due to the type and relative position of the
various substituents on aromatic compounds. In the case of substrates containing
two different functional groups susceptible to reduction, low chemoselectivity
observed. Investigated also other carbonyl compounds such as aliphatic and
aromatic ketones, aromatic aldehydes and aromatic nitro compounds. In addition
investigated the possibility that hydrolytic action from compounds belonging functions
esters, amides and nitriles. The vyields of the reactions were calculated using Gas
Chromatography coupled with Mass Spectrometry (GC-MS) and Nuclear Magnetic
Resonance Hydrogen (*H NMR). The enantiomeric excess (ee) were determined by

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) equipped with chiral columns.

Keywords: Lens culinaris, bioreduction, enzymes, acetophenone.
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1 INTRODUCAO

A sintese orgéanica é projetada envolvendo um meio complexo constituido
de reagentes e reacOes capazes de modificar um alto nimero de precursores
predeterminados no objetivo de produzir um desejado produto. No caso da producgao
de substancias com finalidade medicamentosa, foi constado que a maior parte
dessas substancias sdo quirais, cada uma tendo um ou mais centros
estereogénicos. Neste contexto, a quiralidade tornou-se a forgca propulsora na
sintese organica. Assim, a necessidade de derivados quirais para substancias
usadas na preparacao de medicamentos a partir de precursores pro-quirais, tem
aumentado em muito o interesse na utilizagdo de enzimas para transformacgdes nas
industrias farmacéuticas e agroquimicas (STRAATHOLF; PANKE; SCHIMID, 2002).

A produgdo de farmacos e moléculas precursoras com alta pureza
enantiomérica vem se destacando no setor académico e industrial, como resultado
de recentes pesquisas e do desenvolvimento de novas tecnologias. Essa producéo
tem contribuido bastante para o crescente desenvolvimento da biocatélise e de
novas metodologias ecologicamente adequadas (FABER; PATEL, 2000;
DEMIRJIAN et al., 2000; CHARTRAIN et al., 2001).

O amplo potencial biotecnolégico demonstrado pelos biocatalisadores tem
atraido a atencdo de muitos pesquisadores de diferentes éareas como
agroindustriais, cosmeéticos, drogas e especialmente da industria farmacéutica,
considerando aspectos relevantes como a eficiéncia, regiosseletividade,
guimiosseletividade e, principalmente, a enantiosseletividade (CONTI; RODRIGUES;
MORAN, 2001; VEIT, 2004; SHAW; ROBINS; KIENE, 2003).

Para implementar um sistema reacional com rendimento satisfatorio e
elevada pureza Optica, muitas estratégias podem ser tracadas, desde a otimizacao
do meio e das condi¢des reacionais até a escolha do biocatalisador. A engenharia
genética e as técnicas de biologia molecular sdo hoje ferramentas poderosas no
desenvolvimento dos biocatalisadores mais eficientes. Os biocatalisadores mais
citados em trabalhos de biotransformacdes sdo os de sistema derivados de micro-
organismos: fungos, bactérias e leveduras (STEWART, 2000; JOHANSON; KATZ;
GORWA-GRAUSLUND, 2005). Embora a maioria dos biocatalisadores seja



provenientes de micro-organismos e utilizados ha muitos anos, atualmente, diversos
trabalhos evidenciam o potencial biocatalitico de plantas e testemunham seu uso,
seja, como sistemas integros, enzimas imobilizadas ou culturas de células. As
biotransformagcdes envolvendo plantas fazem uso de enzimas que conduzem
reacdes organicas seletivas, observando-se processos: régio-, estereoespecifico e
estereoseletivo de reducdo e oxidacédo, esterificacdo, glicosilacdo, oxidacao alilica,
hidroxilacao, estereoespecifica formacao de diol, distincdo entre diasteroisdmeros,
descarboxilagéo e desracemizagéo.

Entre os diversos trabalhos envolvendo sistemas vegetais (células
integras e/ou imobilizadas), podemos destacar aqueles realizados ultimamente em
Nnossos grupos de pesquisas acerca de reacdes de reducao e hidrélise utilizando
células integras e imobilizadas de fontes vegetais: Shaccharum officinarum,
Passiflora edulis, Manihot esculenta, Passiflora edulis, Coco nucifera e Vigna
unguiculata (ASSUNCAO et al., 2008; ASSUNCAO; LEMOS; MONTE, 2009;
MACHADO et al.,, 2006; MACHADO et al., 2008a; MACHADO et al., 2008b;
MACHADO et al., 2009; FONSECA et al., 2009; BIZERRA et al., 2010). O uso de
espécies vegetais oferece uma alternativa para os paises investigarem 0s recursos
naturais locais com grande relevancia econémica e ecologica.

Sistemas de bioconversao utilizando vegetais podem ser usados a parte
ou em combinacdo com a sintese organica classica. Processos biocataliticos em
multiplos passos utilizando culturas de plantas ou micro-organismos também
auxiliam na elucidacdo de rotas biossintéticas, uma vez que geram produtos
metabolicos intermediarios caracteristicos (GIRI et al., 2001).

Considerando a importancia da pureza 6tica dos produtos farmacéuticos a
producdo de alcodis quirais por células vegetais surge como uma relevante
alternativa. Esses alcodis sédo excelentes intermediarios em sintese organica devido
a sua versatilidade quimica e facilidade de conversdo para outras classes de
compostos comercialmente importantes e de alto valor agregado. Como por
exemplos, o R-tomoxetina (tratamento de doencas neurolégicas) e L-cloroprenalina
(estimulante) sao produtos farmacéuticos obtidos a partir de alcodis quirais
originados pela reducdo de cloroacetofenonas, através de biocatalise utilizando
fontes de vegetais (YANG et al., 2008) (Figura 1, p. 3).



Figura 1 — Exemplos de produtos farmacéuticos.
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Dentro desse contexto, a reducao seletiva de nitrocompostos aromaticos
€ também utilizada na sintese de aminas, importantes intermediarios na obtencéo de
produtos farmacéuticos e outros derivados (BREUER et al., 2004; PENG; SHAO,
2008; MELCHIORRE et al., 2008). Esta reacdo € também de interesse em
processos de biorremediacdo, pois nitrofendis, amplamente utilizados como
intermediarios na industria, sdo poluentes com forte impacto ambiental devido a sua
toxicidade e resisténcia a biodegradacao. Diversas metodologias convencionais tém
sido descritas para transformacfes quimica de nitrocompostos (DE NORONHA;
ROMAO; FERNANDES, 2009; LI; XU, 2009; SPENCER et al., 2008).

Inserido neste campo, o0 presente trabalho teve como objetivo o uso de
células integras de Lens culinaris (LC) que contém, relativamente, alto teor de
proteinas, como biocatalisador (fonte enzimatica) em reacdes de reducéao e hidrélise
para obtencdo de interessantes precursores de sinteses, considerando ainda, a
auséncia de trabalhos nesta linha de pesquisa com esta espécie. Diversos
substratos foram testados nas reacfes, como cetonas aromaticas (acetofenona e
seus derivados) e cetonas ciclicas, aldeidos, nitrocompostos e ésteres. Algumas

estratégias para o aumento da capacidade biocatalitica também foram avaliadas.



2 CONSIDERACOES SOBRE Lens culinaris

Lens culinaris € uma planta de pequeno porte, anual e cultivada em varias
regibes do mundo. Conhecida como lentilha, pertence a familia Fabaceae ou
Leguminoseae (leguminosas), subfamilia Faboideae. Suas vagens (legumes) séo
curtas, com uma ou duas sementes (Figura 2) discéides altamente nutritivas,
contendo muito ferro e muito apreciadas como alimento. E uma importante fonte de
carboidratos complexos, proteinas, fibras alimentares, algumas vitaminas e minerais.
A composicado nutricional da lentilha de origem nacional apresenta 64% de
carboidratos, 23% de proteinas, 17% de fibras e 0,8% de lipideos (SHONS et al.,
20009).

Figura 2 — Fotografia das sementes de Lens culinaris.

Fonte: Daniele Alves Ferreira

No ano de 2002, india, Turquia e Canada foram os maiores produtores
com aproximadamente 33%, 16% e 12%, respectivamente, da producdo mundial.
Atualmente Lens culinaris é produzida em mais de 48 paises (JOHNSON;
JIMMERSON, 2003).

Relatos na literatura mostram que nem todo o potencial nutritivo das
leguminosas pode ser aproveitado pelo organismo, pois apresentam componentes
antinutricionais como inibidores de proteases, lectina, &cido fitico e taninos. O

processamento térmico melhora a qualidade nutricional das leguminosas reduzindo
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os fatores antinutricionais (RAKIC et al., 2007; THARANATHAN; MAHADEVAMMA,
2003).

O processamento térmico e a remoc¢do da casca de Lens culinaris
resultaram em mudancas no conteldo de minerais e nos fatores antinutricionais.
Apbs o processamento, foi observado reducéo de acido fitico, taninos e fibra solavel,
sendo também relatada perda de importantes minerais como ferro, zinco, potassio,
fésforo e magnésio (WANG et al., 2009).

Uma das principais classes de compostos organicos encontrados em
Lens culinaris sdo as saponinas. O teor de saponinas pode reduzir em
aproximadamente 6-14% durante o cozimento (MORCOS; GABRIAL; EL-HAFEZ,
1976; RUIZ et al., 1996).

As caracteristicas nutricionais da lentilha tém sido associadas a reducao
dos niveis de colesterol, lipideos, incidéncia de cancer de coélon e diabetes do tipo 2
em seres humanos. Varios estudos tém relacionado a inclusdo de leguminosas
(lentilha, grdo de bico e soja) na dieta diaria a efeitos benéficos de controle e
prevencdo de varias doencas metabdlicas, tais como: diabetes mellitus,
dislipidemias e doencas cardiovasculares (ENGLYST et al, 2003; THARANATHAN;
MAHADEVAMMA, 2003).

Lens culinaris € conhecida por conter grandes quantidades de
oligossacarideos: rafinose, estaquiose e verbascose (GULEWICZ et al., 2000), bem
como o acgUcar de alcodis ciclitéis: D-pinitol, galactopinitol e ciceritol (QUEMENER;
BRILLOUET, 1983); contém também antinutricionais, tais como: inibidores de
tripsina e hemaglutininas (FRIAS et al., 1995). Compostos fendlicos e flavonéides
glicosilados também foram citados a partir das sementes de lentilhas (SOSULSKI;
DABROWSKI, 1984; BARTOLOME; ESTRELLA; HERNANDEZ, 1997; TAYLOR;
FIELDS; SUTHERLAND, 2007).

No Canadda, estudos fitoquimicos com doze cultivares comerciais de
lentilhas nas mesmas condi¢ces ambientais. Em tais cultivares foram identificadas
dezesseis substancias: estaquiose (1); pinitol 2-O-a-D-galactose (2); acido itacénico
(3); uridina (4); arbutina (5); flavonoides glicosilados do tipo campferol (10, 11, 12, 15
e 16); trigonelina (6) e hipaforina (8), dois compostos contendo nitrogénio

quaternario; &cido epi-dihidrofaseico p-D-glicosideo (7); acido gentisico 5-O-[f-



apiosil-(1-2)-O-g-xilopiranosil] (9); (6S, 7Z, 9R)-9-hidroximegastigma-4,7-dien-3-ona-
9-O-B-D-apiofuranosil-(1-2)-8-D-glicopiranésido  (14) e  4-cloro-1H-indol-3-N-
metilacetamida (13). Estes compostos sdo mostrados na Figura 3 (TSOPMO; MUIR,
2010).

Figura 3 — Constituintes quimicos isolados de doze cultivares de lentilha.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biocatalise

A biocatélise € uma area que utiliza o potencial catalitico de enzimas que
isoladas ou ndo de organismos vivos (micro-organismo, vegetais) para obtencéo de
produtos de interesse comercial, particularmente, farmacéuticos. A principal
vantagem da biocatdlise em relacdo a reacdes quimicas convencionais € sua
elevada capacidade enantiosseletiva, além de ser menos poluente. Neste aspecto,
torna-se necessario salientar casos extremamente interessantes em relacdo a
alguns medicamentos, como as anfetaminas (anti-depressivo) e a talidomida
(tranquilizante), ambos formados por moléculas com carbonos assimétricos,
constituidas de misturas racémicas em que um isébmero Optico exerce o efeito
fisiologico desejado, enquanto o outro ndo (GARRITZ; CHAMIZO, 1994). Estes e
muitos outros exemplos demonstram a efetiva relacéo entre quiralidade e atividade
biologica.

A biotransformacdo surgiu como uma ferramenta poderosa para a
chamada quimica verde (ecologicamente correta), a qual levara cada vez mais a
processos industriais comprometidos com o controle ambiental (CONTI;
RODRIGUES; MORAN, 2001).

Aplicacdo de biocatalisadores na indastria é objeto de muitas
investigacOes, devido a alta atividade catalitica das enzimas em comparacao com 0s
catalisadores convencionais, e principalmente por sua virtude de atuarem com alta
eficiéncia em condi¢cdes reacionais brandas de pH e temperatura (DALLA-VECCHIA;
NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

Os processos enzimaticos usando micro-organismos exigem um
tratamento cuidadoso prévio, para o cultivo e crescimento dos mesmos em meios
adequados e condi¢cdes de higienizacdo. Enzimas isoladas necessitam, em sua
maioria, da adicdo de cofatores para que possam atuar de forma adequada, o que
encarece o0 processo. Porém, o uso de células integras (utilizacdo de biomassa da
fonte enzimatica) € mais simples e de facil manuseio, apesar da desvantagem ser
uma mistura de varias enzimas (VILELA; SGARBIERI; ALVIM, 2000).



Sao raras as metodologias descritas em trabalhos cientificos utilizando
extrato bruto de tecidos vegetais como fontes enziméticas. Recentemente, reacdes
quimicas usando culturas de células vegetais como biocatalisadores tem recebido
certa atengao (GIRI et al., 2001; BRUNI et al., 2002). O uso dessas metodologias
vem crescendo devido ao importante potencial biotecnolégico das reacdes
enzimaticas utilizando esses materiais (CORDELL et al., 2007).

O Gréafico 1 apresenta o resultado de uma pesquisa realizada no
SciFinder Scholar usando como palavra chave “biocatalisys”, que apresentou um
total de 4883 referéncias, demonstrando um crescente aumento do numero de
trabalhos publicados sobre este tema. Em contraste, o Gréfico 2, p. 9, exibe os
resultados de uma pesquisa semelhante, apds refinamento com o termo “plants”,
onde se observa apenas 233 referéncias, indicando que apesar da grande parte dos
trabalhos publicados sobre biocatalise serem de microorganismos, ha também uma
tendéncia de crescimento na utilizacdo de plantas como biocatalisadores. Ambas as

buscas foram para os ultimos quartoze anos (1997-2010).

Grafico 1 — Artigos publicados sobre biocatalise entre 1997 a 2010.
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Gréfico 2 — Artigos publicados sobre biocatalise refinando com o termo plantas entre
1997 a 2010.
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3.2 Enzimas

As enzimas sdo geralmente, proteinas naturais com atividades cataliticas
surpreendentes, atuando em reacdes bioquimicas através da diminuicdo da barreira
de energia entre os reagentes e produtos de forma versatil, aumentando a
velocidade em até 10 vezes. S&o formadas por longas cadeias de subunidades de
aminoacidos (peptideos) unidas por ligacbes amidicas (ligacbes peptidicas), dando
origem a estruturas gigantescas com grupos polares como -NH;, -CO;H, -OH e -
CONHg; (SILVERMAN, 2000; OLIVEIRA et al., 2006).

As enzimas sao catalisadores biolégicos eficientes, podendo ser
empregadas em baixas concentracdes e, ao contrario dos metais pesados, sao
biodegradaveis (SHELDON, 1997). Elas tém um alto grau de especificidade para
seus respectivos substratos, aceleram as reacfes quimicas e atuam em solucdes
aquosas sob condi¢cdes suaves de temperatura e pH. Poucos catalisadores nao
biologicos possuem todas estas propriedades (NELSON; COX, 2011).

Esses biocatalisadores receberam denominacdo pela adicdo do sufixo
“ase” ao nome dos seus substratos ou a um termo que apresenta sua atividade.
Algumas vezes a mesma enzima tem dois ou mais denominacdes, ou duas enzimas
tém a mesma denominacdo. Por causa desta ambiguidade e também ao nimero
cada vez maior de enzimas que sdo descobertas, 0s bioguimicos, por meio de um

acordo internacional, adotaram um sistema de nomenclatura e classificacdo de
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enzimas. Sao agrupadas em seis classes, cada uma com subclasses (BOMMARIUS,;
RIEBEL, 2004), de acordo com a reagdo quimica que catalisam (Tabela 1).

Tabela 1 — Classificacdo das enzimas em classe e subclasses de acordo com suas
funcoes.

CLASSE FUNCAO SUBCLASSE
Oxirredutase Reac0Oes de oxi-reducédo, ou seja, transferéncia Oxidases, redutases,
de elétrons (ions hidreto ou atomos de H). hidrogenases.
Transferases Reac0es de transferéncia de grupos (amina, Transaminases,
acila, carboxila). transcarboxilases.
Hidrolases Reacdes de hidrélise covalente (transferéncia

L i Lipases, estereases
de grupos funcionais para a 4gua)

Liases Reac8es de adicdo de grupos a dupla ligacdo ]
_ Descarboxilases,
ou a formacédo de duplas ligacbes por remocao

fosfatases.
de grupos
Isomerases Reac08es de interconversao entre isbmeros Racemases,
Opticos ou geométricos epimerases, mutases.

Fonte: BOMMARIUS; RIEBEL, 2004

Determinadas enzimas nao precisam de outros grupos quimicos além dos
seus proprios residuos de aminoacidos. Outras necessitam de um componente
guimico adicional chamado cofator, que pode ser um ou mais ions inorganicos como
Co*?, Cu*?, Fe™, Mo™, Zn*? (Tabela 2, p. 11), ou uma molécula organica ou
metalorganica complexa, chamada coenzima.

As coenzimas atuam como carregadores transitorios de grupos funcionais
especificos (Tabela 3, p. 12). A maior parte deles € proveniente das vitaminas,
nutrientes organicos cuja presenca na dieta é necessaria em pequenas quantidades
(NELSON; COX, 2011).
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Tabela 2 — Exemplos de ions inorganicos que servem de cofatores para enzimas.

fons Enzimas

Cu*? Citocromo-oxidase

Fe*? ou Fe™ Citocromo-oxidase, catalase, peroxidase

K* Piruvato-cinase

Mg+2 Hexocinase, glicose-6-fosfatase, piruvato-cinase

Mn*? Arginase, ribonucleotideo-redutase

Mo™2 Dinitrogenase

Ni*2 Urease

Se? Glutationa-peroxidase

Zn*? Anidrase carbdnica, &lcool-desidrogenase, carboxipeptidases A e B

Fonte: NELSON; COX, 2011

Varias enzimas necessitam tanto de uma coenzima quanto de um ou mais
ions metélicos para terem atividade. Uma coenzima ou um ion metalico que se ligue
muito firmemente, ou mesmo covalentemente, a uma enzima € denominado grupo
prostético. Uma enzima completa cataliticamente ativa junto com a sua coenzima
e/ou ions inorganicos é chamada holoenzima. A parte protéica de uma dessas
enzimas é chamada apoenzima ou apoproteina. Finalmente, algumas enzimas sao
modificadas covalentemente por carboxilacdo, fosforilacdo, glicosilacdo e outros
processos. Muitas destas modificacfes estdo envolvidas na regulacdo da atividade
enzimatica (NELSON; COX, 2011).

Os cofatores mais conhecidos em biocatalise sdo os NADH e NADPH,
utilizados nas reducdes de cetonas e aldeidos por oxirredutases. Essas substancias

garantem a transferéncia dos elétrons necesséarios para o processo de reducéo.
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Como esses cofatores precisam ser usados em grandes quantidades, sua

reciclagem torna-se uma exigéncia, e na industria, muitas vezes, sdo pouco Vviaveis
pelo seu alto preco (BRUICE, 1998; DAUBMANN; ROSEN; DUNKELMANN, 2006).

Tabela 3 — Coenzimas que servem como carregadores transitérios de atomos ou
compostos quimicos especificos.

Exemplo de &tomos ou

Precursor presente na dieta

Coenzima L . .
composto quimico transferido de mamiferos
Biocina CO; Biotina
) Acido pantoténico e outros
Coenzima A Grupos acila
compostos
5-Desoxiadenosilcobalamina Atomos de H e grupos alquila Vitamina B,

(coenzima Byy)

Flavina-adenina-dinucleotideo

Lipoato

Nicotinamida-adeninadinucleotideo

Piridoxal-fosfato

Tetraidrofolato

Tiamina-pirofosfato

Elétrons

Elétrons e grupos acila

fon hidreto (:H)

Grupos amino

Grupos de um carbono

Aldeidos

Riboflavina (vitamina B,)

Nao é necessario na dieta

Acido nicotinico (niacina)

Piridoxina (vitamina Be)

Acido félico

Tiamina (vitamina B,)

Fonte: NELSON; COX, 2011.
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3.3 Catélise enzimética

As enzimas, assim como os demais catalisadores, aceleram a velocidade
das reacdes diminuindo a barreira energética entre reagentes e produtos. Esse
efeito ocorre devido a formacédo de um complexo intermediario entre o substrato e o
biocatalisador (enzima). Este intermediario, chamado complexo enzima-substrato
(ES), é formado a partir de interacdes como ligacdes covalentes, interacdo dipolo-
dipolo, ligacBes de hidrogénio, interages hidrofébicas e idnicas, além de forgas de
van der Walls. A Figura 4 apresenta um diagrama de energia de uma reacéo
convencional e catalisada por enzima (FABER, 2000).

Figura 4 — Diagrama de energia de reacao catalisada e nédo catalisada por enzima.
Estado de transigéo (1)

4

catalisada

Energia livre, G

Coordenada da reacéo

S: Substrato; P: Produto; ES: Enzima-Substrato; EP: Enzima-Produto; AG: variacdo de energia livre
de Gibbs.
Fonte: NELSON; COX, 2011

3.3.1 Mecanismos de atuacédo enzimética

A acdo enzimatica de uma proteina esta sempre associada a presenca de
um sitio ativo, ou um determinado ponto capaz de interagir seletivamente com a
molécula do substrato através de forcas intermoleculares, conferindo a proteina
certa especificidade catalitica (LEHNINGER; NELSON; COX, 2002). Varias teorias
sdo descritas para esclarecer como a catdlise enzimatica atua sobre um

determinado substrato, sendo as principais relacionadas a seguir:
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3.3.1.1 Modelo Chave-fechadura

Uma das primeiras teorias propostas para explicar a interagdo entre o
substrato e a enzima considera que entre ambos ocorre um encaixe similar ao de
uma chave na fechadura (Figura 5) proposto por Emil Fisher em 1894. O substrato
incorpora-se a estrutura enzimatica através de interacfes quimicas com o sitio ativo,
gue apresenta configuracdo complementar ao seu, formando um complexo enzima-
substrato, que se dissocia em seguida através da liberacdo dos produtos formados.
Este modelo foi muito importante, mas hoje estd em desuso por considerar que a
enzima apresenta uma estrutura totalmente rigida (FABER, 2000).

Figura 5 — Representacéo do modelo chave-fechadura.

S/i
sit1o
E

ativo + o}

Fonte: FABER, 2000.

3.3.1.2 Modelo do encaixe induzido

Outro modelo, sugerido por Koshland em 1960, estabelece que as
enzimas ndo sejam estruturas totalmente rigidas, podendo ajustar sua conformacéao
durante a aproximacao do substrato ao sitio catalitico da enzima, para formacédo do
complexo enzima-substrato (Figura 6, p. 15). O substrato encaixa-se ao sitio ativo

através de uma nova conformacéo adquirida pela enzima (FABER, 2000).
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Figura 6 — Representagcéo do modelo do encaixe induzido.

sit1o
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do estado de

transi¢iio

Fonte: FABER, 2000.

3.3.1.3 Modelo dos trés pontos

O modelo proposto por A. G. Ogston em 1948 foi elaborado para explicar
a seletividade enzimatica. Sugere que para a enzima apresentar seletividade entre
enantiomeros (enantiosseletividade) o substrato deve aderir-se firmemente em um
espaco de trés dimensdes no sitio enzimatico. Considerando um substrato racémico
(R e S) cuja quiralidade encontra-se em um atomo de carbono sp® é necesséria a
presenca de, pelo menos, trés pontos distintos de ligacdo entre enzima e o
substrato, no sitio ativo (Figura 7, p. 16). Logo, a conformacdo e a composi¢cao
guimica do sitio ativo determinam a especificidade e a eficiéncia da catalise. Para
compostos que possuam uma quiralidade axial ou planar envolvendo carbono sp ou

sp?, a regra dos trés pontos pode ser racionalizada (FABER, 2000).
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Figura 7 — Representagéo do modelo dos trés pontos.
b)

S)enantidmero

B. DV BI Dl

Selotor Quirnd Seoletor Quural

Fonte: FABER, 2000.

3.4 Regra de Prelog

Em 1964, Prelog notou que a reacao de alcool desidrogenase (ADH) com
cetonas pro-quirais para obtencdo de alcodis quirais dependia do tamanho dos
substituintes ligados a carbonila, o grupo mais volumoso (G) e 0 grupo menos
volumoso (P) representado na Figura 8. Conforme essa regra, a enzima doa hidreto,
principalmente, pelo caminho do grupo menos volumoso (fase re), obtendo,

majoritariamente, alcool de configuracdo S (VIEIRA, 2006).

Figura 8 — Biorreducéo de compostos carbonilicos de acordo a regra de Prelog.

O
|

H, OH

Desidrogenase

>

Fase si

Fonte: VIEIRA, 2006.

Fas

Apesar de a regra afirmar que a face re da carbonila para introducao do
hidreto, seja favorecida ha relatos na literatura que algumas enzimas preferem a

face si gerando o alcool de configuracdo R, com atividade anti-Prelog. Na industria
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existem farmacos disponiveis com especificidade de acordo com esse principio,
como por exemplo, o intermediario 29 usado na sintese do Montelucaste (anti-
asma), produzido pela Merck e Co. Inc. a partir da cetona correspondente por uma
biorreducéo catalisada por células inteiras de Microbacterium campogquemadoensis
(em acordo com a regra de Prelog) e o intermediario 31 usado na sintese de
receptores do &cido retindico (anticancerigeno) por células inteiras de
Aureobasidium pullulans, produzido por Bristol-Myers Squibb, produto anti-Prelog.
Os dois alcoois quirais usados na sintese dessas drogas, de acordo com a regra
Prelog e anti-Prelog, séo islustrados na Figura 9 (SHAFIEE et al., 1998; PATEL et
al., 2002; SOLANO et al., 2012).

Figura 9 — Dois alcoois usados na sintese de Montelukast e Acido retinoico.

(S)-29
ee > 99% Montelukast

A. pullulans
O

o

Acido retinéico
(R)-31

ee >97%
Fonte: SOLANO et al., 2012.
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3.5 Biorreducdo de cetonas pré-quirais usando fontes vegetais

Neste topico estd sendo destacados estudos sobre biorreducdo de uma
série de cetonas aromaticas pro-quirais, derivados da acetofenona e utilizando

diversas espécies vegetais como biocatalisadores.

OH

Vegetal
Y D

Varios estudos foram realizados utilizando fontes vegetais nativos do
nordeste, tais como: Manihot esculenta, Manihot dulcis, Saccharum officinarum
(caldo da cana de acucar), Coco nucifera (agua de coco) e Vigna unguiculata (feijao
de corda) como biocatalisadores, usando acetofenona e 3-metoxiacetofenona como
substratos durante 72 horas (Tabela 4, p. 19).

Entre os biocatalisadores utilizados, 0o que apresentou maior pureza
enantiomérica para o0s dois substratos foi V. unguiculata (ee >99%) em
agualisopropanol 2% (co-solvente). Em meio aquoso o ee foi de 92% para o
substrato acetofenona, as configuracdes absolutas foram de acordo com a regra

Prelog, com excecao do caldo de cana.
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Tabela 4 — Fontes vegetais nativa do nordeste usadas como biocatalisadores.

Y
Biocatalisador H 3-OMe Referéncia
C (%) ee (%) C (%) ee (%)
M. esculenta 80 >95 (S) 85 >94(S)
MACHADO et
_ al., 2006
M. dulcis 83 >97 (S) 87 >96 (S)
S. officinarum 39 57 (R) 19 41(S) AS?H“&%’SS et
C. nucifera 79 95(S) 08 99(S) FONSECA o
V. unguiculata 3435  92/>99%(S) 86° >99° (S) B'nggﬁft

a:cosolvente agualisopropanol 2%
C: conversao
ee: excesso enantiomérico

A biorreducéo de acetofenona (Y=H) também foi avaliado apds 3 e 6 dias,
utilizando 16 vegetais como biocatalisadores. O tempo ideal para melhor conversao
foi de seis dias, para a planta Arracacia xanthorrhiza (mandioquinha/batata-
baroa/cenoura branca) obteve uma configuracéo (S) com 91% de rendimento e 66%
em ee, enquanto o Beta vulgaris (beterraba) produziu um alcool anti-Prelog (R) (83%
em conversao e 87 de ee). Dos 16 vegetais que apresentaram excelentes ee > 98%
(S) nos dois tempos (3 e 6 dias) foram Allium schoenoprasum (cebolinha), Brassica
rapa (nabo/mostarda nabo), Zingiber officinale (gengibre) (ANDRADE et al., 2006a).

Andrade e colaboradores (2006a) avaliaram ainda, dez vegetais para
reducédo dos derivados da acetofenona (4-Y= -Br, -CHgs, -NO; e -SeCH3 ) em 3 dias e
6 dias. O Manihot esculenta (mandioca) mostrou melhor resultado nos dois tempos
com o substituinte bromo em converséo (50-55%) e ee (>98-R). As espécies Arctium
lappa (barbana), Brassica rapa, Manihot esculenta, Raphanus sativus (rabanete)
mostraram excelente ee (>98%) com configuracdo (S) na reducdo de 4-

metilacetofenona (4-Y= -Br), porém baixas conversdes (1-3%). Na reducdo do 4-
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nitroacetofenona ocorreu o inesperado para algumas das espécies, nas quais nao
foram quimiosseletivas, pois reduziram tanto a carbonila como reduziram o grupo
nitro, tais como, Arracacia xanthorrhiza e Manihot esculenta, conversdes 68-79%
(alcooal), 6-9% (amina) e 51-56% (&lcool), 19-20% (amina) nos 3 e 6 dias,
respectivamente. A Colocasia esculenta foi a Unica espécie das dez sendo
guimiosseletiva, pois reduziu totalmente o grupo nitro em amina em seis dias. Na
biorreducédo do derivado da acetofenona com o substituinte (4-Y= -SeCHs) as
espécies (Allium schoenoprasum e Arracacia xanthorrhiza) obtiveram excelentes ee
(>98%), mas baixa conversoes (1-21%).

Yang e colaboradores (2008) realizaram um estudo dos tecidos de sete
vegetais (maca-M. punila, cenoura-D. carota, pepino-C. sativus, cebola branca-A.
cepa, batata-inglesa-S. tuberosum, rabanete-R. sativus e batata doce-I. batatas) na
reducdo de acetofenona e 4-cloroacetofenona em 50 e 100 horas. No caso da
reducdo da acetofenona, as plantas que demonstraram melhores resultados em ee
foram a cenoura (>95%-S) e a batata-inglesa (>92%-R) nos dois tempos, mas em
conversbes foram D. carota (>78%) e R. sativus (>72%). Na biorreducdo do 4-
cloroacetofenona as espécies D. carota e S. tuberosum também mostrou melhor ee
(99%-S e 99%-R) em 50 horas e (98%-S e 97%-R) em 100 horas.

3.6 Biorreducdo em solventes organicos

A biocatélise sofreu seu maior impulso na década de 80, através da
ruptura do dogma de que as enzimas sO poderiam funcionar em meios aquosos. O
emprego das enzimas em solventes ndo convencionais (organicos) admitiu aplicar
estes biocatalisadores em reacdes na sintese organica. O potencial desta utilizacédo
foi desenvolvido pelo fato de que em meios ndo aquosos as enzimas exibem
seletividade, ndo s6 ao nivel de quimiosseletividade, mas principalmente ao nivel de
enantiosseletividade (FABER, 2004).

Uma das principais vantagens de usar solvente organico foi devido a
baixa solubilidade em agua de muitos compostos organicos de interesse comercial,
com potencial para serem transformados por enzimas e micro-organismos (LEON et

al., 1998). Outra vantagem associada ao uso de solventes ndo aquosos em reacoes
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biocataliticas, substituindo o ambiente aquoso tradicionalmente utilizado, é a
simplicidade com a qual o produto pode ser recuperado (DUMANSKI et al., 2006;
NORTH, 1996). Além disso, a reducdo em meio organico pode fornecer rendimentos
mais altos quando comparados ao sistema aquoso (MEDSON; SMALLRIDGE;
TREWHELLA, 1997; ATHANASIOU; SMALLRIDGE; TREWHELLA, 2001), bem
como diminuir a possibilidade de reacgdes laterais e, consequentemente, a formacao
de subprodutos (LAANE, 1987; KLIBANOV, 2001).

Recentemente, foi publicado um trabalho empregando células inteiras de
Vigna unguiculata (feijao) na reducao da acetofenona utilizando co-solvente organico
obtendo produtos com excessos enantioméricos mais altos (>99%) do que com
reacoes realizadas em meio aquoso (92%) (BIZERRA et al., 2010).

Enzimas hidroliticas como lipases e proteases sao conhecidas por reter
sua atividade em solvente orgéanico (CAl et al., 2006; GHANEM, 2007). As
oxidorredutases, ao contrario das hidrolases, necessitam da assisténcia de
coenzimas em quantidades estequiométricas, e quando ocorrem danos a membrana
hidrofilica do micro-organismo, a regeneracdo dos cofatores pode nédo ser garantida,
inutilizando-as (FABER, 1997).

3.7 Produtos enzimaticos usados como intermediarios na sintese de farmacos

Os processos biocataliticos serdo utilizados com maior freqtiéncia pelas
industrias de sintese quimica no futuro, principalmente devido as exigéncias ao nivel
da qualidade e meio ambiente (quimica verde). A industria de uma forma geral vem
usando esses processos, destacando-se o ramo farmacéutico como demonstrado na
Figura 10 (p. 22). Em uma pesquisa realizada, das 128 sinteses obtidas por trés
grandes industrias farmacéuticas britanicas, 69 consistiram na preparacdo de
compostos quirais. Para um farmaco quiral ser aprovado por uma agéncia
regulatoéria, € necessario que tenha um excesso enantiomérico de no minimo 99,5%.
Para isso, naturalmente ha a necessidade de que sejam realizados estudos a fim de
selecionar o agente biolégico (enzima) e as condi¢cdes adequadas para que a
transformacdo de um determinado substrato forneca a seletividade desejada
(FABER, 2000; STRAATHOLF; PANKE; SCHIMID, 2002).



Figura 10 — Setores da industria que mais utilizam processos enzimaticos.

O Farmacéutico
B Outros setores
OAgroindustrial
ONutricional

B Alimenticio

O Cosmético

Fonte: STRAATHOLF; PANKE; SCHIMID, 2002.
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Como exemplo de aplicacdo industrial encontra-se a fluoxetina, uma

droga utilizada como antidepressivo, cujo Unico centro estereogénico foi obtido por

reducdo catalisada pela levedura S. cerevisiae (Figura 11). O produto quiral obtido

pela reducao foi empregado na sintese da fluoxetina apds alguns passos (PEREIRA,

1997).

Figura 11 — Reducé&o quimiosseletiva do benzoilacetato de etila por S. cerevisiae.

o o OH O
O/\ S. cerevisiae O/\
ee 87-93%
Benzoilacetato de etila 3(S)-3-hidroxi-3-fenilpropanoato de etila
CF,
> og :
NHCHg3.HCI

ee 87%

Hidrocloreto de fluoxetina

Fonte: PEREIRA, 1997.
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A lipase de Pseudomonas cepacia, uma das mais empregadas no campo
da biocatalise, para a preparacdo de moléculas quirais via resolucéo cinética para
obtencdo de moléculas de interesse farmacolégico como Propanolol e Sotalol.
Propanolol é um farmaco com distintas propriedades biologico, tais como,
tratamento da hipertensdo, angina peitoral e arritmia cardiaca. A configuracdo S do
Propanolol é mais ativa e possui uma maior afinidade com receptores p-1 e p-2. Ja
os isbmeros R e S séo ativos no Sotalol, apesar da forma enantiomérica levogira ser
vinte vezes mais ativa que seu antipoda (KAMAL; SANDBHOR; SHAIK, 2004).

No Esquema 1 é demonstrado as condi¢cbes reacionais do preparo do
Propanolol, o passo de reducdo do material de partida foi realizado com
subsequente adicdo da lipase no meio reacional, consentindo a resolucao cinética
do produto de reducéo e obtendo-se ee de 96% para o alcool e superior a 99% para
o0 acetato (KAMAL; SANDBHOR; SHAIK, 2004).

Esquema 1 — Condic¢des reacionais na obtencdo do Propanolol.

o 00,

° . OVI\/N

‘l‘ a (-(R) = 96% Y
0 _—> (-)-(S)-Propanolol

+

OAc —b OH

O\/E\/CI O\/E\/ N\(

(-)-(R)-Propanalol

Reagentes e condicBes: (a) NaBH,, Al,03, éter diisopropilico, lipase PS-C, acetato de isopropenila, 40°C, 16h;
(b) 10% NaOH aquoso, isopropilamina, isopropanol, Temperatura ambiente (T. a.), 1h, 95%.

Na sintese do Sotalol foi utilizado como material de partida a anilina, que
foi convertida ao produto desejado ao final de quatro etapas reacionais, sendo a

reducdo acompanhada pela resolucdo cinética, obtendo-se excessos enantioméricos
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de 90 e 94% do &lcool e acetato, respectivamente (Esquema 2, p. 24) (KAMAL;
SANDBHOR; SHAIK, 2004).

Esquema 2 — Condi¢des reacionais na obtencdo do Sotalol

: _NH; /@)\/ @)\/ Y
HsCO2SHN HsCO,SHN

()-(R) = 90%

(-)-(R)-Sotalol
_C o

ab + OAc

O =

cl Y
< H3CO,»SHN
(+)(S) = 94% H3CO,SHN
H3CO,SHN

(-)-(S)-Sotalol

Reagentes e condicdes: (a) CH3zSO,Cl, piridina, CH,Cly, t.a., 12h, 94%; (b) Cloreto de cloroacetila, AICl3, CHCly, t.a., 6h, 75%;
(c) NaBH4, Al,Os3, éter diisopropilico, lipase PS-C, acetato de isopropenila, 40°C, 18h; (d) K,COs, CH3OH, isopropilamina, T.a., 12h, 80%

Outros exemplos de farmacos que apresentam em sua sintese alcodis
qguirais como intermediarios, obtidos através de reducdo enzimatica a partir de

cetonas aromatica pré-quirais, sao a Sertralina, Nifenolol, NK;, Sotalol, Tomoxetina

Nisoxetina, Fluoxetina, Neuroquininal ou NK; e Anti-Alzheimer. Seus

biocatalisadores, nomes e atividades sdo mostrados na Tabela 5 (p. 25). Suas
estruturas e seus precursores sao mostrados na Figura 12 (p. 26).
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Tabela 5 — Alguns alcodis quirais obtidos por biorreducdo usados como
intermediarios na sintese de farmacos.
Entrada | Produto Biocatalisador Farmaco Atividade Referéncia
biolégica
1 (S)-1 G. candidum Sertralina
_ _ BARBIERI
Antidepressivo
- ) et al., 2001
2 (R)-2 M. subtilissimus Nifenolol
3 (S)-3 Aspergillus terreus Sotalol Antiarritmico
. ANDRADE
Tomoxetina
et al., 2006
4 (S)-4 Rhizopus oryzae Nisoxetina Antidepressivo
Fluoxetina
Rhodococcus Ansiolitico e SOLANO
S) (S)-5 . NKy o
erythropolis antieméticos | et al., 2012
Candida,
Hansenula, Pichia,
6 (S)-6 Rhodotorula,
Saccharomyces, PATEL,
Sphingomonas Anti-Alzheimer Anti-Alzheimer
2008
7 (S)-7 P. methanolica
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Figura 12 — Alguns alcodis quirais obtidos por biorreducdo usados na sintese de

farmacos.
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3.8 Biorreducgéo dos nitrocompostos aromaticos

7

Outro grupo importante de reacdo na biocatélise € a biorreducdo de
nitrocompostos para producdo de aminocompostos. Alguns nitrocompostos
aromaticos sao produtos da combustdo incompleta de combustiveis fosseis,
liberados em grandes quantidades no meio ambiente, principalmente das fontes
antropogénicas. Vale ressaltar ainda, que esses compostos sdo também produzidos
pela reacdo de nitracdo, importante na producdo comercial e na utilizacdo de varios
intermediarios amino aromaticos, utilizados como matéria prima para a producao de
explosivos, pesticidas, herbicidas, polimeros, tintas, produtos farmacéuticos, etc (YE;
SINGH; WARD, 2004). Portanto, grandes quantidades de areas de solo e agua
subterraneas estao fortemente contaminadas por estes xenobidticos, proveniente de
instalacdes para a sua fabricacdo, processamento e eliminacdo (STENUIT et al.,
2005).

NO; NH,
Enzimas biolégicas

Y %

Estes compostos séo utilizados também como solventes, enquanto que a
maioria dos poli-nitro aromatico sdo usados como explosivos, como no caso o 2,4,6-
trinitrotolueno (TNT) (HAWARI et al.,, 2000). Nitrocompostos aromaticos exibem
toxicidade consideravel para os seres vivos, peixes, algas e microorganismos.
Devido a versatilidade quimica do grupo nitro, estes sdo importantes produtos
quimicos industriais, com producéo estimada de 10° toneladas. Conseqiientemente,
estes compostos tornaram-se sérios poluentes em aguas residuarias, solos, rios e
ambientes urbanos (CHAUDHARI; KULKARNI, 2007).

Embora essas classes sejam valiosas para industria sdo estaveis,
recalcitrantes e toxicos tornando-se um poluente perigoso para o meio ambiente,
enquadrados na classificacdo de nivel-3 (3 indica o pior nivel de poluentes perigoso-
toxicos) (SAX; LEWIS, 1999).
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Dados epidemioldgicos indicam que 0s nitrocompostos aromaticos
(nitrobenzeno, dinitrotolueno, mono e dinitrofendis) sdo poderosos agentes
cancerigenos, e sao, consequentemente, referidos como poluentes prioritarios.
Pelos motivos apresentados, os fluxos gerados desde a producdo de mono-, di-,
poli-nitro aromaticos sé@o regulados pela Agencia de Protecdo Ambiental (EPA) dos
Estados Unidos de residuos toxicos (NISHINO; SPAIN; HE, 2000).

O aumento da consciéncia publica sobre os riscos da toxicidade desses
compostos foi incentivado por tecnologias econbmicas para remové-los, pois
diversos métodos fisicos convencionais, tais como, volatilizacéo, hidrélise, absorcéo,
foto-oxidacao, incineracdo, e outros processos sdo usados para sua remocao, e
como esses métodos tém muitos problemas, tais como, baixa eficiéncia, custo
elevado e nao sustentavel (CHAUHAN; SAMANTA; JAIN, 2001). Logo, buscaram-se
processos alternativos mais eficientes, baratos, sustentaveis e biodegradaveis, como
biorremediacdo que emprega sistemas biolégicos para catalisar a degradacéo ou
transformagédo de moléculas recalcitrantes a substéncias menos toxicas ou nao
toxicas.

Um exemplo de aplicacdo da técnica de biorremediacéo foi o emprego de
Rhodococcus sp. CN6, isolado de sedimentos de efluentes de uma industria de
pesticidas. Este foi capaz de degradar completamente 4-nitrofenol (100 mg/L) como
o carbono, nitrogénio e fontes de energia para o crescimento nos meios minimos de
sal em 12 horas (ZHANG; SUN; LI EL, 2008). Um outro trabalho cita uma bactéria do
mesmo género, Rhodococcus sp. Ns, isolada de um sedimento de mangue que foi
capaz de degradar completamente o p-nitrofenol e o-nitrofenol (WAN et al., 2007).

Recentemente, um trabalho relatou a reducéo dos compostos 4-nitrofenol,
2,4-dinitrofenol e 2,4,6-trinitrofenol catalisados por nitrorredutase do microorganismo
Escherichia coli, na presenca de NADH com otimizacdo do tempo e concentracdes
do cofator. Os esquemas reacionais estdo ilustrados na Figura 13 (p. 29). A maior
conversdo (84%) foi obtida em 70 minutos para o 4-nitrofenol, seguido do 2,4-
dinitrofenol (75%) em 80 minutos e 2,4,6-trinitrofenol (62%) em 100 minutos (DAI et
al.,, 2009). Foi verificado que quanto mais substituido o composto menor sua

reducéo.
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Figura 13 - Biorreduc&o dos nitrofenais.

oH OH OH
Nitrorredutase _
NADH +
NO, NHOH NH;
16% 84%
t=70 min
OH ﬁ
NO,  Nitrorredutase _ NO2
NADH -
NO, NO,
75 %
t =80 min
OH OH "
N NO
O;N NO> Nitrorredutase Q2 i
NADH
+
NO, NO, NO,
38 % 62 %
t =100 min

Fonte: DAI et al., 2009.

Atualmente, o0s cientistas estdo mais atentos na reducdo dos
nitrocompostos, catalisadas por células inteiras e enzimas, onde ha um consideravel
interesse no desenvolvimento de leve e quimiosseletividade biocatalitica como rotas
alternativas (ROZZELL, 1999; HOLLAND, 1998; CHAUDHARI; KULKARNI, 2007).

3.9 Vantagens e desvantagens dos biocatalisadores

Em contraste com os catalisadores inorganicos como acidos, bases,

metais pesados e Oxidos metdalicos, as enzimas tém alta especificidade, isto €,
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formam produtos seletivamente. Esta caracteristica € muito Gtil nos processos
industriais, porque leva a formagdo de quantidades minimas de produtos
secundéarios, o que representa beneficios econdmicos e ambientais, com a
eliminacdo da necessidade de separacdo de subprodutos e reducao qualitativa e
guantitativa de efluentes industriais.

As enzimas também ganharam um lugar de destaque para 0s quimicos
organicos por serem catalisadores seletivos. Elas se caracterizam por apresentarem
elevada quimiosseletividade, regiosseletividade e estereosseletividade nas reacbes
que catalisam. Além disso, 0 quimico sintético considera uma grande vantagem a
utilizacdo de catalisadores que dispensem a protecdo de grupos labeis nos
reagentes. Com relacdo a outros catalisadores, as enzimas apresentam as
seguintes vantagens (FABER, 1997; NAKAMURA et al., 2003):

L Sdo biocatalisadores eficientes e ambientalmente adequados:
comparados aos processos quimicos, 0s processos mediados por enzimas sao mais
efetivos e faceis de serem realizados. Podem ser decompostos sem prejudicar o
meio ambiente, pois sdo, na maioria dos casos, biodegradaveis, diferentemente dos

catalisadores de metais pesados que geram residuos altamente toxicos.

L Reagem em condi¢c8es reacionais brandas: atuam no metabolismo de
células vivas a pressdo atmosférica, temperatura ambiente (ou levemente
superiores) e pH préximo ao neutro. As reacfes enzimaticas minimizam o0s
problemas como isomerizacao, racemizacao, epimerizacao e rearranjos que, muitas

vezes, sao fatores limitantes nos processos quimicos.

% S&o compativeis entre si: por agirem usualmente em condi¢cdes similares,
diversas reacdes biocataliticas podem ser feitas em um mesmo meio reacional,
proporcionando a possibilidade de conduzir reacfes sequenciais usando sistemas
multienzimaticos. Essa metodologia pode ser muito util quando existe a possibilidade

de formar um intermediério instavel em um dos passos da biotransformacéo.
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% Aceitam substratos ndo naturais: mostram ampla tolerancia a substratos

nao naturais e, se vantajoso para o procedimento, podem atuar em solventes

organicos, em substituicdo ao meio aquoso usualmente utilizado.

% Apresentam os principais tipos de seletividade:

Quimiosseletividade: atua em um Unico tipo de grupo funcional,
conservando outras fungdes existentes e desejaveis na molécula. Um
exemplo dessa seletividade é demonstrado por Suérez-Franco e
colaboradores (2010) onde o substrato (E)-3-fenilprop-2-enal foi
reduzido somente na carbonila ao (E)-3-fenilprop-2-enol usando
culturas de células de quatro vegetais, tais como: B. oleracea var.
italica (brécolis), B. oleracea var. botrytis (couve-flor), B. vulgaris var.
cicla (acelga) e Spinacia olereacea (espinafre) com bioconversbes >
99% durante 24 horas (Figura 14).

Figura 14 — Quimiosseletividade de (E)-3-fenilprop-2-enal.

OH
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Fonte: SUAREZ-FRANCO et al., 2010.

Regiosseletividade: por ser uma estrutura tridimensional complexa, as
enzimas conseguem distinguir entre grupos funcionais quimicamente
semelhantes, situados em diferentes regides de uma mesma molécula
do substrato. Como exemplo, pode-se observar a Figura 15 (p. 32),
gue mostra a biorreducdo da 5a-androstan-3,17-diona (cetona
esteroidal) utilizando como biocatalisadores duas espécies de algas
vermelhas, C. merolae e C. caldarium, onde foi reduzida somente a
carbonila da posicdo 3, fornecendo como produto majoritario a 3o-
hidroxi-5a-antrostan-17-ona em conversdes de 80 e 78%,
respectivamente (HORIUCHI et al., 2006).
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Figura 15 — Regiosseletividade de 5a-androstan-3,17-diona.
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Fonte: HORIUCHI et al., 2006.

Enantiosseletividade: as enzimas sé&o quase todas formadas por L-
aminoacidos, que sdo considerados catalisadores quirais. Como
consequéncia, qualquer tipo de quiralidade ou pro-quiralidade presente
no substrato é reconhecida durante a formagdo do complexo enzima-
substrato. Portanto, substratos pro-quirais podem ser transformados
em produtos opticamente ativos e ambos os enantibmeros de um
substrato racémico reagem em distintas velocidades, permitindo a
resolucdo cinética. Um modo de explicar a enantiosseletividade das
reacdes enzimaticas é atraves do modelo dos trés pontos, descrita no
subitem 3.3.1.3 (p. 15). Diversos trabalhos reportam a
enantiosseletividade das enzimas de micro-organismos utilizados como
biocatalisadores, especialmente fungos. Porém, ha poucos relatos
sobre fontes vegetais que apresentam boa seletividade enantiomeérica.
C. nucifera (coco) foi um exemplo de biocatalisador de alta
enantiosseletividade, utilizado na reducdo da acetofenona para
obtencdo do 1-feniletanol com excesso enantiomérico >99% do
enantiomero S, Figura 16 (FONSECA et al., 2009).

Figura 16 — Enantiosseletividade de acetofenona usando agua de coco.
o OH

C. nucifera (300mL),

' o
72 horas, T. ambiente.

Fonte: FONSECA et al., 20009.
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Entretanto, existem também algumas desvantagens no uso de

biocatalisadores, que devem ser consideradas (FABER, 1997).

L Forma enantiomérica Unica: as enzimas estdo presentes na natureza em
uma unica forma enantiomérica, tornando impossivel inverter a inducdo de uma

reacao biocatalisada pela escolha do outro enantiomero do biocatalisador.

& Alergias: as enzimas podem causar reagGes alérgicas se ndo forem

manipuladas adequadamente.

% Parametros especificos: a vantagem de operar sob condi¢cdes brandas pode
se tornar um obstaculo quando as reacbes biocatalisadas ocorrem apenas

lentamente nas condi¢des naturais de temperatura, concentragoes e pH.

& Atividade catalitica maxima em meio aquoso: a maioria dos compostos
organicos séo pouco soluveis em agua e a mudanca para solventes organicos pode

causar a perda da atividade enzimatica.

% Inibicdo pelo substrato ou produto: os sistemas enzimaticos s&o sujeitos a
inibicdo, mas pode ser contornado mantendo-se a concentracdo do substrato em

niveis aceitaveis e retirando-se gradualmente o produto formado.

% Cofatores: algumas enzimas necessitam de cofatores, materiais caros e de

dificil recuperacéo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foi realizada uma triagem utilizando véarias espécies vegetais
buscando selecionar a mais ativa na biorredu¢do da acetofenona (1), utilizada como
substrato modelo. Em seguida, os vegetais que exibiram reducao foram analisados
para determinacédo do teor de proteinas pelos métodos de Lowry e Bradford.

Posteriormente, utilizando como potencial biocatalisador células integras
do vegetal selecionado e como substrato acetofenona (1), foi realizado um estudo
para otimizar as condi¢cdes de reacéo, tendo em vista a converséo e a obtencéo do
excesso enantiomérico (ee), observando a influéncia da quantidade de
biocatalisador, tempo da reacdo, velocidade de rotagdo e meio reacional. Em
seguida, outros substratos (uma série de derivados da acetofenona) foram também
testados para reacao de reducado utilizando os parametros selecionados através da
acetofenona (1). Foi avaliada, ainda, a capacidade catalitica do vegetal com relacao
a outros compostos carbonilicos, como cetonas alifaticas e aromaticas, aldeidos,
esteres e nitrocompostos.

A andlise dos produtos foi realizada por Cromatografia Gasosa acoplada
a Espectrometria de Massas (CG-EM) e Ressonancia Magnética Nuclear de *'H
(RMN *'H) para conversdo, e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para

0S excessos enantioméricos (ee).

4.1 Triagem das espécies vegetais

A cetona aromatica acetofenona (1) (Figura 18, p. 36) foi submetida a
reacdes de biotransformacdo utilizando diferentes fontes vegetais, como: Luffa
operculata (sementes de cabacinha)-LF, Lens culinaris (sementes de lentilha)-LC,
Zea mays (sabugo de milho)-SM e Zea mays (grdo de milho)-GM, Punica granatum
(cascas de roma)-CR e Punica granatum (sementes de roma)-SR (Figura 17, p. 36),
utilizando metodologia descrita no subitem 5.4.2 (p. 106) do procedimento
experimental.

A confirmacédo dos produtos obtidos ocorreu inicialmente por comparacao

em CCD entre os Rfs do material de partida (acetofenona) e do produto (1-
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feniletanol), em cada reacdo de biorredugéao. O teor de conversao foi determinada
através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). O
cromatograma da mistura de reacéo apresentou dois picos com tempos de retencao
(tr) de 5,7 e 5,8 minutos, associados aos 1l-feniletanol (1a) e acetofenona (1),
respectivamente (Figura 19, p. 37), e 0s respectivos espectros de massas com picos
ion molecular m/z 122 e 120, para o alcool e a cetona, respectivamente, sdo vistos
nas Figuras 20 e 21 (p. 37)

Os excessos enantioméricos foram determinados por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando coluna quiral OD-H, através dos picos
dos enantidmeros R/S do 1-feniletanol (produto da biorreducéo) (Figura 22, p. 38).

A configuracdo absoluta do &lcool quiral obtido majoritariamente foi
determinada a partir da medida polarimétrica da rotacdo Optica do produto de
biorreducdo 1, apds purificacdo parcial. O valor de [a]*sse para o alcool (S)-(-)-1-
feniletanol citado na literatura foi — 22,9 (1,0 g/mL, diclorometano) (BARROS-FILHO
et. al., 2009), enquanto a rotacao oOtica obtida para o produto reacional do presente
trabalho foi -18 (0,08 g/mL, diclorometano). Por comparacdo dos dados citados
acima confirmou-se que a mistura enantiomeérica apresentou um excesso do alcool
(S)-(-)-1a. Assim, no cromatograma (Figura 22, p. 38) o pico de maior area em,
aproximadamente, 11,4 minutos foi atribuido ao enantidmero (S)-1-feniletanol. Este
procedimento foi utilizado para a determinagcédo da configuracdo absoluta dos outros
alcoois quirais obtidos nas reacdes de biorreducéao.

Os valores referentes a conversédo (calculado a partir do método de
normalizacdo da area dos picos nos correspondentes cromatogramas) e ao ee
(calculado com base na formula da pagina 108) para cada vegetal sao

demonstrados na Tabela 6 (p. 36).
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Figura 17 — Fotografia dos vegetais usados na biorreducéo.

Fonte: Daniele Alves Ferreira

Figura 18 — Esquema reacional de biorreducéao da acetofenona (1).

Biocatalisadores

1 la
Tabela 6 — Resultados obtidos nas biorreducbes e seus respectivos
biocatalisadores.
Biocatalisadores Converséao (%) ee (%) — Configuracéao
Semente de cabacinha N. R. -
Semente triturada de Lentilha 17 75-S
Gréos de milho 4 79-S
Sabugo do milho 40 9-S
Cascas de roma 6 15-S
Sementes de roma 13 81-S

N.R. — Nao Reagiu.
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Apéds a analise dos resultados das reagfes, verificou-se que quase todos
0s vegetais estudados apresentaram acao biocatalitica frente a acetofenona (1),
com excecdo das sementes de L. Operculata (cabacinha). Dentre os que exibiram
resultados positivos, os grédos de milho apresentaram a menor conversao (4%),
porém com bom ee (79%-S). O sabugo de milho foi o que revelou maior conversao
(40%), contudo, com o menor ee (9%-S). Ja as sementes de lentilha e roma foram
as que apresentaram melhor resultado tanto para conversdo quanto para 0 excesso

enantiomérico originando o alcool com a configuracédo Prelog.

Figura 19 — Cromatograma CG-EM da biorreducdo da acetofenona (1) usando Lens
Culinaris.
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Figura 20 — Espectro de massas do feniletan-1-ol (1a), tr: 5,77 min.
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Filgyra 21 — Espectro de massas do acetofenona (1), tr: 5,84 min.
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Figura 22 — Cromatograma CLAE da biorreducdo da acetofenona (1) usando Lens

Culinaris.
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4.2 Determinacao de proteinas

Neste tépico foram relatados somente 0s vegetais que apresentaram
atividade biocatalitica frente a reacdo com a acetofenona (1), com a finalidade de
estimar a quantidade de enzimas no material, uma vez que a grande maioria das
enzimas sao proteinas.

Os extratos vegetais analisados foram os de Lens culinaris (sementes de
lentilha)-LC, Zea mays (sabugo de milho)-SM e Zea mays (grdo de milho)-GM,
Punica granatum (cascas de roma)-CR e Punica granatum (sementes de roma seca
e sementes de roma inteira)-SRS e SRI (Figura 23, p. 40). A determinacdo de
proteinas soluveis nesses extratos foi realizada por dois métodos: Lowry
(HARTREE, 1972) e Bradford (BRADFORD, 1976). Segundo a literatura, os dois
métodos sado utilizados como indicativo da quantidade de proteinas em plantas
(MARKS; BUCHNSBAUM; SWAIN, 1985; MATTOO; ISHAQ; SALEEMUDDIN, 1987).

Segundo Zaia (1998), ambos os métodos sdo bastante sensiveis, sendo o de

Bradford mais rapido.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=outwardLink&_partnerName=27983&_origin=article&_zone=art_page&_linkType=scopusAuthorDocuments&_targetURL=http%3A%2F%2Fwww.scopus.com%2Fscopus%2Finward%2Fauthor.url%3FpartnerID%3D10%26rel%3D3.0.0%26sortField%3Dcited%26sortOrder%3Dasc%26author%3DSaleemuddin,%2520M.%26authorID%3D7003715621%26md5%3D4aac724c738ab10168a25c0d9d5d1e13&_acct=C000037259&_version=1&_userid=686348&md5=507c218b664d97a5f01101998ed2f5bd
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4.2.1 Método de Lowry

A determinacdo de proteinas utilizando o método proposto por Lowry
(modificado por Hartree, 1972) foi realizada nos extratos vegetais LC, SM, GM, CR,
SRS e SRI. E 0 método mais utilizado e baseia-se na reducdo do reagente Folin-
Ciocalteal (molibdato, tungstato e acido fosforico) quando posto em contato com a
proteina na presenca de cobre (lI). Em solu¢do alcalina produz um complexo de
coloracdo azul com absor¢cdo maxima em 650 nm (MIWA, 2003; OKUTUCU et al.,
2007).

A metodologia usada encontra-se descrita no subitem 5.3.1. (p. 104) do
procedimento experimental e os resultados referentes as concentragbes de
proteinas dos extratos das plantas sdo expostos no Grafico 3 (p. 40).

Os resultados mostraram que os extratos CR (casca da roma) e SRI
(semente de roma inteira) apresentaram os maiores teores de proteinas (4,98 e 3,54
mg/mL, respectivamente), muito superior ao observado para 0s outros. Estas
concentracOes altas, devido esse vegetal ser rico em compostos fendlicos e taninos
(JARDINI, 2005), pois sao interferentes mais comuns neste método. Comparando 0s
extratos das sementes secas (0,52 mg/mL) e inteiras (3,54 mg/mL) da roma o teor
maior foi das sementes inteiras, pois continha acucar que também € um interferente

no método de Lowry.

4.2.2 Método de Bradford

E um método que utiliza o corante Coomassie Brillant Blue BG-250 que
interage com macroproteinas que contém aminoacido de cadeia laterais basicas ou
aromaticas. A interacdo entre as proteinas de alta massa molecular e o corante BG-
250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para forma anibnica,
absorvendo fortemente em 595 nm (COMPTONS; JONES, 1985). Logo, este método
consiste na fixacdo de corantes na superficie das enzimas.

A metodologia usada encontra-se descrita no subitem 5.3.2. (p. 105) do
procedimento experimental e os resultados referentes as concentracdes de

proteinas dos extratos das plantas sdo demonstrados no Grafico 3 (p. 40).
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O método de Bradford também foi utilizado para determinacdo do teor de
proteinas dos extratos vegetais, visando comparacédo com o resultado obtido para o
método de Lowry. Novamente, o extrato que revelou maior teor de proteinas foi o
CR (1,38 mg/mL), porém, bem inferior ao observado pelo método de Lowry (4,98
mg/mL). Este resultado sugere que CR, e todos os extratos testados, apresentam
uma quantidade reduzida de proteinas de alto peso molecular (neste método a
interacdo com o corante depende sensivelmente do tamanho da proteina).

Figura 23 — Fotografia dos extratos vegetais usados na determinacdo de proteinas.

Fonte: Daniele Alves Ferreira

Grafico 3 — Concentracdes de proteinas dos extratos vegetais por dois métodos.
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De acordo com os dados acima, verificou-se que 0s extratos vegetais
apresentaram concentragfes bem variadas. As cascas de roma mostraram o maior

teor de proteinas pelos dois métodos (1,38 e 4,98 mg/mL) comparados com 0s
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outros vegetais. Ja os extratos de milho (GM e SM) mostraram 0s menores teores de
proteinas pelos dois métodos.

Avaliando os parametros estudados, potencial biocatalitico, teor de
proteinas e disponibilidade do vegetal no mercado, selecionou-se Lens culinaris (LC)
para realizacdo de uma investigagdo mais aprofundada do seu potencial

biocatalitico.

4.3 Otimizagéo da biorreducéo da acetofenona (1)

ApoOs selecdo de Lens culinaris (LC) como biocatalisador buscou-se
avaliar o seu potencial biocatalitico utilizando acetofenona (1) como substrato
modelo na otimizacao das condi¢cdes de biorreducdo. Os parametros testados foram:

concentracao de biocatalisador, cinética, velocidade de agitacdo e meio reacional.

4.3.1 Concentracédo do biocatalisador

O primeiro estudo envolveu a determinacdo da quantidade (concentracao)
ideal de biocatalisador. As quantidades foram variadas de 5 em 5 g (5, 10, 15, 20,
25, 30, 35 e 40 g). Inicialmente, o experimento foi realizado usando acetofenona
(100 mg) com lentilha fresca em agua destilada (80 mL) que foi entéo, incubada sob
acao de um agitador (150 rpm) a temperatura de 30 °C durante 72 horas. Foi
observado que a conversdo aumentou gradualmente (3-17%) com o aumento da
concentracdo do biocatalisador até 20 g, ocorrendo em quantidades superiores, um
decréscimo na conversdo, que se manteve aproximadamente constante até 40 g
(10-12%).

Os excessos enantiomeéricos variaram entre 46 e 94% para os alcoois de
configuracdo S (Prelog) apresentando melhores resultados quando utilizados 10 g
de biocatalisador. No entanto, avaliando o conjunto (conversdo e ee), o melhor
resultado foi para 20 g do biocatalisador que resultou em 17% de converséo e 75%

de ee. Os resultados deste estudo sdo apresentados na Figura 24 (p.42).



42

Figura 24 — Otimizag&o de quantidade de biocatalisador (lentilha).
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4.3.2 Cinética dareacao

O tempo de reacéo ideal foi determinado através da analise dos produtos
obtidos da reacdo em intervalos de 12 horas (12-96 h). As condi¢cdes do experimento
foram mantidas, incluindo a quantidade otimizada de biocatalisador (20 g). A
bioconverséo variou entre 8-36 % e o ee entre 55-75% (todos com configuracéao S),
Figura 25 (p. 43). Apos 84 horas de reacdo foi observada a melhor converséo
(36%), mas com apenas 50% de ee (S). JA em 72 horas houve apenas 17% de
conversdo, com o melhor ee (75%). Com a reacdo efetuada durante 84 horas foi
observado um decréscimo no rendimento do alcool, provavelmente, devido a
presenca de alguma alcool desidrogenase no sistema. Considerando que produtos
assimétricos de maior pureza enantiomérica tém maior interesse comercial,

selecionamos 72 horas como melhor tempo para a reacéo.



Figura 25 — Otimizacao da cinética da reacéo de 12 & 96 horas.
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4.3.3 Velocidade de agitacao

43

Foi observada também a variacéo do rendimento da reacdo em funcéo da

velocidade de agitacdo. Observacdo nos valores de 150, 175 e 200 rotacdo por

minuto (rpm), mostrou um aumento razoavel na conversao quando a velocidade de

rotacdo variou de 150 rpm (17%) a 175 rpm (28%), seguido de diminuicdo a 200 rpm

(19%). Como a pureza enantiomérica foi consideravelmente reduzida com o

aumento da velocidade de rotacdo, selecionamos 150 rpm como a melhor

velocidade de agitacdo da reacao (Figura 26, p. 44).
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Figura 26 — Otimizacéo da velocidade de agitacao.
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4.3.4 Meio reacional

Finalmente, foi avaliada a influéncia do pH do meio sobre o rendimento e
0 ee da reacdo de biorreducdo com Lens culinaris. Inicialmente, o pH da agua
destilada, meio reacional utilizado nos experimentos anteriores, foi medido obtendo-
se um valor a 5,6. Nesta condicao (pH 5,6), embora com uma baixa taxa de
conversao (17%), foi observado o melhor excesso enantiomeérico (75%) para o alcool
com configuracdo S. Em seguida, variou-se o pH do meio entre 6,0 e 8,0 (intervalos
de 0,5 unidades) foi ajustado através de diferentes relacdes entre os sais
Na;HPO,/KH,PO, (Figura 27, p. 45).

Em pH 6,0 (conversao 5% e ee 60%-S) observou-se uma queda na atividade
enzimatica e no ee em comparacao com pH 5,6 (conversdo 17% e ee 75%-S).
Aumento do pH para 6,5 provocou acréscimo na atividade enzimatica (52 % de
rendimento), acompanhado de uma queda dramatica no ee (15 %) e com inversao
da configuracdo do alcool (anti-Prelog). Em pH 7,0, o apice da atividade enzimética
foi verificado (conversdo >99%) juntamente com um bom ee (59%) do alcool anti-
Prelog, indicando uma melhor condicdo de trabalho para o complexo enzimatico com

relacdo a conversdo. Em pH’s acima de 7,0, houve drastica redugao na atividade
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enzimatica e, novamente, houve inversdo na configuracdo do alcool (regra de
Prelog). Adicionalmente, buscando avaliar o comportamento do sistema enziméatico
em pH abaixo de 5,6 (dgua destilada), a reacao foi conduzida em pH 5,0, ocorrendo
um aumento de conversao (22%), porém com diminuicdo do ee (71%-S) em relacao
a reacdo ao pH 5,6. Resultados semelhantes relacionadas a mudanca de
comportamento de sistemas enzimaticos vegetais em funcdo de variagdes no pH do
meio reacional foram observados e, poderiam ser devidos a diferentes solubilidade
dos compostos em meio aquoso (SUAREZ-FRANCO et al., 2010) ou a um processo
de enolizacédo (DEUSSEN et al. 2003).

Figura 27 — Otimizagdo do meio reacional em diferentes valores de pH’s.
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4.4 Biorreducdes de cetonas aromaticas pré-quirais

Estabelecidas as melhores condicbes reacionais para 0 sistema
enzimatico de Lens culinaris, utilizando acetofenona como substrato modelo,
estendeu-se o0 estudo para outras cetonas pro-quirais (derivados da acetofenona e
o-tetralona). A capacidade de biorreducédo de LC frente a grande maioria dos novos

substratos foi avaliada tendo meios reacionais a agua destilada (melhor excesso
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enantiomérico) e uma solugédo tampao fosfato pH 7,0 (melhor converséo) utilizando
as mesmas condi¢Oes otimizadas com acetofenona.

O estudo levou em conta a influéncia dos substituintes no anel aromatico
na reatividade do complexo enzimatico, procurando avaliar fatores estéricos e
eletrénicos considerando a posicdo relativa e a natureza dos substituintes. Para
efeito de discussdo as cetonas pré-quirais foram divididas em acetofenona
diversamente substituida com atomos ou grupos desativadores do anel aroméatico
(halogénios e nitro) e acetofenona com atomos ou grupos ativadores do anel
aromético (-OH, -OCHgs, -CH3 e -NH>).

44.1 Acetofenonas halogenadas

As acetofenonas halogenadas foram 2-bromoacetofenona (2), 3-
bromoacetofenona (3), 4-bromoacetofenona (4), 4-cloroacetofenona (5) e 4-
fluoracetofenona (6) (ver Esquema 3, p. 48).

Mesmo considerando a conhecida anomalia exercida pelos halogénios
nas reacdes da quimica organica em geral, algumas observacdes puderam ser
anotadas. Inicialmente, foi observado que a presenca dos substituintes (Br, Cl e F)
retiradores de elétrons no anel aromatico aumentou a reatividade das cetonas (2-6)
com obtencdo dos alcoois (2a-6a) em rendimentos superiores ao do 1-feniletanol
(1a) com a reacao conduzida em agua destilada. Os compostos halogenados, com
excecdo do clorado, foram muito reativos, especialmente os bromados (2-4), com
destaque para o isbmero orto que produziu o alcool com excelentes excesso
enantiomérico (297%) e conversao (>99%) nos dois meios reacionais (n&o foi
observado influéncia estérica sobre o curso da reacdo). Com excecdo da
acetofenona, que em solucdo tampédo com pH 7,0 produziu o &lcool R, todos os
alcoois foram obtidos com configuracdo segundo Prelog.

No derivado 3 (bromo na posicdo meta) foi observado uma maior
conversdo em relacdo ao 4 (bromo na posicao para), contrariamente aos excessos
enantioméricos (ee), onde em 3 foi menor que em 4, em ambos 0S meios reacionais.

No tocante aos derivados 4 e 5 (contendo os halogénios Bromo e Cloro,

respectivamente, na posi¢cao para), quando comparados entre si, foi observado um
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comportamento uniforme em relacdo a conversao e ao ee. Assim, 4 e 5 produziram
0s respectivos élcoois 4a e 5a com maior conversdo e maior ee tanto em agua
destilada como em pH 7,0. Comentando esses resultados de um modo geral, em
relacdo aos substratos 2, 3 e 4, a ordem de reatividade, considerando a posi¢cao do
atomo do halogénio bromo no anel aromético foi orto>meta>para para a conversao
e orto>para>meta para o ee, com as rea¢fes conduzidas em agua destilada e no
tampdo pH 7,0. Quando p-bromoacetofenona (4), p-cloroacetofenona (5) e p-
fluoracetofenona (6) foram tratados com lentilha nas condigbes de biorredugéo
empregadas em pH 5,6 (dgua destilada), os alcoois quirais (S) 4a e 6a foram obtidos
com boa conversao (79% para ambos) e alta enantiosseletividade (88 e 90 %,
respectivamente) com resultados comparaveis a aqueles obtidos pela reducéo
desses substratos com Daucus carota (YADAV et al., 2002). Ja, o substrato 5 foi
reduzido ao correspondente (S)-alcool 5a com boa enantiosseletividade (74%) mas
com baixo rendimento (19%). Por outro lado, em pH 7,0, L. culinaris produziu os
alcoois 4a, 5a e 6a em ordem decrescente de conversao e de ee (Tabela 8, p. 48).
Os valores obtidos para as conversdes (4a, 70%; 5a, 18%; 6a, 13%) foram
coerentes com a ordem esperada, considerando a capacidade dos atomos de
halogénios de doar elétrons por conjugacéo para o anel aromatico (F>CI>Br), em pH
7,0.

As configuracbes absolutas dos alcoois la-6a, apos purificacdo parcial,
foram atribuidas por comparacdo do sinal da rotacdo Otica especifica descrita na
literatura (Tabela 7, p. 48). Os produtos reacionais foram analisados através de CG-

EM e CLAE e os cromatogramas estdo demonstrados nas Figuras 28-43, p. 49-53.
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Esquema 3 — Biorreducdo das acetofenonas halogenadas.
O OH

Lens culinares
_
30°C

R Ro

1R1=R2:R3=R4:H

2R, =Br Ry=R3=R,;=H
3R1=H, R2=BI’, R3=R4=H
4R, =R,=H, R3=Br, R, = H
5R; =R,=H, Ry=Cl, Ry = H
6R1=R2:H, R3:F, R4:H

laR;=R,=R3=R,=H
2aR1=Br, R2=R3=R4=H

3aR;=H, R, =Br,Ry3= R, = H
4aR;=R,=H,Rs=Br, R,=H
53R1=R2=H, R3=C|, R4=H
6aR;=R,=H, Ry=F, Ry = H

Tabela 7 — Configura¢cdes absolutas dos produtos de biorreducdo das acetofenonas
halogenadas comparados com os da literatura.

Entrada Composto [0]%ss0; [C]*-R/S [a]7%ss0; [C]° -R/S Literatura
BARROS-FILHO et.
1 1-feniletanol -18; [0,080]-S -22,9; [1,0]-S
al., 2009.
2 1-(2-bromofenil)- -11; [0,069]-S -50,45; [1,33]-S CHATTOPADH;
etanol SALVI, 2008.
3 1-(3-bromofenil)- -15; [0,062]-S -25; [1,33]-S CHATTOPADH;
etanol SALVI, 2008.
4 1-(4-bromofenil)- -13; [0,064]-S -37,3; [1,1]-S HORIUCHI et. al.,
etanol 2006.
5 1-(4-clorofenil)- -11; [0,072]-S -45; [0,9]-S HORIUCHI et. al.,
etanol 2006.
6 1-(4-fluorofenil)- -26; [0,041]-S -40; [0,9]-S HORIUCHI et. al.,
etanol 2006.

produto da biorreducéo
b .

dados comparados da literatura
[c] concentracado
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Tabela 8 — Resultados da biorreducdo de acetofenonas halo-substituintes em dois
meios reacionais.

Meio reacional

Entrada Cetona Substituinte Agua destilada Solucéo tampéo pH 7
c? (%) ee” (%) c? (%) ee’ (%)

1 1 H 17 75-S >909 59-R

2 2 2-Br >99 97 -S >99 99 -S

3 3 3-Br >99 70-S 93 28-S

4 4 4-Br 79 88-S 70 87-S

5 5 4-Cl 19 74-S 18 70-S

6 6 4-F 79 90-S 13 55-S

#Conversao

(c) determinado por CG-EM
Pexcesso enantiomérico (ee) por CLAE.

Figura 28 — Cromatograma obtido por GC-EM do produto da biorreducédo da 2-
bromoacetofenona (2) em pH 7.0 com LC.
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Figura 29 — Cromatograma obtido por CLAE do produto da biorreducdo da 2-
bromoacetofenona (2) em pH 7.0 com LC.
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Figura 30 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorredugcédo da 3-

bromoacetofenona (3) em agua destilada com LC.
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Figura 31 — Cromatograma obtido por CLAE do produto da biorreducdo da 3-

bromoacetofenona (3) em agua destilada com LC.
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Figura 32 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorreducdo de 4-

bromoacetofenona (4) em agua destilada com LC.
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Figura 33 — Espectro de massas do 4-bromoacetofenona (4), tr: 6,94 min.
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Figura 34 — Espectro de massas do 1-(4-bromofenil)-etanol (4a), tr: 7,25 min.
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Figura 35 — Cromatograma obtido por CLAE do produto da biorreducdo de 4-

bromoacetofenona (4) em agua destilada com LC.
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Figura 36 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorreducdo da 4-

cloroacetofenona (5) em pH 7.0 com LC.
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Figura 37 — Espectro de massas do 4-cloroacetofenona (5), tr: 7,40 min.
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Figura 40 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorredugcédo do 4-
fluoracetofenona (6) em 4gua destilada com LC.
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Figura 41 — Espectro de massas do 4-flouracetofenona (6a), tr: 3,96 min.
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Figura 42 — Espectro de massas do 4-fluorfeniletanol (6a), tr: 4,22 min.
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Figura 43 — Cromatograma obtido por CLAE do produto da biorreducdo do 4-
/fluoracetofenona (6) em agua destilada com LC.
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4.4.2 Acetofenonas nitradas

Adicionais biorreducbes foram conduzidas com orto-, meta- e para
nitroacetofenonas (7-9). Relativamente, foi observado uma baixa quimiosseletividade
na reducdo das trés nitroacetofenonas isoméricas, tendo o processo ocorrido no
grupo carbonila sem reducédo do grupo nitro, com producédo dos alcoois (R)-7a, (R)-
8a e (S)-9a. Baixo valor de conversao (5-7%) e baixo a moderado ee (16-61%) do
alcool (R)-1-(2-nitrofenil)-etanol (7a) foram observados na reduc¢éo do orto derivado
(7), considerando ambos os meio reacionais (Agua destilada e tampéao pH 7) (Tabela
10, p. 55). Um possivel efeito estérico devido ao grupo nitro na posi¢do orto
dificultaria a reducgéo da carbonila. Os isbmeros meta e para foram reduzidos aos
alcoois correspondentes em baixa a moderada conversdo (24-57%) e com
moderado ee (42-68%). Em ambos 0s meios, o0 alcool (9a) apresentou configuracéo
em acordo com a regra de Prelog enquanto os outros alcodis 7a e 8a foram
formados com configuracédo anti-Prelog. As configuracdes absolutas dos nitroalcoois
mantiveram-se iguais em ambos 0s meios e foram comparadas e confirmadas
através de dados da literatura (Tabela 9, p. 55).

Por outro lado, reducéo do grupo nitro foi observada também sem reducéo do
grupo carbonila para as trés nitroacetofenonas 7, 8 e 9, originando as
aminoacetofenonas 7b, 8b e 9b (Esquema 4 e Tabela 10, p. 54) com conversdes
gue variaram de 2-75%. Contudo, ndo foi evidenciado presenca do aminoalcool
(produto da reducdo simultanea dos grupos carbonila e nitro). O pH do meio
reacional interferiu de forma acentuada na converséao e no ee, sendo verificado que
em pH 5,6 (Agua destilada) a proporcdo do nitroalcool (7a-9a) foi superior ao da
cetoamina (7b-9b), enquanto em pH 7,0 a proporcdo da cetoamina foi superior
(Figuras 44-52, p. 56-62). E interessante observar a possivel influéncia matua no
curso estérico da reacdo (em agua destilada), na reducdo dos grupos carbonila e
nitro no substrato 7, produzindo os derivados alcool (7a) e amina (7b) com baixa

conversao (5 e 2%, respectivamente).



Esquema 4 — Biorreducgéao de nitroacetofenonas usando LC.
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0 OH )
Lens culinares
H
02 30°C 02 2
7 2-NO, 7a 2-NO, 7b 2-NH,
8 3-NO, 8a 3-NO, 8b 3-NH,
9 4'N02 9a 4'N02 9b 4'NH2

Tabela 9 — Configuragbes absolutas dos produtos de biorredugédo (nitrocompostos)

comparados com os da literatura.

Entrada Composto [0]%%ss; [ 17 RIS [0]%%se; [c]”-R/S Literatura
BARROS-FILHO et.
1 1-(2-nitrofenil)-etanol -17; [0,040]-R +18,5; [0,23]-S
al., 2009.
CHATTOPADH,;
2 1-(3-nitrofenil)-etanol +11; [0,072]-R -4.9; [1,22]-S
SALVI, 2008.
_ _ CHATTOPADH;
3 1-(4-nitrofenil)-etanol -16; [0,054]-S -22,4; [1.42]-S
SALVI, 2008.

4 produto da biorreducdo
b .

dados comparados da literatura
[c] concentracéo

Tabela 10 — Resultados da biorreducéo de nitroacetofenonas com LC.

Meio reacional

Solucéo tampéo pH 7

Entrada Cetona Substituinte Agua destilada
c? (%) ee’ (%) c? (%) ee” (%)
1 7 2-NO, 5(@) e 2(b) 61-R(a) 7 (a) e 20(b) 16-R (a)
2 8 3-NO, 57 (a) e 26(b) 42-R(a) 24(a) e 75(b) 44-R (a)
3 9 4-NO, 46(a) e 27(b) 68-S(a) 45(a) e 47(b) 65-S (a)

@ Conversao (c) determinado por CG-EM
® excesso enantiomérico (ee) por CLAE
(a) referente ao nitroalcool
(b) referente a cetoamina.
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Figura 44 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorredugédo do 2-
nitroacetofenona (7) em agua destilada com LC.
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Figura 45 — Cromatograma obtido por CLAE do produto da biorreducdo do 2-

nitroacetofenona (7) em agua destilada com LC.
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Figura 46 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorreducédo do 3-
nitroacetofenona (8) em agua destilada com LC.
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Figura 47 — Cromatograma obtido por CLAE do produto da biorreducdo do
nitroacetofenona (8) em agua destilada com LC.
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Figura 48 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorreducéo do 4-
nitroacetofenona (9) em agua destilada com LC.
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Figura 49 — Espectro de massas do 4-nitroacetofenona (9), tr: 11,85min.
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Figura 50 — Espectro de massas do 4-aminoacetofenona (9b), tr: 12,30 min.
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Figura 52 — Cromatograma obtido por CLAE do produto da biorreducéo de 4-
nitroacetofenona (9) em agua destilada com LC.
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443 Acetofenonas com substituintes ativadores
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Os derivados de acetofenonas com substituintes doadores de elétrons

também foram examinados frente a possibilidade de reducdo com LC, buscando

investigar a influéncia dos substituintes na reatividade da carbonila. Os substratos

foram a 2-hidréxiacetofenona (10), 3-metoxiacetofenona (11), 4-metoxiacetofenona
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(12), 2,5-dimetilacetofenona (13), 2-aminoacetofenona (14), 3-aminoacetofenona
(15) e 4-aminoacetofenona (16) (Esquema 5, p. 60).

Em geral, foi observado que a presenca de grupos doadores de elétrons
(-OH, -OCHgs, -CH3 e -NHy), assim como, a posicao relativa desses substituintes no
anel aromatico, diminuiu fortemente a reatividade do grupo carbonila em
comparacado ao substrato modelo acetofenona (1), exceto para o composto (11)
(Tabela 12, p. 61). Assim, quando o m-metoxiacetofenona (11) foi tratado com
sementes de lentilha sob as condi¢cdes de biorreducdo empregadas, o alcool quiral
(R)-11a foi obtido com bom ee (83%) e em uma moderada conversédo (38%),
enquanto, nas mesmas condi¢cdes, o alcool quiral (S)-12a a partir do p-
metoxiacetofenona (12) foi produzido também com bom ee (80%), mas em
baixissima conversao (4%). Outros derivados com fortes substituintes doadores de
elétrons (-OH e -NH;) tais como o-hidroxiacetofenona (10) e orto-, meta- e para-
aminoacetofenonas (14, 15 e 16) ndo reagiram, enquanto, 2,5-dimetilacetofenona
(13) mostrou baixa converséo (4%), embora, com alto ee (>99%).

O alcool 1-(3-metoxifenil)-etanol (11a) obtido em agua destilada (pH 5,6),
foi quantificado (38%) através de espectrometria de ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio (RMN 'H) pela comparacdo da integracdo do sinal dos hidrogénios
metilicos (-COCHjs;, um singleto intenso em &y 2,60) da cetona (11) com a integracéo
do sinal dos hidrogénios metilicos [-CHOHCHjs;, um dubleto em &4 1,50 (J= 6,5H2z)]
do élcool (11a) (Figura 52, p. 61). O excesso enantiomérico (83%, R) foi
determinado através de CLAE (Figura 54, p. 62) e foi superior ao do substrato
modelo (1) (75 %, S). A converséo (38%) também foi superior a de 1 (17%). Em pH
7,0 a conversao do alcool diminuiu 10% e ocorreu também pequena reducao no ee
(Tabela 12, p. 61).

Apés purificacdo parcial dos produtos de biorreducdo 1la, 12a e 13a
foram determinados por polarimetria a rotacdo 6tica dos alcoodis quirais comparando
os sinais de alfa com os dados da literatura (Tabela 11, p. 60).

Quando as reacdes foram efetuadas na auséncia do biocatalisador,
praticamente, ndo foi observada conversdo, logo, as reacdes foram conduzidas

devido a presenca de L. culinaris.
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Esquema 5 — Biorredugéo de acetofenonas com substituintes doadores de elétrons.

(0] OH

Ra _ Ra
Lens culinares
—_—>
30°C
R3 Ry R3 R1
Ro R,

10R;=0OH,R;=R3=R4=H ‘NAO REAGIU
11 Rl: H, R2=OCH3, R3=R4=H llaR]_:H, R2:OCH3, R3=R4: H
12 Rl: R2: H, R3:OCH3, R4:H lzaR]_:Rz:H, R3:OCH3, R4: H
13 Rl = CH3, R2 = H, R3 = H, R4 = CH3 1%& Rl = CH3, R2 = H, R3 = H‘ R4 = CH3
14 Rl: NH2, R2:R3:R4:H NAO REAG'U
15R;=H,Ry;=NH,, Rg=R,=H NAO REAGIU
16 Ry = Ry =H, Rz = NH,, R, = H NAO REAGIU

Tabela 11 — Configuracbes absolutas dos produtos de biorreducéo (doadores de
elétrons) comparados com os da literatura.

Entrada Composto

[0]%%ss; [ 1% RIS [0]%%se; [c]”-R/S Literatura

1-(3-metoxifenil)-

1
etanol

) 1-(4-metoxifenil)-
etanol

3 1-(2,5-dimetilfenil)-

etanol

BARROS-FILHO et.

+14; [0,066]-R -29,8: [0,85]-S
al., 2009.
BARROS-FILHO et.
-21; [0,046]-S -29,1: [1,5]-S
al., 2009.
WILLS:; MARTINS,
-23; [0,048]-S +64; [0,5]-R

20009.

¢ produto da biorreducdo
b .

dados comparados da literatura
[c] concentracéo
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Tabela 12 — Resultados da biorreducéo de derivados da acetofenona com doadores
de elétrons.

Meio reacional

Entrada Cetona Substituinte Agua destilada Solucéo tampé&o pH7
c? (%) ee” (%) c? (%) ee’ (%)
1 10 2-OH N.R. - N. R. -
2 11 3-OCHj, 38 83-R 28 80-R
3 12 4-OCHj; 4 80-S 3 84-S
4 13 2,5-CH; 4 299-S 5 98-S
5 14 2-NH; N.R. - N. R. -
6 15 3-NH; N.R. - N. R. -
7 16 4-NH, N.R. - N. R. -

®conversdo (c) determinado por CG-EM
® excesso enantiomérico (€€) por CLAE
N. R. Ndo Reagiu.

Figura 53 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCl;) do produto obtido da
biorreducdo em agua destilada de 3-metoxiacetofenona (11).
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Figura 54 — Cromatograma obtido por CLAE do produto da biorreducdo de 3-

metoxiacetofenona (11) em agua destilada com LC.
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Figura 55 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorreducéo de 4-

metoxiacetofenona (12) em agua destilada com LC.
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Figura 56 — Espectro de massas do 1-(4-metoxifenil)-etanol (12a), tr: 9,41 min.
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Figura 57 — Espectro de massas do 4-metoxiacetofenona (12), tr: 10,58 min.
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Figura 58 — Cromatograma obtido por CLAE do produto da biorreducéo de 4-
metoxiacetofenona (12) em 4gua destilada com LC
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Figura 59 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorreducdo do 2,5-
dimetilfeniletanol (13) em agua destilada com LC.
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Figura 60 — Espectro de massas do 2,5-dimetilacetofenona (13), tr: 7,53 min.
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Figura 61 — Espectro de massas do 2,5-dimetilfeniletanol (13a), tr: 8,35 min.
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Figura 62 — Cromatograma obtido por CLAE do produto da biorreducdo do 2,5-
dimetilfeniletanol (13) em égua destilada com LC.
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4.5 Biorreducéo de outros compostos carbonilicos

Confirmada a presenca de enzimas redutase através dos resultados
positivos obtidos com os substratos (1-16), inclusive, com resultados que se
coadunam com aqueles registrados na literatura utilizando outras fontes vegetais
(ASSUNCAO et al., 2008; FONSECA et al., 2009; BIZERRA et al., 2010), a
investigacdo foi estendida a outros compostos potencialmente reduziveis. Foi
avaliada a capacidade de LC em reduzir substratos carbonilicos como: cetonas

simétricas (aromatica e alifatica), aldeidos e nitrocompostos aromaticos, seguindo
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mesma metodologia adotada anteriormente (subitem 5.4.2, p. 106 do procedimento

experimental).
4.5.1 Cetonas alifaticas e outras cetonas aromaticas

Biorredugdes foram levadas a efeito com duas outras cetonas de natureza
aromatica, a a-tetralona (17) (Figura 63) e a benzofenona (18) (Figura 69, p. 69).
Em &gua destilada, 17 e 18 apresentaram baixos valores de conversédo (8 e 41%,
respectivamente), bem como, baixa enantioseletividade (39%) do alcool S no caso
de 17. Em comparagao com acetofenona (1) e benzofenona (18), a baixa converséo
e a baixa enantiosseletividade verificadas para a a-tetralona (17) seriam devidas ao
maior impedimento estérico e a uma conformacgao mais rigida (sem rotacao livre) em
sua estrutura. Os resultados de converséo e excesso enantiomérico sdo mostrados
no Gréfico 4 (p. 66) e os cromatogramas obtidos por CG-EM e HPLC nas Figuras
64-67 (p. 66-67).

Apbs a purificacdo parcial do produto de biorreducdo 17a (alcool quiral em
excesso) a rotacéo otica foi determinada por polarimetria como sendo [0]%%sge = +20
(0,05 g/mL, cloroférmio). A literatura mostrou que a rotagao o6tica para o alcool (R)-
tetralol é [a]®sss = -15 (0,37 g/mL, cloroférmio). Conseqiientemente, por

comparacao, para o alcool foi 17a foi atribuida a configuracdo S (Figura 67, p. 67).

Figura 63 — Biorreducéo da a-tetralona com LC.
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Gréfico 4 — Biorreducao de cetonas aromaticas.
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Figura 64 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorreducdo da o-
tetralona (17) em agua destilada com LC.
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Figura 65 — Espectro de massas do a-tetralol (17a), tr: 13,09 min.
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Figura 66 — Espectro de massas da a-tetralona (17), tr: 13,32 min.
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Figura 67 — Cromatograma obtido por CLAE do produto da biorreducédo da o-
tetralona (17) em agua destilada com LC.
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A benzofenona (18) (cetona aromatica conjugada) revelou um aumento
consideravel na bioconversao (41%) quando comparada ao da acetofenona (17%) e
a-tetralona (8%) em agua destilada. Este comportamento indicou, provavelmente,
gue os fatores eletronico e estérico em 18 foram determinantes no aumento da
reatividade da carbonila. O teor de conversdo do composto (18) foi determinado por
RMN *H a partir da comparacdo da integracdo do sinal correspondente aos quatro
atomos de hidrogénios aromaticos orto a carbonila de 18 (multipleto com
deslocamento quimico em &y 7,82) com a integracdo do sinal do hidrogénio

carbinolico de 18a (singleto em 84 5,56) (Figura 68, p. 68).
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Figura 68 — Espectro de RMN *'H (500 MHz, CDCls) do produto obtido da
biorreducéo do Benzofenona (18).

O experimento foi estendido para observar a eficiéncia do sistema

enzimatico com as alcanonas ciclicas simétricas ciclopentanona (19) e ciclo-
hexanona (20). Conforme mostrado na Figura 69 (p. 69), a incubacado da cetona com
anel de cinco membros (19) produziu um alcool com excelente rendimento (82%),
enquanto, a incubacéo da cetona com anel de seis membros (20) produziu um éalcool
com baixo rendimento (42%), com resultados diferentes daqueles obtidos pela
utilizacdo de Saccharum officinarum (34 e 81%, respectivamente) (Assuncéo et al.,
2008). De modo geral, as cetonas ndo conjugadas (19 e 20) foram mais reativas que
as cetonas conjugadas (1, 17 e 18), conforme esperado, tendo em vista que o
carbono carbonilico de cetonas ndo conjugadas sdo mais eletrofilicos. Os resultados
das conversdes das cetonas ciclicas sdo demonstrados através dos cromatogramas

de CG-EM com seus respectivos espectros de massas nas Figuras 70-75, p. 69-70.



Figura 69 — Biorreducao de cetonas simétricas com seus respectivos rendimentos.
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Figura 70 — Cromatograma CG-EM do produto obtido da biorreducédo da

ciclopentanona (19).
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Figura 72 — Espectro de massa do ciclopentanona (19), tr: 4,12 min.
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Figura 73 — Cromatograma CG-EM do produto obtido da biorreducdo da ciclo-
hexanona (20).
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Figura 74 — Espectro de massa do ciclo-hexanol (20a), tr: 5,46 min.
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Fig)ura 75 — Espectro de massa da ciclo-hexanona (20), tr: 5,54 min.
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45.2 Aldeidos aromaticos

Como no caso das cetonas, a reducdo biocatalitica de aldeidos constitui
um dos mais importante e pratico meio para a obtencdo de &lcoois (SUAREZ-
FRANCO et al., 2010), os quais podem entdo ser transformados para sintetizar
produtos quimicos importantes para as industrias farmacéutica, agroquimica e
cosmética. Em um contexto de “quimica limpa”, & importante enfatizar a
possibilidade de usar diferentes plantas locais (células a partir de frutos, raizes,
tubérculos e outras partes) como biocatalisador para reduzir aldeidos e cetonas
como uma alternativa para a sintese de alcoois.

Nestas circunstancias, a reacdo enzimatica foi aplicada aos aldeidos
aromaticos 21-24 incluindo o a,B-insaturado aldeido cinamico 25 (Figura 91, p. 77).
Como esperado e, como ja relatado em trabalhos anteriores (ASSUNCAO et al.,
2008; SUAREZ-FRANCO et al., 2010), os aldeidos foram mais reativos que as
cetonas e foram reduzidos através de um padrédo bem definido, com excecdo do
aldeido cinamico (Tabela 13, p. 78). Assim, 0 benzaldeido (21) e o furfural (24)
foram completamente reduzidos aos correspondentes alcoois 21la (299%) e 24a
(299%). Os derivados p-metoxibenzaldeido (22) e m-metoxibenzaldeido (23) foram
convertidos nos alcoois 22a e 23a com rendimentos de 95 e 96%, respectivamente.
A ligeira diminuicdo nos rendimentos (relativamente ao benzaldeido) pode ser
atribuida a presenca de um substituinte doador de elétrons (-OMe) no anel
aromatico (FONSECA et al., 2009; MACHADO et al., 2006). Os produtos reacionais
foram analisados em CG-EM e o0s cromatogramas com seus respectivos espectros

de massa estdo apresentados nas Figuras 76-85 (p. 72-74).
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Figura 76 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorreducdo da
benzaldeido (21) com LC.
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Figura 77 — Espectro de massas do alcool benzilico (21a), tr: 7,93 min.
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Figura 78 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorreducdo da 4-
metoxibenzaldeido (22) com LC.
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Figura 79 — Espectro de massas do 4-metoxifenilmetanol (22a), tr: 6,36min.
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Figura 80 — Espectro de massas
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Figura 81 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorredugcédo do 3-
metoxibenzaldeido (23) com LC.
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Figura 82 — Espectro de massas do 3-metoxifenilmetanol (23a), tr: 6,37 min.
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Figura 84 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorreducéo do furfural
(24) com LC.
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Figura 85 — Espectro de massas do alcool furfurilico (24a), tr: 4,98 min.
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Baixa quimiosseletividade foi observada para a reducdo enzimatica do
cinamaldeido (25), onde trés produtos (25a, 25b e 25c¢) foram formados, em acordo
com publicacdo anterior (ASSUNCAO et al., 2008; BERTINI, 2009). O processo de
reducdo ocorreu somente no grupo carbonila e permitiu a producdo de 25a com
rendimento de 60% (ligeiramente superior ao relatado anteriormente (BERTINI,
2009), assim como, simultaneamente no grupo carbonila e na ligacdo dupla olefinica
para produzir 25b com baixa conversdo de 11% (menor que o relatado
anteriormente (BERTINI, 2009). Adicionalmente, o grupo formil do cinamaldeido (25)
foi oxidado produzindo o acido 3-fenilpropen-1-6ico (25¢) com conversdo de 29% um
inesperado comportamento para o sistema enzimatico em uso (Tabela 13, p. 78).
Vale ressaltar que, este mesmo fendmeno foi observado quando da utilizacdo de
Saccharum oficinarum (ASSUNCAOQ et al., 2008) e de Glycine max (BERTINI, 2009).
Os produtos reacionais foram analisados em CG-EM e os cromatogramas com seus

respectivos espectros de massas estdo apresentados nas Figuras 86-90 (p. 76-77).
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Tendo em vista 0 aparecimento dos produtos 25b e 25c, foi realizado
ainda, um estudo cinético com o substrato cinamaldeido (25), procurando verificar
gue produto foi formado inicialmente e como se processaria a reagdo no decorrer do
tempo. Assim, os rendimentos da reacdo foram monitorados durante o periodo de 72
horas em intervalos de 12 horas. Os produtos reacionais foram analisados em CG-
MS, que permitiu identificar os picos de ions moleculares em m/z 132 (25), 134
(25a), 136 (25b) e 148 (25c) juntamente com o0s picos relativos aos principais
fragmentos, respectivamente. O Gréfico 5 ilustra os resultados do estudo cinético no
periodo de 72 horas.

Gréfico 5 — Cinética da reacdo enzimatica do cinamaldeido (25).
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Inicialmente foi observada uma formacéo consideravel do alcool cinamico
25a (43%) e quantidades insignificantes do alcool hidrocinamico (25b) e do acido
cinamico (25c) em 12 horas de reacdo. Em 24 horas ocorreu um decréscimo na
conversdo de 25a e aumento na propor¢cdo do aldeido 25. A partir de 36 horas
comeca a aparecer os produtos 25b e 25¢ em quantidades consideraveis. Em 48
horas a conversdo do acido cinamico 25c atinge o maximo (50%), coincidindo com
uma queda brusca na proporcao do aldeido residual. Neste tempo observou-se que

a velocidade de oxidacdo superou a de reducdo (equilibrio). Em 60 horas a
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conversao ao alcool (25b) é maxima (84%), e de acido (25c) € o minimo, indicando
gue o0s processos redutivos superam os oxidativos. Este observacgao foi corroborada

pela conversdo méxima do produto, alcool 25b reduzido nos dois grupos funcionais.

Figura 86 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorredugédo do
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Figura 87 — Espectro de massas do fenilpropanol (25b), tr: 7,19 min.

@/\AOH

N 1z

3 W 18 oy a0 @ o 08 334, W5 362 37
10 3 50 70 9 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370

Figura 88 — Espectro de massas do cinamaldeido (25), tr: 7,48 min.
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Figura 89 — Espectro de massas do 3-fenilprop-en-1-ol (25a), tr: 7,68 min.
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Figura 90 — Espectro de massas do acido cinamico (25c), tr: 8,35 min.
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Figura 91 — Biorreducéo dos aldeidos aromaticos com LC.
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Tabela 13 - Biorredugé&o dos aldeidos aromaticos usando LC.

Entrada Aldeido Bioconverséao (%)
1 21 > 99
2 22 96
3 23 95
4 24 >99
5 25 11 (a), 29 (b) e 60 (c)

4.5.3 Nitrocompostos aromaticos

A reducdo de nitrocompostos € importante na producdo de aminas que
sédo utilizadas como intermediarios em varios setores industriais, tais, como
pesticidas, polimeros, tintas, farmacéuticos (YE; SINGH; WARD, 2004).
Adicionalmente, esta reacdo também €& de interesse nos processos de
bioremediacdo. Alguns trabalhos sobre a biorreducdo quimiosseletiva a partir de
aldeidos e cetonas aromaticas nitro-substituidas sdo conhecidos (BIZERRA et al.,
2010), nos quais, o processo de reducdo ocorreu exclusivamente no grupo
carbonila. Como a reducao de nitroacetofenonas (7-9) utilizando LC foi observada no
presente trabalho (subitem 4.4.2, p. 54), os estudos foram estendidos no sentido de
verificar sua capacidade em reduzir outros nitrocompostos aromaticos. Inicialmente a
reacdo de biorreducéo foi testada tendo o nitrobenzeno (26) como substrato modelo,
resultando em uma alta eficiéncia de conversédo (80%) em benzamina (26a), maior
do que a obtida utilizando Vigna unguiculata (16%) (BIZERRA et al., 2010) e Beta
vulgaris (52%) (ANDRADE et al., 2006a). Os espectros de massa do substrato (26),
(Figura 94, p. 79) e do produto de reducéo (26a) (Figura 93, p. 79) exibiram o0s picos
de ions moleculares em m/z 123 e 93, respectivamente, conforme previsto. A
seguir, varios compostos aromaticos nitro-substituidos foram submetidos ao mesmo

processo de reacdo. Efeitos eletrénicos e estéricos foram observados durante o
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curso da reacdo devido a presenca de diferentes substituintes no anel aromatico
(Figura 114 e Tabela 14, p. 87). Todas as andlises foram determinadas por CG-EM,

com os cromatogramas e espectros de massas mostrados nas Figuras 92-94.

Figura 92 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorredugédo do
nitrobenzeno (26) com LC.
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Figura 93 — Espectro de massas do aminobenzeno (26a), tr: 3,18 min.
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Figura 94 — Espectro de massas do nitrobenzeno (26), tr: 4,11 min.
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Como pode ser observado na Tabela 14 (p.87), p-cloronitrobenzeno (27)
foi reduzido a p-cloroaminobenzeno (27a) com menor rendimento (68%) (Figuras 95
a 97, p. 81), enquanto, m-metilnitrobenzeno (31), p- metilnitrobenzeno (32), o-
hidroxinitrobenzeno (33) e p-hidroxinitrobenzeno (34), praticamente, ndo foram
reduzidos (Figuras 104 a 113, p. 83 a 87). Esses resultados indicaram que a
presenca de substituintes doadores de elétrons (-CHz, -OMe, -OH), diminuiram o
rendimento da reagdo. Para os derivados m-nitrotolueno (31) e p-nitrotolueno (32),
com substituintes doadores de elétrons relativamente fracos, foram observadas
baixas conversoes (4 e 2%, respectivamente). A menor reatividade de 32 pode ser
justificada ainda, pela maior influéncia do efeito doador do grupo metil (inducéo e
hiperconjugacgéo) na posi¢ao para, diminuindo ainda mais a eletrofilicidade do grupo
nitro. Quando os substituintes foram doadores eletronicos mais efetivos (mesomeria)
como o-nitrofenol (33) e p-nitrofenol (34) foram verificados uma neutralizag&o total
da atividade enziméatica, ndo sendo observada evidéncia de formag&o de aminofenol
(Figuras 110 a 113, p. 87 e 88). Em contraste, quando orto- (28), meta- (29) e para-
carboxilonitrobenzeno (30) foram tratados com LC, os isbmeros orto- e meta- néo
foram reduzidos, ao passo que, o isdbmero para-(30) foi reduzido com um excelente
rendimento (299%) (Figuras 98 a 103, p. 82 a 83). Em 30, o grupo carboxilo,
retirador de elétrons, esta localizado na posi¢cao para, ou seja, conjugado ao atomo
de carbono ligado ao grupo nitro, enquanto, em 29 o grupo carboxilo esta em
posicdo meta (ndo diretamente conjugado com o carbono ligado ao grupo nitro). Ja,
no caso do isémero 28, um possivel efeito estérico devido ao grupo carboxilo na

posicao orto em relacéo ao grupo nitro impediu a reacao.
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Figura 95 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorredugcédo do 4-

cloronitrobenzeno (27) com LC.
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Figura 96 — Espectro de massas do 4-cloroaminobenzeno (27), tr: 5,26 min.
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Figura 97 — Espectro de massas do 4-cloronitrobenzeno (27), tr: 5,72 min.
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Figura 98 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorreducao do acido 2-
nitrobenzadico (28) com LC.
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Figura 99 — Espectro de massas do acido 2-nitrobenzdico (28), tr: 9,51 min.
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Figura 100 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorreducdo do acido
3-nitrobenzadico (29) com LC.
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Figura 101 — Espectro de massas do acido 3-nitrobenzdico (29), tr: 9,49min.
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Figura 102 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorreducéo do &cido
4-nitrobenzadico (30) com LC.

Intensity

2000000

1500000 -

1 NH,
1000000 HO,C” : K

500000 “
] ‘ Mmooty st —TIC
M - w #1.00
) - 0
0 Stk o R btk ——
3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
min

Figura 103 — Espectro de massas do acido 4-aminobenzoico (30a), tr: 9,25 min.
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Figura 104 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorredugcéo do 3-

nitrotolueno (31) de LC.

Intensity
40060000

~rm g aan

5318

35000000 CHs
30000000}

25000000 / NO,

20000000+

15000000 ] CHs

10000000

5000000 % /rw e,
- LTIC
0 l ! %100
T 1 T T T T T T T
4

T T T Aaaaasazac:
3 5 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

GCMS Method

Figura 105 — Espectro de massas do 4-aminotolueno (30a), tr: 3,99 min.
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Figura 107 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorreducéo do 4-

nitrotolueno (32) com LC.
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Figura 108 — Espectro de massas do 4-aminotolueno (32a), tr: 3,93 min.
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Figura 109 — Espectro de massas do 4-nitrotolueno (32), tr: 5,52 min.

100
J 9
CHs
107 O,N
i 137
51
| ’
il 121 149 170 195 207 12-’-? 272280 302 320 337 354 375 393
1 T I 1 ) + 1 L) 1 T ¥ 1 T 1 L) T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380




Figura 110 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorreducao
nitrofenol (33) com LC.
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Figura 111 — Espectro de massas do 2-nitrofenol (33), tr: 4,57 min.
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Figura 112 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da biorreducéo
nitrofenol (34) com LC.
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Figura 113 — Espectro de massas do 4-nitrofenol (34), tr: 9,05 min.
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Figura 114 — Biorreducao de nitrocompostos usando LC.

NO,

26 R=H
27 R = p-Cl

28 R = 0-CO,H
29 R = m-CO,H
30 R = p-CO,H
31 R = m-CHs
32 R = p-CHs
33 R = 0-OH
34 R = p-OH

NH,
)
—_—

26aR=H

27a R = p-Cl
Nao Reagiu
Nao Reagiu
30a R = p-CO,
3la R =m-CHs
32a R = p-CH3
N&o Reagiu
N&o Reagiu

Tabela 14 - Biorredug&o dos nitrocompostos usando LC.

Entrada Nitrocomposto Bioconversio® (%)
1 26 80

2 27 68

3 28 N.R

4 29 N.R

5 30 > 99

6 31 4

7 32 2

8 33 N.R

9 34 N.R
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N.R - N&o Reagiu
®Bioconversdo determinado por CG-EM

4.6 Hidrolises de ésteres

Estudos anteriores ja mostraram a capacidade de sistemas intactos de
plantas para hidrolisar misturas racémicas de ésteres quirais, onde a comparacéo de
hidrélises de uma série de acetatos alifaticos e arométicos e metil ésteres indicaram
acentuadas diferencas nas velocidades de reagbes (MIRONOWICZ; JAROSZ,
SIEWINSKI, 1995). Consequentemente, um variado nimero de diferentes enzimas,
inclusive hidrolases, tém sido envolvidas no objetivo de efetuar hidrolises de ésteres
na formacao de acidos e alcoois quirais. O sistema enzimatico de LC foi testado no
objetivo de promover a hidrélise de acetatos aromaticos e outros ésteres com
resultados que se coadunam com aqueles registrados na literatura utilizando outras
fontes vegetais (ASSUNCAO et al, 2008; FONSECA et al., 2009; BIZERRA et al.,
2010).

Esses testes comecaram por investigar a capacidade hidrolitica de LC
tendo como substrato o acetato de p-nitrofenila (35). Para tanto, o primeiro passo
consistiu em obter 35 através de reacdo quimica classica a partir do p-nitrofenol
(34).

4.6.1 Reacdao de acetilacdo convencional do p-nitrofenol

O composto p-nitrofenol (34) foi submetido uma reacdo de acetilacéo,
conforme metodologia descrita do subitem 5.4.8 (p. 110), a fim de obter acetato de
p-nitrofenila (35) (Esquema 6, p. 89). Rendimento reacional na obtencdo a 99%
(Figura 115, p. 89).
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Esquema 6 — Reacéo de acetilacao convencional do p-nitrofenol (34).
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Figura 115 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da reacao de acetilacao
convencional do composto 4-nitrofenol (34).
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4.7 Reacdo enzimatica do acetato de p-nitrofenila (35)

O acetato de p-nitrofenila (35) em presenca de LC, utilizando mesma
metodologia descrita para as reacfes de biorreducéo, foi hidrolisado para formar p-
nitrofenol (35a) em excelente conversado (>99%) (Esquema 7, p. 90; Figura 118, p.
91). Quando realizada em branco (reacdo sem o biocatalisador) foi observado
apenas uma pequena taxa de conversao (3%) de 35 no produto hidrolisado (Figuras

116-118, p. 90).



Esquema 7 — Reacdo de hidrélise de acetato de p-nitrofenila (35) usando LC.
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Figura 116 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto da reagdo em branco do

acetato de 4-nitrofenila (35).
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Fli(%ura 117 — Espectro de massas do acetato 4-nitrofenila (35), tr: 8,67 min.
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Ilziﬂgura 118 — Espectro de massas do 4-nitrofenol (35a), tr: 9,11 min.
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Figura 119 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto de hidrolise do acetato de
4-nitrofenila (35) com LC.
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Foi também investigada a possibilidade de hidrélise de outros dois ésteres
aromaticos, benzoato de metila (38) e benzoato de etila (39). Porém, somente o
éster 38 mostrou indicio de reatividade, com uma conversdo de apenas 5% em
acido benzoico (38a) (Figuras 124 a 128, p. 93 a 94).

4.8 Outras reacdes enzimaticas de hidrélise com LC

A capacidade hidrolitica do complexo enzimatico de LC foi avaliada,
conforme metodologia das reacdes de biorreducao, frente a outros derivados de
acido carboxilico como nitrilas e amidas. Os compostos aromaticos testados foram
benzonitrila (36) e benzamida (37) (Esquema 8, p. 92), que ndo mostraram nenhuma
evidéncia de reacdo (Figuras 120 a 123, p. 92 e 93).

Esquema 8 — Reac¢des de hidrdlise usando LC.
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o=

36 R;=CN N&o Reagiu
37 Ry = CONH; N&o Reagiu
38 Ry = COOCH,CH; N0 Reagiu
39 R; = COOCHg3 39a R, = COOH

Figura 120 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto de hidrélise do

benzonitrila (36) com LC.
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Figura 121 — Espectro de massas da benzonitrila (36), tr: 3,40 min.
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Figura 122 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto de hidrélise da
benzamida (37) com LC.
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Figura 123 — Espectro de massas da benzamida (37), tr: 6,80 min.
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Figura 124 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto de hidrdlise do benzoato

de etila (38) com LC.
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Figura 125 — Espectro de massas do benzoato de etila (38), tr: 5,51 min.
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Figura 126 — Cromatograma obtido por CG-EM do produto de hidrélise do benzoato
de etila (39) com LC.
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Figura 127 — Espectro de massas do benzoato de metila (39), tr: 4,59 min.
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Figura 128 — Espectro de massas do acido benzéico (39a), tr: 5,59 min.

|
|
348

100

- (0]
105 ©)LOH
38
6 b
30 | ,I J28 144 155 172 188 207 242 267 287 146 381
i i o el s T i i e i ey
10 30 S0 70 S0 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390



95

4.9 Determinacdo de micro-organismos endofiticos em LC

Objetivando a determinacdo da presenca de possiveis micro-organismos
(principalmente fungos/leveduras) endofiticos nas sementes de LC, realizou-se um
estudo exploratorio que consistiu no cultivo dos mesmos em meio de crescimento
adequado com antibidtico. A importancia desta investigacdo foi avaliar se houve a
possivel participacdo destes nos processos cataliticos. O procedimento deste
experimento esté descrito no subitem 5.4.10 (p. 111).

Ao final dos experimentos, pode-se verificar o crescimento de trés micro-
organismos ao final de oito dias e mais um em doze dias. Estes foram designado
como: branca com disco (BCD), branca sem disco (BSD), amarelo com disco (ACD)
e amarelo forte (AF). Ver Figura 129 (p. 96).
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Figura 129 — Fotografia dos quatros micro-organismo repicados individualmente.

Os resultados mostraram a presenca de possiveis interferentes no
sistema enzimatico do vegetal. Porém, deve-se ressaltar que o tempo de
crescimento dos mesmos foi de no minimo oito dias e todas as reacbes
biocataliticas foram realizadas em trés dias, indicando que aparentemente durante a
reacdo enzimatica ndo houve crescimento dos micro-organismos, principalmente
leveduras ou fungos. Cabe ressaltar que nao foi realizado um estudo de qual meio

seria 0 melhor para o crescimento dos micro-organismos.
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4.10 Teste de atividade lipasica dos micro-organismos endofiticos de LC

O teste de atividade lipolitica foi realizado para os quatro micro-
organismos, usando como controle positivo Candida rugosa Lipase. Apés incubacao
durante doze dias, a 23 °C, as colénias foram transferidas para o meio de cultura
(BDA), contendo Rodamina B (0,02% m/v) (Figura 130). Apdés 24 horas de
incubacdo os microorganismos foram analisados por fluorescéncia sob irradiagéo
UV-365 nm, sendo observada uma cor laranja no material, indicativa de teste
positivo de atividade lipolitica (Figura 131) (CADIRCI; YASA, 2010). O procedimento
experimental encontra-se descrito no subitem 5.4.11 (p. 111).

Figura 130 — Fotografia dos quatros micro-organismos sem irradiagdo UV para o
teste de lipase.

Fonte: Daniele Alves Ferreira

Figura 131 — Fotografia dos quatros micro-organismos sob irradiacdo UV para o
teste de lipase.

Fonte: Daniele Alves Ferreira
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5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
5.1 Material utilizado

Todos os reagentes comerciais usados nos ensaios de biotransformacéo
foram de procedéncia MERCK, SINC ou SIGMA-ALDRICH. O biocatalisador,
sementes de lentilha (Lens culinaris), foi comprado em loja de produtos naturais
(Celeiro Alimentos e Produtos Naturais) no Mercado Central de Fortaleza-Ceara. Os
solventes utilizados nos tratamentos das reacfes e colunas cromatograficas sao de
procedéncia comercial SYNTH. Os reagentes: tartarato duplo de sodio e potassio
(KNaC4H406.4H,0), carbonato de sddio (Na,COs), hidroxido de sodio (NaOH),
sulfato cuprico pentahidratado (CuS04.5H,0), sulfato de sodio anidro (Na;SO,),
fosfato de sodio dibasico (Na;HPO,), fosfato de potassio monobasico (KH;PO,),
Tween 80 P. S, Rodamina B séo todos de procedéncia VETEC. Borohidreto de sodio
(NaBH,) foi adquirido da PROSYNTH, reagente de Folin-Cicateau da QEEL -
Quimica Especializada Erich LTDA, batata-dextrose-agar foi adquirido da DIFCO™,
Lipase de Candida rugosa de procedéncia SIGMA-ALDRICH, azeite de oliva extra
virgem de procedéncia La Espaiiola.

As determinacfes de massas foram realizadas numa balanca analitica
Ohaus Analytical Plus. As reacdes enzimaticas foram realizadas em mesa agitadora
modelo 109 da NOVA ETICA.

5.2.Métodos de Andlise

As analises necessarias para obtencédo dos espectros e cromatogramas,
incluindo técnicas de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), ressonancia magnética
nuclear (RMN) e espectroscopia na regido do Ultravioleta-Visivel (UV/VIS) foram
realizadas na Central Analitica do Departamento de Quimica Organica e Inorganica

da Universidade Federal do Ceara.
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5.2.1. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As cromatografias de adsorcdo em camada delgada (CCD) foram
realizadas utilizando cromatoplacas de gel de silica 60 (® = 2-25 um) sobre poliéster
T-6145, compradas da SIGMA CHEMICAL CO., com camada de 250 ym de
espessura e dimensdes de 20 x 20 cm com fluorescéncia.

A revelacdo das substancias nas cromatoplacas foi realizada através de
pulverizacdo com solucdo de vanilina (CgHgO3, 5 g) e acido perclérico (HCIO4, 0,75
mol/L, 100 mL) em etanol (C,HsOH, 100 mL) ou por imerséo da placa em solucao de
permanganato de potassio (KMnO4, 2 g) com hidroxido de sédio (NaOH, 8-10
lentilhas), carbonato de potassio (K,COgs, 10 g) e 200 mL de agua destilada, seguida
de aquecimento em chapa aquecedora em temperatura em torno de 100 °C por

aproximadamente 5 minutos.

5.2.2. Cromatografia em Coluna por adsor¢ao

Os produtos reacionais, apos extracao, foram purificados em coluna
cromatografica utilizando como adsorvente silica gel 60 (o= 0,025-0,020 mm) de
procedéncia VETEC. O comprimento e o diametro das colunas variaram de acordo
com as massas das amostras e de silica utilizadas. Para eluicdo foram usadas

diclorometano, hexano e acetato de etila puros ou misturas binarias.

5.2.3. Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

Os produtos reacionais obtidos foram analisados e quantificados por CG-
EM em um equipamento SHIMADZU QP5050A equipado com coluna capilar de
dimetilpolisiloxano OV-5 (30,0 m x 0,25 mm x 0,25 um) usando hélio a 1,0 mL/min
como gas carregador, em modo split, operando com gradientes de temperatura que
variavam dependendo da natureza quimica dos compostos analisados. Os
programas de aquecimento utilizados foram: 3 °C/min de 100-130 °C; 3 °C/min de
100-130 °C e 40 °C/min de 130-300 °C; 10 °C/min de 100-180 C e de 40 °C/min de
180-300 °C (5min), com a temperatura de injetor de 250 °C e detector de 280 °C.
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5.2.4. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

As determinacBes dos excessos enantiomeéricos (ee) dos produtos de
biorreducdo foram determinadas em Cromatégrafos Liquido de Alta Eficiéncia da
Shimadzu LC-LC-20AT (detector UV-Vis Shimadzu SPD-M20A) e 10Advp (detector
de UV-Vis Shimadzu SPD-10A). As colunas quirais baseadas em derivados de
celulose foram avaliadas frente a diversas condi¢cdes cromatogréaficas de analise no
modo fase normal, com fases mdveis variadas, constituidas de misturas binarias de
hexano e isopropanol, em diferentes proporc¢des, respeitando as limitagbes de cada

coluna estabelecidas por seus fabrificantes.

Com o objetivo de definir a fase estacionaria quiral mais apropriada para
separacdo dos enantibmeros, com tempo de analise considerando relativamente

curto. Assim, foram avaliadas as seguintes colunas quirais (Figura 132, p. 101):

e Coluna Chiralcel OD-H (150 mm x 4,6 mm, Chiral Technologies,
Exton, PA, EUA) constituida do derivado de carbamato de celulose
tris (3,5-dimetilfenilcarbamato) recobrindo particulas de silica-gel de

5 pum;

e Coluna Chiralcel OB-H (150 mm x 4,6 mm, Chiral Technologies,
Exton, PA, EUA) constituida do derivado de éster de celulose

tribenzoato recobrindo particulas de silica-gel de 5 um.



Figura 132 — Empacotamento das colunas quirais (OB-H e OD-H).
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As condi¢cdes de separacdo dos alcodis aromaticos sdo apresentadas na

Tabela 15 (p. 102).
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Tabela 15 — Condi¢bes de separacdo dos alcoois aromaticos em CLAE.

Hexano: Coluna Fluxo Tempo de Ret.
Entrada Composto ) ) ] ) .
Isopropanol (%) quiral (mL/min)  (min)-Configuracéo
1 1-feniletanol 95:5 OD-H 0.5 93-R,114-S
1-(2-bromofenil)- 0.5
2 95:5 OD-H 10.75-S,11.68-R
etanol
1-(3-bromofenil)- 0.5
3 95:5 OB-H 10.74-S, 1448 - R
etanol
1-(4-bromofenil)- 0.5
4 95:5 OD-H 12.74-S, 1474 - R
etanol
1-(4-clorofenil)- 0.5
5 95:5 OB-H 9.28-S,10.31-R
etanol
1-(4-flaorfenil)- 0.5
6 95:5 OB-H 8.86-S,9.73—-R
etanol
1-(2-nitrofenil)- 0.7
7 92:8 OB-H 1217 -R, 12.85-S
etanol
1-(3-nitrofenil)- 0.7
8 92:8 OB-H 12.07-R, 13.50-S
etanol
1-(4-nitrofenil)- 0.8
9 92:8 OB-H 10.79-S,11.48-R
etanol
1-(3-metoxifenil)- 0.7
10 92:8 OB-H 10.37-R, 14.13-S
etanol
1-(4-metoxifenil)- 0.5
11 95:5 OB-H 24.04-S,31.21 -R
etanol
1-(2,5-dimetilfenil)- 0.8
12 92:8 OB-H 6.29-S,7.97-R
etanol

13 a-tetralona 99:1 OD-H 0.8 7.13-S,756-R
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5.2.5. Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

Outra técnica utilizada para determinacao da bioconversao dos produtos
reacionais foi a Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H). Os
espectros de RMN *H foram obtidos no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso de
Ressonancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) desta universidade, da marca
BRUKER, modelo Advance DPX — 500, que operam na freqiiéncia de 500 MHz para
hidrogénio. Para dissolucdo das amostras utilizou-se como solvente cloroférmio
deuterado (CDCls).

5.2.6. Espectroscopia na Regido do UV/VIS

As medidas de absorbancia na regido do ultravioleta-visivel foram obtidas
utilizando-se um espectrofotbmetro modelo Cary 50 Conc da Varian. As leituras
foram realizadas no comprimento de onda determinado para cada analise, todas em

triplicata (no minimo).

5.2.7. Rotacéao otica

As medidas de rotacdo Otica dos compostos foram determinadas em um
polarimetro digital da PERKIN ELMER, modelo 341. As amostras foram diluidas em
1 mL (diclorometano, cloroférmio, metanol). As medidas foram feitas em um

comprimento de onda 589 nm a temperatura de 20 °C.
5.2.8. Solucéo tampao de Sorensen (Na;HPO,4 — KH2PO,)

As solucdes tampbes foram preparadas pela mistura de solucdes
Na;HPO, 11,876 g/L e KH,PO, 9,078 g/L. O pH desejado foi obtido pela mistura
apropriada das referidas solucdes de acordo com tabela encontrada no artigo de

Morita e Assumpcao (1995).
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5.3. Determinacédo de Proteinas

A determinacdo de proteinas nos extratos aquosos das espécies vegetais
foi realizada como um estudo preliminar da sua utilizacdo como biocatalisadores. Os
vegetais foram primeiramente lavados com solucao de hipoclorito de sodio (NaOCI)
5 % por 10 minutos e, posteriormente, lavados com 4gua destilada. Para obtencao
dos extratos aquosos dos vegetais (Figura 23, p. 40) 10 g do material
(inteiro/triturado) e 20 mL agua destilada foram adicionados em erlenmeyers de
50mL, mantidos em repouso por 24 h. Os vegetais testados foram sementes de
lentilha (Lens culinaris), sabugos e graos de milho verde (Zea mays), cascas e
sementes de roma frescas (Punica granatum). Os extratos foram filtrados e
submetidos as metodologias de determinacdo de proteinas solUveis descrita por
Lowry (modificada por HARTREE, 1972) e Bradford (BRADFORD, 1976).

5.3.1. Método de Lowry

Para a realizacdo de determinacéo de proteinas dos vegetais analisados

pelo método de Lowry foi necessario o preparo das seguintes solucdes:

» Solucao A: 50 g de Na,CO3 que foi dissolvido em 250 mL de solucao
de NaOH 1M, seguida de adicao de 1,0 g de tartarato duplo de sodio e
potassio (KNaC4H406.4H,0). O volume foi aferido para 500mL de agua
destilada.

» Solucdo B: 1,0 g de tartarato duplo de sodio e potassio
(KNaC4H406.4H,0) e 0,5 g de CuS0O4.5H,0 dissolvidos em 45 mL de
agua, seguida de adicao de 5 mL de NaOH 1M.

» Solucao C: 1,0 mL do reagente de Folin-Cicateau 2M diluido em 15 mL
de agua destilada.

Procedimento geral: 0,9 mL da solucdo A foi adicionado a um tubo de ensaio
contendo 1,0 mL de amostra de extrato vegetal diluido (1,0 mL de amostra em 50,0
mL de agua destilada). A mistura reacional foi aquecida em banho-maria a 50 °C
durante 10 minutos. Apds este periodo, o material foi resfriado a temperatura

ambiente e adicionados 0,1 mL de solucao B, que foi deixada por um periodo de 10



105

minutos. Em cada tubo de ensaio acrescentou-se 3,0 mL de solucdo C seguida de
aquecimento durante 10 minutos a 50 'C em banho-maria. Apés resfriamento o
material foi analisado em espectrofotémetro, utilizando comprimento de onda de 650
nm. Uma curva de calibracdo com Soro Albumina Bovina (BSA) como padrao foi
utilizada nas medidas. Os experimentos foram realizados em triplicada, tendo como

controle 1,0 mL de 4gua destilada.
5.3.2. Método de Bradford

As analises foram feitas seguindo metodologia de Bradford, 1976. Para
este ensaio foram utilizados os seguintes reagentes:
» Solucgéo Bradford: 50 mg de Comassie G250 foram dissolvidos em 25
mL de alcool etilico. Essa solugdo foi agitada por 1 hora em um erlenmeyer
envolto com papel aluminio. Em seguida, foram adicionados 50 mL de acido
fosforico 85 %. O volume foi aferido para 500 mL com agua destilada. A solucao
resultante foi filtrada (trés vezes) com papel de filtro e acondicionada em frasco
ambar a temperatura ambiente.
Procedimento geral: em um tubo de ensaio foi colocado 1,0 mL da amostra diluida
(1,0 mL de amostra em 50,0 mL de agua destilada) e 2,5 mL da Solucédo Bradford.
Apdés 5 minutos, as amostras foram analisadas em um espectrofotdbmetro em
comprimento de onda de 595 nm. O processo foi realizado em triplicada e o branco
continha 1,0 mL de agua destilada e 2,5 mL da Solucdo Bradford. Os valores de
absorbancia foram aplicados numa curva de calibracdo utilizando Albumina Bovina

como padréo.
5.4. Processo Biocatalitico
5.4.1. Reducdo das cetonas pro-quirais por via quimica
Os alcodis racémicos la-17a foram obtidos a partir de cetonas pré-quirais

usando como agente redutor borohidreto de sodio (NaBH;) em metanol (CH3OH)
(ASSUNCAO et al_2008).
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A mistura reacional foi mantida sob agitacdo mecanica e banho de gelo
por 2 horas, sendo esta analisada por CCD apdés este tempo, para confirmagdo do
final da reacdo. Em seguida, o metanol foi evaporado sob pressédo reduzida, o
material foi misturado a 4gua destilada, e o respectivo alcool extraido com acetato
de etila (AcOEt). A fase organica foi seca com sulfato de sodio anidro e o solvente
evaporado sob pressao reduzida.

Estes alcoodis foram purificados em coluna cromatogréfica com gel de
silica, utilizando como eluente uma mistura binaria hexano/AcOEt (8:2). A amostra
foi analisada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-
EM).

5.4.2. Usos dos vegetais como potencial biocatalitico

Inicialmente, os materiais [sementes de cabacinha (Luffa operculata),
sementes de lentilha (Lens culinaris), sabugos e gréos de milho frescos (Zea mays),
cascas e sementes de roma frescas (Punica granatum)] passaram por assepsia
utilizando solucdo de hipoclorito de sodio (NaClO) 5% por 10 minutos e,
posteriormente, lavagem com &agua destilada. Foram pesados 20,0 g de cada
vegetal em erlenmeyers de 250 mL, 100 mg do substrato e adicionado 80 mL de
meio reacional (agua destilada ou tampao).

Os frascos foram lacrados e submetidos a agitacdo em mesa agitadora a
uma velocidade de 150 rpm durante 72 horas a temperatura ambiente (30 °C). Apos
esse periodo as amostras foram filtradas para a retirada do material vegetal e a fase
aquosa foi submetida a extragdo com acetato de etila (3x60 mL). A fase organica
concentrada a pressédo reduzida e purificada em coluna cromatografica com silica
gel utilizando hexano/acetato de etila (90/10, v/v) como eluente. O processo foi
realizado em duplicada.

Os produtos reacionais foram analisados inicialmente por cromatografia
delgada de silica gel (CCD), utlizando como eluente mistura binaria de

hexano/AcOEt (8:2) e visualizadas utilizando vanilina (CgHgO3) como revelador.
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5.4.3. Otimizagé&o da biorreducéo da acetofenonacom LC

Acetofenona (1) foi selecionado como substrato modelo em busca de uma
condicao 6tima para biorreducdo, sendo testados os pardmetros concentracdo de
biocatalisador (Lens culinaris) (5-40g), cinética da reacdo (12-96h), velocidade de
rotacdo (150, 175 e 200) rpm e meio reacional [Agua destilada e solu¢cdes tampéao
pH's de 5,0; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5 e 8,0, compostas por fosfato de sédio dibasico
(Na;HPO,) e fosfato de potassio monobasico (KH,PO,)], utilizando mesma
metodologia descrita no subitem 5.4.2 (p. 106). Apenas uma das condi¢des descritas

neste subitem foi variada.

5.4.4. Cetonas aromaticas pro-quirais

Apoés selecdo do biocatalisador (lentilha) e a melhor condicdo para as
reacdes de biorreducéo, subitens 5.4.2 (p. 106) e 5.4.3 (p. 107), respectivamente,
foram selecionados 16 cetonas aromaticas pro-quirais para novos estudos. Os
substratos testados foram: 2-bromoacetofenona (2), 3-bromoacetofenona (3), 4-
bromoacetofenona (4), 4-cloroacetofenona (5), 4-fluoracetofenona (6), 2-
hidroxiacetofenona (7), 3-metoxiacetofenona (8), 4-metdxiacetofenona (9), 2,5-
dimetilacetofenona (10), 2-nitroacetofenona (11), 3-nitroacetofenona (12), 4-
nitroacetofenona (13), 2-aminoacetofenona (14), 3-aminoacetofenona (15), 4-
aminoacetofenona (16). Dois meios reacionais foram utilizados neste estudo, agua

destilada (pH 5,6) e solucdo tampao fosfato pH 7,0.

5.4.5. Determinacdo dos excessos enantiomericos (ee)

Para determinar o0s excessos enantiomericos dos alcodis quirais foram
utilizados Cromatégrafos Liquido de Alta Eficiéncia da Shimadzu, modelos LC-LC-
20AT e 10ADvp, equipados com dois tipos de colunas quirais: OD-H (com detector
de UV-Vis Shimadzu SPD-10A) e OB-H (com detector UV-Vis e Shimadzu SPD-

M20A), ambas de dimensfes 150 x 4,6 mm. O excesso enantiomerico (ee) foi
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calculado utilizando a razéo da area dos picos, fornecendo a pureza enantiomérica

da amostra como mostra a equagéo abaixo (FABER, 2004).

E+D

x 100

ee (U5) =

D= &rea do enantibmero minoritario
E= &rea do enantidmero majoritario

5.4.6. Determinacé&o das configuracdes absolutas (S/R)

As configuracdes absolutas dos alcodis obtidos a partir das cetonas
aromaticas pro-quirais (la-17a) foram determinados por polarimetro, como descrito
no subitem 5.2.7 (p. 103). Os valores obtidos com as amostras foram comparados
com outros obtidos na literatura, para os mesmo alcodis. Valores de rotacdo oOtica
das amostras com sinal igual aos da literatura indicaram a presenca do mesmo
enantiomero. Na Tabela 16 (p. 109) mostra os valores de rotacdo especifica e

configuracéo absoluta dos alcodis em comparacédo aos da literatura.
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Tabela 16 — Configuracdes absolutas dos produtos de biorreducdo comparados com

0s da literatura

Entrada Composto [a]*%ss0; [C]- RIS [a]7%ss0; [C]° -R/S Literatura
) BARROS-FILHO
1 1-feniletanol -18; [0,080]-S -22,9; [1,0]-S
et. al., 2009.
1-(2-bromofenil)- CHATTOPADH;
2 -11; [0,069]-S -50,45; [1,33]-S
etanol SALVI, 2008.
1-(3-bromofenil)- CHATTOPADH,;
3 -15; [0,062]-S -25,7; [1.33]-S
etanol SALVI, 2008.
1-(4-bromofenil)- HORIUCHI et. al.,
4 -13; [0,064]-S -37,3; [1,1]-S
etanol 2006.
HORIUCHI et. al.,
5 1-(4-clorofenil)-etanol -11; [0,072]-S -45; [0,9]-S
2006.
1-(4-fluorofenil)- HORIUCHI et. al.,
6 -26; [0,041]-S -40; [0,9]-S
etanol 2006.
1-(3-metoxifenil)- BARROS-FILHO
7 +14;[0,066]-R -29,8; [0,85]-S
etanol et. al., 2009.
1-(4-metoxifenil)- BARROS-FILHO
8 -21; [0,046]-S -29,1; [1,5]-S
etanol et. al., 2009.
1-(2,5-dimetilfenil)- WILLS; MARTINS,
9 -23; [0,048]-S +64; [0,5]-R
etanol 2009.
) ) BARROS-FILHO
10 1-(2-nitrofenil)-etanol -17; [0,040]-R +18,5; [0,23]-S
et. al., 2009.
) ] CHATTOPADH,;
11 1-(3-nitrofenil)-etanol +11;[0,072]-R -4.9; [1,22]-S
SALVI, 2008.
) ] CHATTOPADH,;
12 1-(4-nitrofenil)-etanol -16; [0,054]-S -22,4; [1.42]-S
SALVI, 2008.
WILLS; MARTINS,
13 o-tetralona +20; [0,05]-S -15; [0,37]-R

20009.

@ produto da biorreducéo
*dados comparados da literatura



110

[c] concentracdo

5.4.7. Biorredugao com outros tipos de compostos carbonilicos

Tendo em vista a presencga de enzimas redutase, em face de resultados
positivos com outros substratos, foi utilizada metodologia do subitem 5.4.2 (p. 106),
na avaliacdo da capacidade de reducdo de LC frente a outros compostos
carbonilicos, como: cetonas arométicas e alifaticas [a-tetralona (17), benzofenona
(18), ciclo-hexanona (19), ciclopentanona (20)], aldeidos [benzaldeido (21), p-
metoxibenzaldeido (22), m-metoxibenzaldeido (23), furfural (24) e cinamaldeido (25)]
e nitrocompostos aromaticos [nitrobenzeno (26), p-cloronitrobenzeno (27), acido o-
nitrobenzoico (28), acido m-nitrobenzoéico (29), acido p-nitrobenzéico (30), m-

nitrotolueno (31), p-nitrotolueno (32), o-nitrofenol (33) e p-nitrofenol (34)].

5.4.8. Reacéo de acetilagcdo do composto p-nitrofenol (34)

O composto p-nitrofenol (34) foi submetido a reacdo de acetilagdo,
seguindo o seguinte procedimento: 7,2 mmol de p-nitrofenol (34) foi dissolvido em
15mL de diclorometano, seguido de adicdo de 20,4 mmoL de anidrido acético e 12,4
mmoL de piridina. Tracos do catalisador 4-dimetilaminopiridina (DMAP) foram
adicionados, seguido de agitacdo magnética por 2 horas. Posteriormente, foi tratado
com sulfato de cobre 0,4 M, para retirada de tracos de piridina, e extraido com

diclorometano (3x60 mL).

5.4.9. Reacéo de hidrdlise de nitrila, amida e ésteres

A capacidade hidrolitica do complexo enzimatico de LC foi avaliada,
utilizando mesma metodologia das reacfes de biorreducao (subitem 5.4.2, p. 106),
frente a derivados de &cido carboxilico (amida, nitrila e ésteres). As reacdes de
hidrolise foram testadas para os compostos aromaticos: benzonitrila (35), benzamida

(36), benzoato de etila (37) e benzoato de metila (38) e acetato de p-nitrofenila (39)
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5.4.10. Culturas biolégicas para determinar micro-organismo endofiticos

O meio de cultura foi preparado adicionando 39 g de BDA sintético em 1L
de agua destilada, autoclavado a 120 °C, 1 kgf/cm? por 15 minutos, seguido de
distribuicdo em placas de Petri (20 mL para cada placa).

Pesou-se 25 g das sementes de lentilhas, esterilizou-as em uma solugéo
de hipoclorito de sédio (5%) por 15 minutos. Triturou-se as sementes com 80 mL de
solucao tampéao de fosfato (0,1 M) de pH 7,0.

Em seguida, retirou-se 1 mL do extrato aquoso (solugdo tampao e
lentilhas trituradas) e adicionou-se em um tubo de ensaio contendo 9 mL de solugéo
salina de cloreto de sédio (0,9%). Desta solucao foi retirado 1 mL e colocado em
outro tubo de ensaio contendo 9 mL da mesma solucéo salina. Por fim, foi retirado 1
mL do segundo tubo de ensaio e adicionado em um terceiro tubo contendo uma
solucdo de NaCl (0,9%), designadas como: 10™, 102 e 10 mL.

Essas trés diluicbes diferentes foram estriadas em placas de Petri
contendo 20 mL de meio Agar/dextrose de batata (BDA) e cloranfenicol 100 pg/mL.
As placas contendo os micro-organismos foram mantidas a 23 °C. Todo material
utilizado foi esterilizado em autoclave (120 °C, 1 kgf/cm? por 15 minutos) e por UV-
254nm em 20 minutos (CAMPOS, 2009).

Apés a incubacao notou-se o crescimento de 3 tipos de microorganismos
em 8 dias e mais um micro-organismo em 12 dias, que foram repicadas
individualmente em outras placas de Petri. Os micro-organismos foram designados
como: branco com disco (BCD), branco sem disco (BSD), amarelo com disco (ACD)

e amarelo forte (AF).
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5.4.11. Teste de lipase dos micro-organismos endofiticos de LC

Utilizou-se 3 mL de azeite de oliva, 25 puL de Tween 80 e 5 mL de a&gua
destilada, na qual a mistura foi homogeneizada por agitacdo e autoclavado
separadamente e, em seguida, adicionou-se ao meio uma solu¢cdo de Rodamina B
(2 mg/2 mL). Tendo como controle positivo a Candida rugosa Lipase. Apos 24h de
incubacéo a 23 °C os micro-organismos que apresentaram fluorescéncia laranja sob
irradiacao UV-365 nm demonstraram atividade lipolitica (CADIRCI; YASA, 2010).
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados, verificou-se que as espécies
vegetais testadas como fonte enziméatica mostram-se promissoras em estudos de
biotransformacéo, visto que, todas foram capazes de reduzir acetofenona (1), exceto
as sementes de cabacinha. Lens culinaris foi o vegetal que apresentou melhor
resultado na relacdo bioconversao (17%) e excesso enantiomérico (75%-S).

A investigagdo das condi¢des ideais de reagdo, usando acetofenona
como substrato modelo, mostrou que o meio reacional influenciou significativamente
na atividade enzimatica. Em pH 5,6 (dgua destilada) observou-se os melhores ee
(16-99%), ao passo que, em pH 7,0 obteve-se os maiores rendimentos de conversao
(3-99%). Na maioria dos casos, os produtos obtidos foram alcodis tipo Prelog. Em
geral, a presenca de substituintes retiradores de elétrons provocou o aumento e
doadores a reducao da atividade enzimatica.

O complexo enzimatico mostrou-se bastante ativo frente a aldeidos
aromaticos (conversodes de 95-99%), e moderadamente em relacdo a outras cetonas
aromaticas e alifaticas (conversdes de 8-82%). Nitrobenzeno apresentou-se
bastante reativo, porém, substituicbes no anel aromatico em seus derivados
provocaram reducOes significativas nas conversbes (0-68%), exceto p-
carboxilonitrobenzeno reduzido em sua quase totalidade.

A hidrélise completa de acetato p-nitrofenila a p-nitrofenol requer estudos
adicionais para avaliar a reprodutibilidade da reacéo, incluindo, a possibilidade de
hidrélises enantiosseletivas.

Foi observada uma possivel influéncia matua sobre o curso estérico da
reacdo, na reducdo dos grupos carbonila e nitro no substrato 2-nitroacetofenona
com resultado da producdo dos derivados alcool e amina em baixissimas
conversodes, 5% e 2%, respectivamente.

O comportamento da acdo enzimatica (Lens culinaris) com relacdo a
acentuada variacdo nos rendimentos, assim como, na inversado de configuracao do
alcool na reacédo de reducédo da acetofenona em funcéo da variacdo do pH do meio
reacional, poderia ser conseqiiéncia de diferencas na solubilidade dos compostos no

meio aquoso, ou ainda, devido a uma rapido interconversdo dos enantibmeros em
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funcdo do pH. Em adi¢c&do, materiais intactos de plantas foram usados e que podem
conter tracos de outros diferentes tipos de proteinas, sugerindo que uma dessas
proteinas foi a enzima responsavel pela variagdo observada na enantiosseletividade
nos diferentes pH.

A presenca de micro-organismos nas sementes de LC, principalmente
leveduras ou fungos, ndo descaracterizou seu potencial biocatalitico uma vez que os
mesmos se desenvolveram em um periodo muito superior ao tempo de reacao das
biorredugdes.

No geral, pode-se concluir que os estudos de Lens culinaris como
biocatalisador mostraram-se bastante promissores, com relevante interesse
sintético. Estudos adicionais mais aprofundados devem ser realizados com 0s micro-

organismos detectados.
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