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RESUMO

O Brasil é o maior produtor mundial de laranja e de suco de laranja, sendo este setor de
grande importancia para economia brasileira, responsavel por gerar mais de 400 mil empregos
e movimentar cifras de bilhdes de reais por ano. Mas, este setor também € responsavel pela
producdo de grande quantidade de rejeitos industriais, que equivalem a 50% do peso da fruta,
sendo estes residuos utilizados na maioria das vezes como ragdo animal. Portanto o uso
eficiente destes rejeitos se faz necessario em um mundo em que as reservas naturais vém se
esgotando. Neste sentido a biocatalise mostra-se como uma ferramenta promissora no uso
destes residuos, que possuem enzimas em sua constituicdo, para obtencdo de produtos de alto
valor agregado, as substancias enantiopuras. A aplicacdo de diferentes metodologias, praticas
e de baixo custo, possibilitou a sintese de alcodis quirais com alto excesso enantiomérico (ee)
e boas taxas de conversdo. Reacdes de hidrélise e redugdo foram processadas em meio aquoso
e, as reacOes de esterificacdo foram realizadas em solvente organico, utilizando as casca da
laranja como fonte de biocatalisadores. O uso das cascas da laranja como fonte de
biocatalisador apresentou resultados bastante promissores, demonstrando capacidade
catalitica em varias reacdes (reducdo/oxidacdo, hidrolise/esterificacdo) através de
metodologias simples e de baixo custo. Conversbes de 46,90-96,70% foram alcancadas nas
reacOes de biorreducdo acompanhado de ee variando de 21,15-99,00%. Nas reacdes de
hidrdlise verificaram-se taxas de conversdes de 19,20-80,82% e ee variando de 9,60-45,52%.
Ja nas reacdes de esterificacdo, ee acima de 99% foram observados e conversdes maiores que
80% foram alcancadas. Portanto, este estudo abre precedentes para uma ampla faixa de
aplicacdo desta fonte de biocatalisador (cascas da laranja), que atualmente € considerado
como um rejeito industrial, contribuindo sobremaneira para agregar valor a todo um setor

produtivo e industrial no qual o Brasil € lider, a indUstria de suco de laranja.

Palavras-chave: biocatalisador, rejeito industrial, excesso enantiomérico, pureza 6tica, alcodis

quirais, biorreducdo, hidrolises e esterificacdo enzimatica.



ABSTRACT

The Brazil is the producing greater of world of orange and orange juice, being this sector of
great importance for Brazilian, responsible economy for generating 400 thousand jobs and
more than and putting into motion ciphers of billions per year. But, this sector also is
responsible for the production of great amount of industrial rejetcs, that are equivalent 50% of
the weight of the fruit, being these used residues most of the time as animal ration. Therefore
the use efficient of these rejetcs if makes necessary in a world where the natural reserves
come if depleting. In this direction biocatalysis is presented as a promising tool in the use of
these residues, that contains enzymes in its constitution, for attainment of products of high
added value, the substances enantiopure. The application of different methodologies, practical
and of low cost, made possible the chiral alcohols synthesis with high enantiomeric excess
(ee) and good taxes of conversion. Hydrolysis reactions and reduction had been processed in
aqueous way e, the reactions of esterification had been carried through in organic solvent,
using the rind of the orange as source of biocatalysis for such reactions. The use of the peel of
the orange as biocatalysis source presented resulted sufficiently promising, demonstrating
catalytic capacity in some reactions (reduction/oxidation, hydrolysis/esterification) through
simple methodologies and of low cost. Conversions of 46,90-96,70% had been reached in the
reactions of bioreduction shown of ee varying of 21,15-99,00%. In the hydrolysis reactions
taxes of 19,20-80,82% conversions and ee had been verified varying of 9,60-45,52%. Already
in the esterification reactions, ee above of 99% had been observed and bigger conversions that
80% had been reached. From there, this study it opens precedents for an ample band of
application of this source of biocatalysis (pells of the orange), that currently it is considered as
one reject industrial, contributing excessively to add value all a productive and industrial
sector in which Brazil is leader, the orange juice industry.

keywords: Biocatalysis, rejects industrial, enantiomeric excess, purity optics, chiral alcohols,

bioreduction, hydrolysis and enzymatic esterification.
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1.INTRODUCAO

Ao longo da histdria a humanidade sempre buscou aperfeicoar suas ferramentas e
processos visando obter uma maior produtividade com menor custo. Hoje esta busca torna-se
bem mais complexa, uma vez que, além de continuar a desenvolver novos processos que
maximizem a producao e minimizem o0s custos, a responsabilidade ambiental na atualidade ha
de ser levada em consideracgdo para que os sistemas de producéo e transformacdo ndo tenham

que sacrificar o meio ambiente para alcangar seus objetivos.

Assim, a utilizacdo dos recursos naturais de forma que venham a garantir um
aproveitamento maximo, torna-se cada vez mais importante em um planeta em que muitas
matérias-primas estao se esgotando, o que pode culminar com a escassez de produtos que hoje
a humanidade é praticamente dependente. Com isso, 0 aproveitamento de rejeitos industriais
em tecnologias préaticas e de baixo custo que venham a agregar valor ao processo como todo é
essencial para a obtencdo de uma maior produtividade em consonancia com a preservagao

ambiental.

Dentro desta realidade a industria de Citrus é, atualmente, uma das que se
destacam na producdo de rejeitos industriais na atualidade. A industrializacdo de Citrus para a
producdo de sucos gera grandes quantidades de residuos, que equivale a 50% do peso da fruta
e tem uma umidade aproximada de 82%. Hoje, os residuos da laranja sdo utilizados
principalmente como complemento para ragdo animal (ABECITRUS, 2008).

Com o crescimento da producdo dessas industrias de transformacdo no mundo,
crescem proporcionalmente a disponibilidade de grandes quantidades de rejeitos,
principalmente, sementes e cascas de Citrus que podem ser utilizadas de forma mais eficiente
(AKPATA, 1999).

A literatura ja reporta varios estudos que visam agregar valor aos rejeitos
industriais oriundos da industria de Citrus, destacando-se: a obtencdo de fertilizantes
organicos, pectina, 6leos essenciais, compostos antioxidantes e como substratos para a
producdo de diversos compostos com alto valor agregado, tais como proteinas microbianas,
acidos organicos, etanol, enzimas e metabdlitos secundarios biologicamente ativos. Essas séo

boas alternativas para evitar a poluicdo do meio ambiente e agregar valor a essas substancias
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até entdo tratadas como residuos da industria de processamento da laranja (ABECITRUS,
2008).

Mesmo com um numero consideravel de estudos visando o aproveitamento desses
rejeitos nota-se pouco enfoque em se utilizar os subprodutos da industria de Citrus,
especialmente, as cascas (albedo e flavedo), de forma direta e pratica, uma vez que processos
tais como a producédo de enzima mediada por microorganismo, onde se utiliza as cascas Citrus
como fonte de carbono, demanda de custos adicionais, envolvendo um numero consideravel

de etapas, tornando muitas vezes o processo global inviavel economicamente.

Nesse contexto, a biocatélise, que pode ser considerada como o ramo da ciéncia
que estuda a aplicacdo de catalisadores oriundos de fontes bioldgicas (microorganismos,
células de plantas, culturas de células e enzimas isoladas) na modificacdo de substancias
quimicas diversas, mostra-se como uma alternativa promissora para 0 aproveitamento dos
rejeitos da industria de Citrus, pois estes apresentam em sua constituicdo natural, enzimas,

macromoléculas bioldgicas capazes de catalisar um grande nimero de reacGes quimicas.

As enzimas se destacam por terem caracteristicas bastante peculiares, dentre as
quais se ressalta: atuacdo em condi¢des brandas de temperatura e pressao, capacidade de
catalisar reagOes diversas, atividade em meios ndo convencionais (solventes orgénicos), baixa
ou nenhuma producdo de compostos tdxicos ao meio ambiente e alta quimio-, regio-, e

enantiosseletividade, devido a quiralidade inerente a estes catalisadores.

Nos dltimos anos a biocatélise conseguiu superar muitas barreiras que impediam
sua utilizacdo efetiva no mercado mundial e, por isto, é a area que atualmente apresenta maior
crescimento na producdo industrial de moléculas biologicamente ativas (OLSON E
RATZKIN, 1999).

Os biocatalisadores podem ser utilizados em sintese orgénica na forma de células
integras de animais, vegetais e microorganismos, ou de enzimas isoladas destas fontes. Podem
ainda, ser imobilizados em diversos suportes. Este procedimento permite a recuperagdo do
biocatalisador no meio convencional mais facilmente e o aumento da sua estabilidade,

agregando importantes vantagens para utilizacdo dos mesmos (D’SOUZA, 1999).
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Vaérios fatores contribuem para uma crescente aceitacdo dos biocatalisadores em
sintese organica, seja na pesquisa ou na producdo industrial. Cada vez mais, caracteristicas
conhecidas das enzimas, como, por exemplo, a enantioespecificidade, soma-se a tendéncia
mundial de investimentos nas tecnologias limpas. As enzimas aumentam a velocidade das
reagdes, acelerando-as em até 10™ vezes. As condicdes moderadas de reacdo em que opera a
maior parte das enzimas permitem reduzir as rea¢Ges secundarias, diminuindo a formag&o de
subprodutos indesejaveis, a decomposicdo e a racemizacdo de substratos e produtos.
Geralmente as enzimas atuam em meio aquoso, em valores de pH entre 5 e 8 e temperaturas
que variam de 20 a 40°C. A capacidade de diferenciar um dos enantibmeros de um racemato,
ou de uma mistura enriquecida em um dos isdmeros é uma caracteristica fundamental em
areas em que a pureza Otica dos produtos € imprescindivel (ELBA, 2008). Um exemplo da
importancia da pureza Otica na sintese organica pode ser visualizado na figura 1, onde 0s
efeitos fisiologicos sdo muitas vezes distintos para um par de enantibmeros.

CLORANFENICOL
OH

OH
OH - OH
NHCOCHCI, EHCOCHCI2
O,N O:N
RR) S.S
Antibigtico I(na’tizlo
ETAMBUTOL
Et OH Et oH
H
7 H/ /\/N
1, /\/ ,
/,N 7 N
N H
OH Et OH Et
(59) RR)
Tuberculostatico Causa cegueira

Figura 1. Exemplos de compostos que possui propriedades bioldgicas distintas em
funcao da configuracdo dos enatidmeros.

Até o inicio da década de 90, cerca de 90% das drogas quirais sintéticas eram
ainda comercializadas na forma racémica. Em 1992 a FDA ( Food and Drug Admistration),
nos EUA, introduziu uma diretriz considerando que os farmacos quirais devem ser

preferencialmente comercializados em sua forma enantiomericamente pura, € ndo mais, na
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forma racémica (FDA, 2009). Para um farmaco quiral ser comercializado na sua forma
racémica ou com diferentes proporcfes enantioméricas, o fabricante devera fazer um estudo
de atividade bioldgica para seus enantibmeros separadamente. Tal regulamentacdo para
farmacos sintéticos resultou em um aumento significativo na propor¢do de drogas
enantiomericamente puras no mercado. No ano de 2000, a venda mundial de compostos na
forma enantiomericamente pura alcangou 123 bilhdes de dolares (STINSON, 2001;
ROUHI, 2002). Assim, o desenvolvimento e aperfeicoamento de métodos eficientes para
alcancar este objetivo, tem sido um substancial desafio para os quimicos de instituicbes de
pesquisa e industria (MAY, 2002).

A incessante busca por compostos com atividade farmacoldgica os quais, em sua
grande maioria, sS40 compostos quirais com pelo menos um centro estereogénico, o que pode
dificultar sua obtencdo através de reacGes por via quimica convencional, torna os estudos de
biocatalise e a busca de novas fontes biocataliticas cada vez mais comuns. Em funcdo disto, as
maiores aplicacdes da biocatalise sdo referentes a sua utilizacdo em sintese assimétrica, onde
as enzimas vém sendo utilizadas em substituicdo dos processos quimicos classicos (PANKE
et al., 2004).

A literatura vem demonstrando outro enfoque capaz de aumentar o espectro de
aplicacdo da biocatélise: a juncdo de processos quimicos e biotecnoldgicos, processos
guimioenzimaticos (PANKE E WUBBOLTS, 2002). A producdo de blocos quirais de
construcdo, mediante esses processos esta sendo utilizada na producdo de pesticidas,
pigmentos, cristais liquidos, aromas, fragrancias e polimeros (BOMMARIUS, 1998).

A grande maioria das reacfes enzimaticas utiliza bactérias e fungos, mas também
sdo relatados ensaios com enzimas isoladas e mais recentemente, com células integras. O uso
de células integras esta relacionado com a utilizacdo da biomassa (VILELA, 2000) da fonte
enzimética nas reagbes em questdo, pois, em reacdes quimicas e bioquimicas, o uso de
enzimas puras pode ser dispendioso e seu descarte ap0s 0 uso é economicamente inviavel.

Além disso, a recuperacdo do meio reacional pode ser dificil (FABER, 2000).

Visando desenvolver metodologias praticas e de baixo custo, operacional e
econbmico, o presente trabalho investigou o potencial uso dos rejeitos da industria de Citrus,
em especial, as cascas (albedo e flavedo) da laranja, na biocatalise, para a producdo de
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compostos com alto valor de mercado (0s compostos enantiomericamente puros). Para avaliar
a capacidade biocatalitica dos rejeitos industriais da inddstria de citrus, as cascas da espéecie
Citrus aurantium L, conhecida popularmente como Laranja da Terra, foram utilizada em
reacOes de reducdo de cetonas aromaticas pro-quirais, e em reacdes de resolucdo cinética,

hidrélise e esterificagdo de racematos de ésteres e alcoodis quirais, respectivamente.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Considerac0es sobre a industria de Citrus

Os Citrus sdo originarios da Asia, devido as condicdes favoraveis para seu
desenvolvimento foram introduzidas no Brasil pelos portugueses (COSTA, 2000). Citrus séo
reconhecidas como uma das mais importantes fruteiras do mundo. Sdo colhidas em muitos
paises com clima tropical ou subtropical e os principais produtores sdo Brasil, China, Japao,
México, Paquistdo, E.U.A. e 0s paises da regido do Mediterraneo. A producdo citricola
mundial é de cerca de 105 MT / ano. Os residuos da industria de suco, como cascas, sementes
e polpas, que representam cerca de 50% das frutas, € uma fonte potencial de valiosos
subprodutos (ANWAR et al., 2008).

O Brasil se destaca como um dos maiores produtores e 0 maior exportador de
sucos citricos (LUZIA; JORGE, 2009). Detém 30% da producdo mundial de laranja e 59% de
suco de laranja. O sistema agroindustrial citricola movimenta R$ 9 bilhdes por ano e gera
mais de 400 mil empregos diretos e indiretos. Com o crescimento da competitividade
internacional as inovagfes em pesquisa, tecnologia e logistica estdo na base da eficiéncia e

lideranca do Brasil tanto na atividade produtiva quanto na industrial (JANK, 2006).

A citricultura é um relevante segmento da economia mundial, presente em mais
de 80 paises. Atualmente o Brasil é o maior produtor de laranja do mundo, seguido por
Estados Unidos da América, México, India e Espanha (FAO, 2008). No Brasil, a citricultura
encontra-se concentrada em poucas variedades de laranja (Hamlin, Natal, Péra e Valéncia) o
gue concentra a producdo em parte do ano e aumenta o risco de incidéncia generalizada de
pragas e doencas. Entretanto, ainda ha espécies citricas sub-utilizadas seja como porta-enxerto
(sapota branca), (CAVALCANTE et al., 2008), seja para a producéo de frutos de mesa, como
a laranja da terra.

Os frutos da laranja-da-terra, Citrus aurantium L, sdo consumidos in natura na
forma de sucos e temperos e a casca utilizada na culinaria para a producéo de doces e geléias
(LORENZI et al., 2006).

A espécie Citrus aurantium L. (figura 1a), é popularmente conhecida como
laranja-azeda (figura 1b e 1c). Esta tem origem no Sudoeste asiatico, e no Brasil € encontrada
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em pomares domésticos. Sua multiplicacdo é feita através de sementes e as plantas séo
caracterizadas por apresentarem porte mediano, flores aromaticas, espinhos agudos e frutos do
tipo baga, arredondado com casca medianamente grossa e amarga, sendo utilizada na
alimentacdo, medicina e industria (LORENZI et al., 2006).

Figura 2. Laranja da terra- arvore (a), Fruto (b e c) e casca (d).
2.2 A Importancia da Quiralidade

Uma molécula é considerada quiral quando ndo é sobreponivel a sua imagem
especular e ndo apresenta qualquer elemento de simetria. Compostos como DNA, enzimas,
anticorpos e hormonios, que estdo diretamente relacionados com o bom funcionamento do
corpo dos seres vivos, sdo compostos quirais, 0 que torna a quiralidade uma propriedade
extremamente importante tanto no ponto de vista da industria farmacéutica quanto da
indUstria quimica e bioquimica (QUEIROZ, 2002).

Um caso classico e até certo ponto, tragico, da importancia da quiralidade na
indUstria farmacéutica é dirigido ao efeito da talidomida que, durante a década de 60, foi
comercializada na forma racémica como sedativo para aliviar nauseas matinais em gestantes.
O medicamento foi retirado do mercado por apresentar diversos efeitos colaterais. Estudos
posteriores comprovaram que 0 isdmero R possuia a atividade sedativa desejada, ja o
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composto que apresentava configuragédo S levava a deformacdes congénitas nos fetos quando

utilizado em gestantes (SILVA Jr et al., 2009).

O O
NI [e) N e}
NH NH
[e] (@) 0 (@)

(R)-Talidomida (S)-Talidomida

Figura

3. Enantidmeros da talidomida

Além da talidomida, diversos outros compostos sdo encontrados na natureza e

apresentam propriedades bioldgicas e farmacoldgicas relacionadas com sua configuracgdo.

Alguns desses compostos sdo mostrados a seguir na Tabela 1 (QUEIROZ, 2002; Fassihi,

1993).
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Tabela 1.Compostos que apresentam caracteristicas relacionadas a sua configuragéo.

Composto Configuracao Propriedade bioldgica/farmacolégica
Limoneno R Aroma de laranja
S Aroma de liméo
Asparagina R Sabor doce
S Sabor amargo
Paclobutrazol 2R,3R Fungicida
2S,3S Regulador decrescimento
Etambutol SS Tuberculostatico
RR Pode provocar cegueira
Penicilamina S anti-artritico
R Extremamente toxico
Estrona Forma (+) Hormonio estrogénico
Forma (-) Inativo
Adrenalina Forma (-) A forma levogira é 20 vezes
mais ativa e igualmente mais toxica
Talidomida R Sedativo
S Teratogénico
Salbutamol R 80 vezes mais ativo que
forma S(+)
Anfetamina + 2 vezes mais ativa que
enantiébmero (-)
Indacrinona + Acdo diurética e retencdo do
acido drico
- Efeito uricosurico
Clorfeniramina S Atividade anti-histaminica
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Praticamente inativo

Acdes diferenciadas podem ser apresentadas por dois enantidmeros sobre os

organismos vivos, levando a diferentes sabores, odores, toxicidades e agles biologicas

(THALL, 1996). Tal enantiodiferenciacdo é baseada nas diferentes propriedades fisicas dos

diastereoisémeros formados a partir da interacdo entre os enantibmeros de um substrato e 0s

receptores bioldgicos, que sdo macromoléculas quirais. Esta acdo diferenciada dos

enantibmeros de uma substancia nos organismos vivos levou ao surgimento de processos

industriais onde a pureza Otica é fundamental para a qualidade do produto, tais como:

farmacéutica, alimenticia, de produtos agricolas e perfumaria (AITKEN, 1994).

2.3 Biocatéalise em Sintese Assimétrica

As enzimas sdo capazes de catalisar grande variedade de reagdes Uteis na sintese

organica e sdo tradicionalmente divididas em seis classes: oxidorredutases, transferases,

hidrolases, liases, isomerases e ligases (tabela 2).

Tabela 2. Classificacdo das enzimas segundo a Enzyme Comission (SANTANIELLO, 1992)

Classe Tipo de reacao Necessidade de Coenzima
Oxirredutases Reduc¢bes/OxidacOes Sim
Transferases Transferéncia de grupos Sim
A-(B) + C = A-C + (B)
Hidrolases Hidrdlises e condensagoes Néo
Liases Adicoes/ eliminagdes Néo
Isomerases Isomerizacdes Néo
Ligases Formacdo e clivagem de Sim

ligagbes C-X (como C-O, C-
SeC-N)
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A forma do sitio ativo é decorrente da estrutura tridimensional da enzima e pode
ser afetada por quaisquer agentes capazes de provocar mudancas conformacionais na proteina.
Por isso, aléem do substrato a ser transformado, o meio de reacdo deve conter os ions
necessarios e valores de pH e temperatura ajustados para a plena atividade enzimaética.
Algumas reacfes também exigem a presenca de coenzimas, como NADH e NADPH. Estas
devem ser regeneradas por um segundo sistema catalitico, em presenca de um co-substrato,

para que o processo se torne economicamente viavel (TORRES, 2001).

O uso de enzimas isoladas € mais comum em reacgdes de hidrélise, mas também
apresenta a vantagem de permitir a catalise de reacGes que ndo sdo realizadas em meio
aquoso, como esterificacdes, transesterificacbes e lactonizacbes. O equilibrio entre as reactes
de hidrolise e o reverso (sintese) pode ser controlado pela atividade de &gua na mistura
Reacional: a alta atividade de agua favorece a hidrélise; em atividade de agua reduzida, as
reacOes de sintese predominam (VILLENEUVE et al., 2000). Vale ressaltar que nem sempre
a especificidade verificada nas reacdes de hidrolise se mantém em condicBes de sintese
(LORTIE, 1997).

Enzimas hidroliticas podem ser utilizadas na resolucdo de racematos. Bhushan et
al. (2008) empregaram uma lipase isolada de Arthrobacter sp. para separar 0os enantiomeros
do 3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila através da formacdo do é&cido (S)-3-fenil-3-
hidroxipropanoico (figura 4). Apds a reacdo, o acido foi separado do éster por recristalizacéo
em hexano e acetato de etila. Ribeiro, Passaroto e Brenelli (2001) realizaram a mesma reagéo,
porém em banho ultrassdnico e catalisada por outras enzimas (lipase de Pseudomonas
cepacia, lipase de Candida rugosa e esterase hepatica de porco). Os produtos foram separados
por extracdo acido-base. Com a lipase de P. cepacia, o (R)-hidroxiéester foi obtido com mais

de 98% ee, enquanto o acido de configuracao (S) foi obtido com 76% ee.
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OH O Acido (S)- 3-fenil-3-

hidroxipropanoico
OH o
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d\/u\o/\ >

oH (76%ee)
(RS)- 3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila

(R)- 3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila

Figura 4. Separacdo dos enantiomeros R e S do 3-fenil-3-hidroxipropanoato de etila por

hidrolise enantiosseletiva catalisada por lipase de Pseudomonas Cepacia (RIBEIRO, 2001).

As células integras, pela presenca de muitas enzimas, geralmente catalisam
diferentes reacGes para 0 mesmo substrato. Com o uso de enzimas isoladas, as reacOes
indesejadas sdo minimizadas. Todavia, as etapas de isolamento e purificacdo das enzimas
costumam ser dispendiosas. Em alguns casos esse problema pode ser solucionado com o
emprego de preparacdes enzimaticas de baixa pureza ou pela imobilizacdo da enzima para
reutilizacdo. Extratos enzimaticos sdo particularmente interessantes quando as enzimas séo
extracelulares, pois as intracelulares exigem a destruicdo do microrganismo, originando uma
mistura complexa (MEDEIROS, 2002).

As substancias com atividade bioldgica frequentemente apresentam centros
esterogénicos, ou seja, ttm em sua estrutura um ou mais &tomos com orientacdo
tridimensional muito bem definida. Qualquer alteracdo nessa orientacdo espacial pode
conduzir a sua completa inativacdo ou ao surgimento de efeitos indesejados. Com a crescente
demanda por compostos opticamente puros como precursores de drogas modernas e a
dificuldade na resolucdo de racematos, as reacOes estereosseletivas passaram a ter especial
importancia para a inddstria farmacéutica e de quimica fina (COELHO, 2001; PINHEIRO e
FERREIRA, 1998).

Os biocatalisadores sdo amplamente utilizados na preparagdo de intermediarios
necessarios na sintese de farmacos, como o acido 6-aminopenicilanico (Figura 4). Essa
substancia é obtida por desacilagdo enzimatica de penicilinas naturais (G e V) para 0 uso na
sintese das penicilinas semissintéticas (como ampicilina e amoxicilina) pela adi¢cdo de uma

cadeia lateral. As penicilinas semissintéticas exibem diversas vantagens clinicas, pois sao
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tipicamente mais ativas contra bactérias Gram-negativas e podem ser administradas por via
oral (CHAMBERS, 2003).
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Figura 5. Sintese do acido 6-amino penicilanico (CHAMBERS, 2003).

As vantagens da biocatalise estdo relacionadas as propriedades da catalise
enzimatica. As enzimas sdo proteinas com capacidade catalisadora que aceleram as reacdes
por estabilizarem o estado de transi¢do, 0 que diminui a energia de ativagdo. Quase todos 0s
catalisadores bioldgicos sdo enzimas (proteinas), com excecdo de algumas moléculas de RNA
(ribozimas) que também exibem atividade catalitica (STRYER, 1995).

Toda enzima possui um centro ativo, local onde se processam as reagdes com
determinados substratos. Esse centro ativo é geralmente constituido de alguns residuos de
aminoéacidos da cadeia de proteina e um grupo ndo-protéico, sendo responsavel pela atividade
biologica da enzima. Algumas enzimas dependem somente da sua propria estrutura protéica
(apoenzima) para exercer sua atividade, enquanto outras necessitam também de um ou mais
componentes ndo-proteicos chamados de cofatores, que podem ser ions metélicos ou
moléculas organicas denominadas de coenzimas. Muitas enzimas dependem de ambos. Outras
enzimas possuem um grupo prostético que € similar ao cofator, mas esta firmemente ligado a
apoenzima. O complexo cataliticamente ativo enzima-cofator é denominado de haloenzima
(WHITAKER, 1972; DIXON, 1979; PALMER, 1985; LEHNINGER, 1986; GAVA, 1988;
BOBBIO, 1989; VOET, 1995; STRYER, 1995; DEVLIN, 1997).

Enzimas sdo, portanto, na sua grande maioria proteinas que catalisam com grande
eficiéncia as reacdes bioldgicas. Essas aceleram varias reacdes metabolicas importantes para a
vida sob condigdes fisiologicas de pH, temperatura, meio i6nico etc. As reacdes catalisadas
por enzimas hd muito tempo vém sendo usadas com diferentes propdsitos como a
determinacdo de atividades enzimaéticas, inibidores entre outros. Em virtude de sua alta

seletividade (em alguns casos especificidade) e poder catalitico, as enzimas vém sendo muito
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empregadas em quimica analitica, bem como na medicina, agricultura, tecnologia de
alimentos e estudos ambientais (DIXON, 1979).

As enzimas possuem especificidade quanto ao tipo de reacdo catalisada: uma
enzima catalisa um unico tipo de reacdo quimica ou um grupo de reacBes intimamente
relacionadas. Também possuem elevada seletividade quanto ao substrato. Isso ocorre porque
uma molécula, para sofrer a reacdo e ser considerada substrato, deve ter a configuracdo
adequada para promover o encaixe induzido para a formacdo do complexo ativado (STRYER,
1995). Técnicas de biologia molecular podem ser utilizadas com o objetivo de modificar a
seletividade, aumentar a atividade e a estabilidade de enzimas, através da modificacdo de
aminoéacidos localizados no sitio catalitico (SANTANIELLO et al., 1992).

As enzimas tém a capacidade de exercer uma influéncia quiral importante na
reacdo, permitindo a realizacdo de sinteses estereosseletivas. Por possuirem um sitio ativo
quiral, apenas um enantidmero de um reagente quiral encaixa-se apropriadamente e é capaz
de sofrer a reacdo. Misturas racémicas podem ser resolvidas e reacdes podem originar

produtos com elevado excesso enantiomérico (ZAKS e DODDS, 1997).

Kadnikova (2008) em estudo utilizando lipases obteve varios alcodis (R)-1-
alilarilicos através da hidrolise enantiosseletiva de acetatos de 1-alilarilas. O acetato de 1-
alilfenila foi completamente resolvido (50 % de converséo e ee>99 %) com apenas 1 dia de
reagdo em sistema agua/acetonitrila resultando no &lcool (R)-1-alilfenilico (KADNIKOVA e
THAKOR et al., 2008).

CaL
H,0O, CH;CN
OAc OAc
(RS)-1 (R)-2

Ph

Y

Ph

Figura 6. Resolucéo cinética de acetatos utilizando lipases de Candida Antarctica

A capacidade biocatalitica de alguns microrganismos e suas enzimas na producao
de certos compostos quimicos j& é de muito conhecida. As rapidas producGes de biomassa

onde, em curtos espacos de tempo, uma biomassa consideravel é alcancada, agregado as
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técnicas de manipulacdo genética existentes tornam a utilizacdo de microrganismos um
método vantajoso em biocatélise. Por outro lado, reacdes que ocorrem em células de plantas
podem ser bastante complexas e algumas dessas reacGes ocorrem apenas por enzimas Unicas

existentes nesses sistemas (GIRI et al., 2001).

O uso de vegetais em reacOes de biocatalise, mesmo com o numero de
investigacOes realizadas até o momento, ainda € um campo muito novo visto a enorme
diversidade de espécies vegetais existentes e ao pequeno nimero de espécies investigadas. SO
no Brasil, 0 nimero de espécies de plantas ultrapassa os 56 000, o que compreende quase 19
% da flora mundial, sendo que o conhecimento da biodiversidade no pais ainda é muito
incompleto (GIULIETT] et al., 2005).

Estudo realizado por Yadav (2002) utilizando células integras da espécie tuberosa
Daucus carota na biorreducdo de cetonas alifaticas e aromaticas, S-cetoésteres e azidocetonas,
figura 6, demonstrou grande simplicidade e excelentes rendimentos e excessos

enantioméricos.
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Figura 7. Processos biocataliticos utilizando a espécie Daucus Carotas Yadav (2002)

Posteriormente, outras investigacOes usando a espécie Daucus carota em reacdes

de biocatélise foram realizadas. Comasseto (2004) explorou a espécie na obtengdo de alcodis
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organocalcogeno-a-metilbenzil quirais (COMASSETO et al., 2004), j& Ferraz (2008) obteve
a-tetralGis substituidos, amplamente encontrados como intermediarios em sintese, a partir da
reducgdo de a-tetralonas (FERRAZ et al., 2008).

Assuncdo (2008) obteve excelentes rendimentos e moderada enantiosseletividade
ao investigar o potencial de redutases do caldo de cana obtido da moagem da cana-de-acUcar,
Saccharum officinarum, como fonte enzimatica para a reducdo de uma série de cetonas, figura
8, e aldeidos, entre outros compostos (ASSUNCAO et al., 2008).

OH 0
M Saccharum officinarum M /\
T24H,28°C S 0
©) 18a
ee 100%
¢ 100%

Figura 8. Processos biocataliticos utilizando Saccharum officinarum como catalisador

Machado (2008) estudou reacdes de biorreducao de aldeidos e cetonas utilizando
as cascas do maracuja (Passiflora edulis) como catalisador bioldgico. Todos 0s substratos
estudados foram reduzidos aos seus respectivos alcodis, exceto no caso do 2-hidréxi-3-
metoxibenzaldeido, com valores de conversdo entre 30-97 % e excessos enantioméricos
moderados (MACHADO et al., 2008).

O potencial da adgua de cbco verde do Ceara (Cocos nucifera) foi explorado por
Fonseca (2008) com uma série de aldeidos e cetonas alifaticas e arométicas em reacGes de
reducdo. Os alcodis obtidos apresentaram excelentes rendimentos (88-99%) e altos valores de
excesso enantiomérico. Além dessas classes de compostos, foram utilizados também ésteres,
amidas (figura 8) e nitrobenzeno em reacGes de hidrolises com resultados bastante
satisfatorios (FONSECA et al., 2008).
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Figura 9. Reac@es de hidrdlise catalisada pela Agua de Coco do Ceara (ACC)
2.4 Biocatélise em Solventes Organicos

Tradicionalmente, a catalise enzimatica limitava-se ao estudo de reacGes em meio
aquoso, o que restringia em muito as possibilidades de aplicagdes industriais. A partir da
observagdo de que muitas enzimas, tais como lipases, desidrogenases, esterases e outras,
atuam in vivo em ambientes ricos em lipideos, constatou-se que os ambientes aquo-restritos
também poderiam ser meios adequados a catalise enzimatica (BARON, 2003). Assim, foram
iniciadas pesquisas dedicadas a explorar a catalise enziméatica nos chamados meios reacionais
ndo-convencionais, nos quais se incluem os solventes organicos, fluidos supercriticos, fluidos
ibnicos, fases gasosas e solidas (ADLERCREUTZ, 1996; CERNIA e PALOCCI, 1997;
LANGONE 1998; OLIVEIRA, 1999).

O primeiro trabalho que observou a presenca de atividade enzimatica em
solventes organicos data da década de 60 (DASTOLI et al, 1966; ZAKS, 1996). No entanto,
apenas a partir dos anos 80 se vislumbrou o potencial das aplicacBes biocataliticas em meio
organico, principalmente a partir de trabalhos desenvolvidos por KLIBANOV (1986 e 1989).

Entre os meios ndo-convencionais, que incluem solventes orgénicos, sistemas
gasosos e liquidos idnicos, os solventes organicos sdo os que mais vém sendo estudados,
principalmente devido ao interesse na sintese de compostos enantioméricos puros e resolucéo
de misturas racémicas, de grande importancia para a induastria farmacéutica (BEVILAQUA,
2005).

Existem diversas composicOes de sistemas reacionais com meios organicos nos
quais se pode empregar a biocatalise. A seguir encontra-se classificagdo desses sistemas em
termos de homogeneidade (ILLANES, 1994; ADLERCREUTZ, 1996):
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* Sistema homogéneo: solventes misciveis em agua (ex. glicerol, etanol, metanol)

« Sistemas macro-heterogéneos: liquido-liquido (solvente imiscivel e enzima
diluida na fase aquosa); sélido-liquido (biocatalisador sélido em solvente miscivel); sélido-

liquido-liquido (biocatalisador s6lido em solvente imiscivel)
» Sistema micro-heterogéneo: miscelas reversas

Baron (2003) comparou os rendimentos obtidos pela utilizacdo de lipase de
Penicillium coryliphilum para a sintese de oleato de n-butila em diferentes sistemas aquo-

restritos (a, =0,11): micelas reversas, macro-heterogéneo com lipase liofilizada e macro-

heterogéneo com enzima imobilizada em gel de octil sepharose. Os rendimentos obtidos na
sintese foram de 80% no sistema empregando micelas reversas, 57% no meio contendo a
enzima livre, 20% no meio com enzima liofilizada na presenca de B-ciclodextrina, e de apenas

9% no sistema com enzima imobilizada.

A biocatalise em meio organico amplia as possibilidades de aplicacdo das
enzimas. As principais vantagens em se utiliza-la estdo listadas a seguir (GUPTA, 1992;
ILLANES, 1994):

e Conversao de substratos insollveis em meio aquoso;

Variacdo na especificidade e seletividade enzimatica,

Alteracdo no equilibrio da reacdo como efeito da particdo de substratos e

produtos;

Facilidade de recuperacdo de produtos e do biocatalisador;

Aumento da termoestabilidade do biocatalisador;

Menor risco de contaminacdo microbiana;

Maior facilidade de integracdo com etapas de sintese quimica

convencional.
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O aumento da termoestabilidade das enzimas em meio organico resulta da
diminuicdo da dindmica molecular protéica. Os exemplos listados na Tabela 3 ilustram a
enorme diferenca entre os tempos de meia-vida de enzimas em meio aquoso e organico.

Como pode ser verificado nesta tabela, o tempo de meia vida (t,,,) de uma preparacdo de

lipase de pancreas de porco em meio organico (t,,, = 26 horas) aumentou em cerca de 800

1/2

vezes quando comparado com o meio aquoso (t,,, = 2 minutos) (ZAKS, 1996). Neste caso,

1/2
deve-se ressaltar que, além da maior estabilidade térmica proporcionada pelo meio orgénico,
ha concomitantemente o efeito de estabilizagéo por substrato (tributirina).

Tabela 3. Estabilidade de enzimas em meio aquoso versus nao-aquoso (ZAKS, 1996)

Enzima Condicao Tempo de meia vida™
Lipase de | Tributirina t1,< 26h
pancreas de porco ]
Aquoso; pH 7,0 t12< 2min
Lipase de Candida SP Tributirina/heptanol t121,5h
Aquoso; pH 7,0 t1,< 2min
Quimiotripsina Octano; 100°C t12 80min
Aquoso; pH 8,0; 55°C t,, 15 min
Tirosinase Cloroformio; 50°C t,,, 90 min
Solucéo aquosa; 50°C t,,, 10 min
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*Tempo de meia-vida é o tempo decorrido até que haja o decaimento da atividade
enzimatica até metade da atividade original.

Apesar da biocatdlise em meio orgéanico oferecer numerosas caracteristicas
favoraveis, 0 uso destes sistemas apresenta algumas desvantagens que devem ser levadas em

consideracdo antes de se decidir por sua utilizacdo, entre estas destacam-se(ILLANES, 1994):

e Possibilidade de desnaturacdo e/ou inibicdo do biocatalisador pelo

solvente;
e Aumento da complexidade do sistema reacional;
e Custos adicionais com solventes, co-solventes e surfactantes.

Sistemas com as mais diversas composi¢cfes podem ser empregadas como
biocatalisadores de reacGes em meio organico. A utilizacdo de preparacdes sélidas (enzimas
liofilizadas ou imobilizadas) é mais freqliente, no entanto também ¢é possivel fazer
modifica¢fes quimicas na proteina que possibilitem o emprego da enzima na forma sollvel
em solventes organicos. As principais formas de emprego das enzimas em meio organico sao
(ADLERCREUTZ, 1996):

e Preparagdes solidas: liofilizagdo e imobilizagdo

e Preparacdes sollveis: modificacdo covalente (ex. polietilenoglicol — PEG,
poliestireno e poliacrilatos), complexos ndo-covalentes (ex. surfactantes, acidos
graxos, polimeros), e micro-emulsdes.

Os sistemas em meio organico nos quais sao utilizadas preparacGes de enzimas
solubilizadas encontram maiores limita¢cfes quanto as suas aplicacbes que aqueles com
preparacdes enzimaticas solidas. Ha restricbes maiores inclusive quanto aos solventes que
poderdo ser empregados. Hidrocarbonetos aromaticos ou clorados sdo os solventes mais
comuns quando se empregam enzimas modificadas covalentemente com polietilenoglicol
(PEG). Estes sistemas, no entanto, podem ser Gteis na catalise de substratos solidos como por
exemplo no método de sintese enzimatica de peptideos catalisada por proteases modificadas
com PEG, no qual a cadeia peptidica cresce ligada a uma resina solida (ADLERCREUTZ,

1996). Embora recuperar essas enzimas solubilizadas no meio organico através de
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modificacbes covalentes seja mais dificil que a recuperacdo das preparacdes solidas, €
possivel fazé-lo através de técnicas de precipitacdo por solventes apolares ou por retencdo
com membranas (ADLERCREUTZ, 1996).

2.5 Imobilizacdo Enzimatica

A tecnologia de imobilizacdo de enzimas teve inicio nos anos 50, quando foram
pela primeira vez produzidas prepara¢fes enzimaticas imobilizadas por inclusdo em matrizes
poliméricas e por ligagdo em suportes (TISCHER e KASCHE, 1999). Desde entdo numerosos
métodos de imobilizacdo em diferentes materiais foram desenvolvidos.

Os métodos de imobilizacdo sdo frequentemente classificados segundo o tipo de

ligacdo empregada e o suporte (LIMA et al., 2001):

Separagdo por membrana
e Encapsulamento
e Membranas fibrosas semi-permeaveis
e  Microencapsulamento
e Entrelagamento com polimeros
e Formagcéo de ligacGes covalentes
e Adsorcéao

O uso de enzimas imobilizadas oferece importantes vantagens em processos
industriais e tem sido utilizado extensivamente por facilitar o desenvolvimento de processos
em escala comercial (TISCHER e KASCHE, 1999). Séo varias as vantagens da utilizacdo de
enzimas imobilizadas em relacdo ao uso de enzimas livres. As principais vantagens apontadas
por diversos autores sdo (FREIRE, 1988, ILLANES, 1994; BENJAMIN e PANDEY, 1998;
VILLENEUVE et al., 2000; GUISAN et al., 2001):

Facilidade de recuperacdo do biocatalisador. O uso de enzimas imobilizadas
facilita a aplicacdo da biocatdlise pois, as operacGes empregadas na separacdo do
biocatalisador séo simples (filtracdo ou centrifugacdo). N&o € necessario realizar
procedimentos de inativa¢do enzimatica como a desnaturagdo térmica ou por pH, que podem
levar a alteracOes indesejaveis do produto final. Além disso, os efluentes s&o gerados livres do

biocatalisador.

38



Processo pode ser operado continuamente. A facilidade em se reter o
biocatalisador permite que processos continuos sejam implementados utilizando reatores
variados, como os reatores tubulares (PFR) ou tanques de agitagdo (CSTR), e o controle do

processo é facilitado.

Previne a formacdo de agregados em meio organico. Enzimas livres, quando
suspensas em um solvente orgénico, tendem a se agregar e a prender nas paredes do reator,
principalmente se for adicionada &gua a esse sistema. A imobilizacdo de enzimas em suportes

solidos pode contornar esse problema.

Facilidade de separacdo dos produtos. O emprego de enzimas imobilizadas é
especialmente indicado para processos cujos produtos finais requeiram elevado grau de

pureza, pois o biocatalisador é facilmente removido do meio.

Minimizacdo de efeitos desnaturantes e maior protecdo contra desativacdo
por produtos quimicos. A diminuicdo da dindmica molecular minimiza a ocorréncia de
desnaturacdo por efeitos térmicos ou por pH. Certas técnicas de imobilizacdo, como a
adsorcdo seguida por recobrimento da enzima com polimeros hidrofilicos, diminuem a
interacdo entre a enzima e 0 meio reacional prevenindo a desnaturacdo por efeito de produtos

quimicos.

Manutencdo de micro-ambiente com alta atividade de agua. A imobilizacdo
permite a manutencdo de uma camada de solvatacdo no micro-ambiente em torno da enzima
capaz de manter uma dindmica molecular minima, essencial a atividade enzimatica em

ambientes organicos.

Propriedades enzimaticas (como atividade e termoestabilidade) podem ser
alteradas favoravelmente. A interacdo entre a enzima e o suporte além de reduzir a dindmica
molecular da enzima pode ocasionar mudancgas conformacionais. A escolha de suportes e
técnicas de imobilizacdo adequadas podem ser empregados para provocar alteracOes

desejadas nas propriedades das enzimas.

Custos com manejo de materiais sdo minimizados. A melhor estabilidade da

enzima imobilizada facilita a sua estocagem e diminui as exigéncias para sua manipulag&o.
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Apesar das vantagens do emprego das enzimas imobilizadas em relagédo ao uso de
enzimas livres, as técnicas de imobilizacdo apresentam alguns problemas. O principal
obstaculo ao uso mais amplo da imobilizacdo de enzimas reside no aumento do custo do
biocatalisador. Varios dos suportes normalmente empregados em imobilizacfes sao de custo
elevado e diversas técnicas sdo muito trabalhosas. Além disso, freqientemente, ocorre
reducdo da atividade enzimaética, o que constitui um custo a mais, pois uma maior quantidade
do biocatalisador precisara ser empregada no processo. A decisdo entre o uso de enzimas
livres ou imobilizadas deve avaliar as caracteristicas do processo e as exigéncias técnicas para
a sua execucdo bem como e o balango econémico considerando as vantagens e desvantagens
proporcionadas pelo uso de cada biocatalisador (BEVILAQUA, 2005).

2.6 Obtencao de alcodis secundarios enantiomericamente puros

Dentre os diversos intermediarios quimicos quirais empregados na sintese de
produtos farmacéuticos, alimenticios e agroquimicos, os alcodis secundarios quirais
destacam-se, pois, além da grande versatilidade sintética dessa funcdo organica, em inimeros
casos ela estad presente na estrutura quimica do produto desejado. Estes compostos podem
sofrer diversas transformacfes quimicas levando a outros grupos funcionais, como por
exemplo, aminas e haletos. E ainda os alco0is secundarios sdo atrativos materiais de partida,
porque algumas vezes eles sdo mais facilmente obtidos do que as correspondentes cetonas
(STRAUSS, 1999; GRUBER, 2006).

A acetilacdo de alcoodis secundarios quirais com acetato de vinila na presenca de
enzima comercial CALB foi realizado por Oliveira obtendo conversdes acima de 97% e ee

maiores que 94% como pode ser observado na tabela 4 (OLIVEIRA, 2007) .
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Tabela 4. Resultados da resolug¢do enzimaética dos alcoois alilicos via acetilagdo com acetato

de vinila na presenca de CALB

Alcool Tempo o on R AQ o oac
w | Ao Ko K| K
OH 11 > 99% <1% (94%e.e.) %97 | 3%
/
EH\/ 11 > 09% <1% 97% (94%e.e.) | 3%
/\(CHz)s /
OH 11 > 99% <1% 97,2% 2,8%
/\(ch)v/ (94,4%e.e.)
o 8 > 99% <1% > 99% <1%
(;M
¢ 8 > 99% <1% > 99% <1%
/@/k/
" 8 > 99% <1% > 99% <1%
©)\/
8 > 99% <1% > 99% <1%

E\
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Kazlauskas (2000) testou a enantiosseletividade de vérias esterases e lipases
realizando testes em mais de 130 ésteres de alcoois secundarios baseando-se nos substituintes
ligados ao carbono da hidroxila e estereocentro do alcool.

O teste mostrou que, para uma média acima de 93% do grupo de alcodis, a enzima
reage mais rapidamente com o enantibmero que apresenta o estereocentro envolvendo a

hidroxila voltada para frente na molécula. Isto esta em conformidade com Prelog que ja havia
realizado testes envolvendo Culvaria lunata na reducdo de cetonas e hidrolise de ésteres
racémicos catalisadas por enzimas de Rhizopus nigrigans. No teste realizado Prelog

determinou que tanto na hidrdlise quanto na acetilacdo de alcoois secundarios a enzima reage

mais rapidamente com 0 enantidmero que apresenta 0 grupamento contendo o oxigénio
voltado para frente da molécula, quando a estrutura é desenhada como na Figura

\\\\\:E

OH

M L
M= Médio ; L= Volumoso

Figura 10. Enantiomero que reagiu mais rapidamente com a enzima Culvaria lunata e
Rhizopus nigrigans, conforme testes realizado por Prelog (PRELOG, 1964).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos Gerais

e Investigar o potencial biocatalitico das casca da laranja da terra visando

agregar valor a rejeito industrial;

e Desenvolver processos que possibilitem a obtencdo de compostos

enantiopuros através de rea¢des quimioenzimaticas;

e Aplicar metodologias que possibilitem a producdo de compostos quirais

em paralelo com a preservagdo ambiental,
e Ampliar o arsenal de bioprocessos aplicados a sintese organica.
3.2 Objetivos Especificos

e Determinar o teor de proteinas presentes em amostras de casca da laranja
da terra;

e Verificar o potencial das enzimas presentes nas cascas (albedo e flavedo)
da laranja da terra na catalise de reacdes de Oxido/reducdo, hidrélise e
esterificacao;

o Aperfeicoar as condi¢des de reacdo, com um substrato modelo, de maneira

a obter as melhores conversdes e 0s melhores excessos enantiomérico (ee);

e Analisar a estereosseletividade do complexo enzimatico presente na CLT

nos diversos processos biocataliticos;

e Realizar reacdes biocataliticas, esterificacdo, em meio organico utilizando

as células integras da CLT,;

e Analisar os produtos das reacOes através de Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectroscopia de Massa (CG-EM), espectroscopia de
infravermelho (IV), ressonancia magnética nuclear de hidrgénio (RMN
'H), e Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia com coluna quiral

(CLAE-quiral).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Determinacdo do teor de proteinas

A grande maioria das biomoléculas dotadas de propriedades cataliticas séo
proteinas, denominadas de enzimas. A excecdo sdo moléculas de RNA chamadas de
Ribozimas que também sdo capazes de catalisar algumas rea¢des quimicas (STRYER,1995).
Portanto, os métodos de quantificacdo de proteinas sdo bons parametros para averiguar a
probabilidade de se encontrar enzimas. Para a quantificacdo do teor de proteinas presentes na
casca da laranja da terra (CLT) foi utilizado o método de Bradford (BRADFORD, 1976), que
¢ uma técnica para a determinacdo de proteinas totais que utiliza o corante de “Coomassie
brilliant blue” BG-250. Este método é baseado na interagdo entre o corante BG-250 e
macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou
aromaticas. No pH de reacdo, a interacdo entre a proteina de alto peso molecular e o corante
BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma anibnica, que absorve
fortemente em 595 nm (COMPTON, 1985).

Neste trabalho, foi analisado o teor de proteinas do extrato aquoso da casca da
laranja da terra (CLT), obtido como descrito no item 5.5i nas condi¢Ges otimizadas, e do
extrato bruto enzimatico da laranja (EBEL) em diferentes valores pH: 5,2; 6,2; 7,2 e 8,0;
obtido como descrito no procedimento experimental no item 5.5ii. Os resultados apresentam-

se na tabela 5.

Tabela 5. Anélise do teor de proteinas presentes na CLT e no EBEL

Material vegetal Teor de proteinas (mg.L™)
CLT 272,50

EBEL (pH 5,2) 81,90

EBEL (pH 6,2) 62,60

EBEL (pH 7,2) 185,90

EBEL (pH 8,0) 138,60
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EBEL (agua destilada) 201,20

Os resultados apresentados na tabela 5 demonstram uma maior concentracdo de
proteinas na CLT, e uma variacdo consideravel na concentracdo de proteinas em funcdo do
pH no caso do EBEL. Este resultado pode ser explicado pelo fato de as proteinas (incluindo-
se as enzimas) possuirem sua estrutura covalente (primaria) formada por aminoacidos com
grupos ionizaveis em suas cadeias laterais, alterando sua solubilidade de acordo com a
mudanca da acidez do meio e com a sequéncia de aminoécidos particular de cada proteina.
Proteinas que possuem residuos de aminoacidos que aumentam o ndmero de grupos ionizados
em um dado pH, tende a ser mais solUveis em meio aquoso. J& aquelas em que ha um menor
grau de ionizacdo das cadeias laterais dos aminoécidos, em geral, apresentam menores
solubilidades em solventes polares, em um determinado pH, pois, as interacdes
intramoleculares sdo maximizadas, o que diminui a interacdo com solventes de significativa

polaridade, no caso, a agua.
4.2 Processos Biocataliticos

A otimizacdo do processo biocatalitico foi realizada analisando-se a influéncia da
guantidade de biocatalisador, do tempo e do pH do meio na conversao e Nno excesso
enantiomérico (e.e.) do alcool obtido através da biorreducdo da acetofenona (substrato
modelo). O excesso enantiomérico foi calculado de acordo com procedimento descrito no
item 5.8 e a conversdo calculada a partir da curva de calibracdo da acetofenona e do (RS)-1-
feniletanol, respectivamente. As curvas de calibracdo podem ser visualizadas nos apéndice A
e B. O padréo do (RS)-1-feniletanol foi obtido por via quimica, através da reducdo com
borohidreto de sddio (NaBH,) resultando em uma mistura racémica. O cromatograma obtido
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia com coluna quiral (figura 11) apresenta o

(S)-1-feniletanol com tempo de retencdo de 10,02min e o (R)-1-feniletanol 14,66min.

Como trata-se da reducdo de um composto pro-quiral (acetofenona) por um
agente redutor aquiral (NaBH,) o resultado foi uma mistura racémica, que pode ser constatada
pela equivaléncia das areas registradas no cromatograma da Figura 11. Isso € devido a
igualdade de condicGes de ataque do hidreto em ambas a face da acetofenona (Figura 12).
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Figura 11. Anélise do (RS)-1-feniletanol (500ppm) através de CLAE-quiral.

~H Face Re OH oH

e
..:,,IIH
—_—

\ H™ Face Si

Acetofenona 2a 2b
1 50% 50%

0]
.uu/,”/

Figura 12. Possibilidade de ataque do hidreto em ambas as faces da acetofenona

A acetofenona quando analisada por CLAE (coluna OB-H) apresentou um tempo

de retencdo de 13,295min (Figura 13) préximo do (R)-1-feniletanol.
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Figura 13. Analise da acetofenona por CLAE

O (RS)-1-feniletanol foi caracterizado via espectroscopia de infravermelho com
transformadas de Fuorier (IV-FT), figura 14, onde as bandas de absorcdo caracteristicas do
estiramento da ligacdo O-H (3200-3500cm™), centrada em 3370cm™, é tipica da funcéo
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Figura 14. Espectro de Infravermelho do (RS)-1-feniletanol.
4.2.1 Quantidade de Biocatalisador

Para avaliar como a quantidade de Biocatalisador altera o rendimento e o ee da
reacdo, foram avaliadas diferentes quantidades de CLT nas reacOes de biorreducdo, onde as
demais variaveis (pressao, temperatura, agitacdo, quantidade de agua, quantidade de substrato
e tempo de reacdo) permaneceram constantes. As reacGes foram conduzidas conforme
descrito no procedimento 5.6.1 e ilustrado na Figura 15. As quantidades de CLT analisadas
foram 2, 5, 10, 15 e 20g. As anélises da conversdo e do ee, foram feitas atraves de CLAE com
coluna quiral OB-H utilizando-se fluxo de 0,500mL/min do eluente hexano/isopropanol 95:5

vIiv%. A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos.
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Figura 15. Processo biocatalitico geral de Bioreducdo. (A-corte longitudinal, B-retirada

manual das cascas seguido de cortes cubicos, C-adicdo de agua e substratos).

Tabela 6. Taxa de conversao e ee com a variacdo da quantidade de catalisador.

Quantidade de catalisador (g) | Conversao (%) | Excesso enantiomérico (%)
/Configuracéo
2 1,14 35,00 (R)
5 1,81 34,00 (R)
10 3,68 69,51 (R)
15 40,14 35,06 (R)
20 46,89 94,00 (R)

Os resultados podem ser visualizados nos graficos da figura 16 onde se observa
claramente o aumento na conversdao da acetofenona com o aumento da quantidade de
biocatalisador (CLT). Ja para o ee se observa um melhor resultado quando se utiliza 20g de
CLT.
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Figura 16. Grafico com as variagdes da conversédo e do ee em diferentes quantidades de CLT.

A reacdo de biorreducgéo da acetofenona originando um dos enantiémeros,

preferencialmente, esta representada na figura 17.

CLT

175rpm, 28°C
72h

S-1-feniletanol
3%

OH OH

ol H Q|

R-1-feniletanol
97%
2a

2

Figura 17. Reacdo de biorreducéo da acetofenona com 20g de CLT

Os resultados obtidos demonstram que o0s sistemas reacionais biocataliticos estdo

de acordo com a lei de Michaeles-Menten, onde a velocidade da reacdo enzimatica é

diretamente proporcional a quantidade de enzima para uma mesma quantidade de substrato

(COELHO, 2008). Os resultados demonstram ainda que a utilizacdo de 20g de catalisador é a

que promove um melhor ee, 94%, e uma melhor conversao, 46,89%, evidenciando que dentre

as quantidades (2, 5, 10, 15 e 20g) de catalisador analisadas, esta foi 0 que apresentou 0s

resultados mais promissores e por isso, foi a massa de Biocatalisador selecionada para os

demais experimentos. O cromatograma da reagdo de biorreducdo da acetofenona com 20g de

CLT pode ser visualizado na figura 18.
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Figura 18. Cromatograma da reacdo de biorreducédo da acetofenona com 20g de CLT
4.2.2 Tempo de Reacédo

A cinética de uma reacdo é sem duvida uma das variaveis de maior importancia
para otimizacdo de qualquer processo quimico e, especialmente, bioguimico, pois, além de
expressar a quantidade de produto formado por unidade de tempo, nos dar uma idéia do grau
de afinidade entre enzima e substrato. Visando obter o tempo mais vidvel para as reacdes de
biorreducdo da acetofenona com CLT, foram investigadas as taxas de conversdo e 0 ee em
periodos de 24, 48 e 72 horas. As reacdes foram conduzidas conforme procedimento descrito
no item 5.6.1, alterando-se apenas o tempo de reacdo. A cada periodo de tempo analisado,
aliquotas de 5mL foram retiradas dos meios reacionais, particionadas com diclorometano
(3x5mL) e tratadas posteriormente como descrito no item 4.3.3. Em seguida foram analisadas
por CLAE equipado com coluna quiral OB-H, assim como no experimento descrito no item
5.4.2. A conversao e o ee referente a cada periodo de tempo de reacdo podem ser observados

na Tabela 7 e no gréfico da Figura 19.

Tabela 7. Valores de converséo e ee da biorredugdo da acetofenona com o tempo.

Tempo de reacdo (h)

Converséo (%)

Excesso enantiomérico (%)

24 1,44 21,15 (R)
48 28,12 68,73 (R)
72 46,89 94,00 (R)
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Figura 19. Grafico da variacdo da conversao e do ee da biorreducéo da acetofenona.

Os dados demonstram que em todos os periodos de tempo avaliados houve
reducdo da acetofenona, com ee do alcool de configuracdo R. O periodo de 24h de reacdo foi
0 Unico que ndo apresentou taxas de conversao (1,44%) e ee (21,15) consideraveis. Os demais
tempos de reacdo apresentaram resultados significantes observando-se uma taxa de converséo
de 46,89% e um ee de 94%. Os resultados obtidos demonstraram a necessidade da otimizacgéo
da reacdo quanto as demais varidveis com o objetivo de implementar uma fonte de
biocatalisador economicamente viavel e ambientalmente sustentdvel. Como no periodo de 72h
foi obtido um maior percentual de conversdo, atrelado a uma boa enantiosseletividade da
enzima, produzindo um ee razoavel do (R)-1-feniletanol (2b), este tempo de reacdo foi

selecionado nos demais experimentos. O cromatograma apds 72h de reacdo esta apresentado

na Figura 20.
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Figura 20. Cromatograma da reacdo de biorreducdo da acetofenona (1) com CLT apds 72h.
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4.2.3 Quanto ao pH do Meio

Para estudar a influéncia do pH na atividade das enzimas redutases foram
preparadas solugbes tampdes, o sistema acido etandico/etanoato de sodio (C,H4Oy)/
(C2H30,Na) foi utilizado para o pH &cido (5,4) e para o pH 8,5 (basico) utilizou-se o sistema
dihidrogenofosfato de potassio/hidrogenofosfato de sodio KH,PO,/NaHPO,4 As reacdes
foram conduzidas conforme procedimento geral descrito no item 5.6.1 modificando-se o pH
do meio (variavel em estudo). Apds 72h de reacdo os sistemas reacionais foram tratados
conforme procedimentos descritos nos itens 5.4.2. Os métodos de analise, identificacdo e
quantificacdo das substancias foram os mesmos do experimento descrito no item 5.4 e 0s

resultados podem ser analisados na Tabela 8.

Tabela 8. Resultados da biorreducao da acetofenona com CLT com a variacao do pH.

pH Converséo (%) ee (%)

5,4 49,19 64,44 (R)
8,4 94,70 64,00 (R)
Agua destilada 46,89 94,00 (R)

Os resultados foram condizentes com o fato das atividades das enzimas variarem
com o pH , algumas catalisam reacdes em condi¢Oes aproximadamente neutras, outras, a
exemplo da pepsina, apresentam melhores atividades de catalises em meio acido. J& a tripsina
possui seu apice de desempenho catalitico em sistemas que possuem pH alcalino. Estes fatos
podem ser entendidos se considerarmos que as enzimas sdo macromoléculas constituidas de
aminoacidos, que em grande parte, possuem em suas cadeias laterais grupos ionizaveis
(&cidos efou basicos) que uma vez sendo ionizados modificardo as interagdes eletrostaticas
entre 0os grupos da molécula e o solvente, que por sua vez provocara alteracdes em sua
conformacdo tridimensional dando maior ou menor flexibilidade ao seu sitio ativo, que é, de
fato, o centro de operacdo da catalise enzimatica, alterando com isso o rendimento quimico e
0 ee. Os resultados apresentados sugerem que as reacdes conduzidas em agua destilada

demonstraram um maior excesso enantiomérico, 94,00%, apesar de no quesito conversao, o
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pH 8,4 apresentou um melhor resultado (94,70%). O cromatograma da reacdo conduzida em

pH 8,4 esta mostrado na Figura 21.
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Figura 21. Cromatograma da anélise da reacdo de biorreducao conduzida em pH 8,40.

Como a reagdo conduzida em &gua destilada € menos laboriosa, mais econdmica e

apresenta um melhor ee, os proximos experimentos foram realizados utilizando-se agua

destilada como solvente.
4.2.4 Biorreducao de outros Substratos

Com as condigOes ideais de reacdo (pH, quantidade de catalisador e tempo de
reagcdo) otimizadas, avaliou-se a atividade catalitica e enantiosseletiva das redutases presentes
na CLT frente a diferentes cetonas pré-quirais aromaticas (3-14 — Figura 12) esperando obter

preferencialmente um dos possiveis enantidmeros.
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Figura 22. Substratos analisados frente a reacdo de biorreducdo com CLT e produtos

esperados.

Todos os substratos relacionados na Figura 22, foram submetidos as condigoes
reacionais otimizadas: 0,42mmol do substrato, 72h , 50mL de &gua destilada e 20g de CLT.
ApoOs o0 tempo de reagdo 0s meios reacionais foram tratados conforme procedimentos

descritos nos itens 5.4.1a e 5.4.2, sendo que apenas para 0S meios contendo os substratos 12,

55



13 e 14 foram utilizados como eluente na coluna gravitacional uma mistura binaria de

hexano/acetato de etila (70:30) v/v.

Todas as amostras foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massa. Dentre 0os compostos testados (3-14), apenas 7 e 12 foram reativos
frente ao complexo enzimatico de CLT. A identificacdo dos produtos foi realizada através de
comparacdo entre seus espectros de massa com aqueles registrados em espectroteca do
equipamento. Os espectros de massas encontram-se nos apéndices (K-Z). A quantificacao foi
obtida pelo método da normatizagdo, tomando-se as areas dos picos do composto de partida e

de seus respectivos produtos
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Figura 23. Cromatograma (CG-MS) do resultado da reacdo do composto 7 com CLT

Para o composto 7 (1-(4-fluorofenil)etanona constatou-se uma reducdo de
27,44% do composto (7) ao alcool 7a (Figura 23) . A analise do excesso enantiomerico
conforme cromatograma da figura 24 permitiu constatar uma enantiosseletividade >99%,

tendo sido detectada a presenca de apenas um dos enantidmeros.
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Figura 24.Cromatograma (HPLC) do resultado da reacdo de biorreducdo do composto 7.

Ja no caso do composto 12, cujo cromatograma (CG-MS) esta apresentado na
Figura 25, observou-se uma conversdo de 41,20%, com um ee de 44,42%, valores estes
menores, quando comparado com o composto 7. O espectro de massa de 12, 12a e 12b estdo
nos apéndices (K-2).
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Figura 25. Cromatograma (CG-MS) do resultado da reacdo de biorreducgéo de 12.

O esquema reacional da figura 26 ilustra de forma resumida a reacdo de
Bioredugdo do composto 12 e as respectivas percentagens de produtos formados. A
comparacdo com dados da literatura (MACHADO, 2008) nos permite afirmar que o alcool

formado em excesso foi o de configuracdo absoluta S, ou seja, 0 composto 12a.
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Figura 26. Reacdo de biorreducdo da substancia 12 com CLT

Além da especificidade da enzima, podemos levar em conta a reatividade
(eletrofilicidade), dos substratos para explicarmos estes resultados, especialmente dos
compostos heterociclicos. Quando analisamos as energias de conjugacdo do furano
(16Kcal/mol), pirrol (21Kcal/mol) e tiofeno (29 Kcal/mol), precursores de 12, 13 e 14
respectivamente, percebe-se que o furano possui a menor energia de conjugacdo. Isto deve-se
ao seu sexteto de elétrons pi deslocalizado parcialmente, fazendo com que 0 mesmo tenha
propriedades quimicas intermediarias entre as de sistemas aromaticos altamente
deslocalizados, como o benzeno (36Kcal/mol) e as de um dieno ciclico simples que também
seja um éter endlico (NORMAN, 1978). Estas evidéncias sugerem que no caso do furano,
tem-se uma deslocalizacdo eletrénica do sistema aromatico menos efetiva, 0o que deixa o

grupo carbonila mais eletrofilico e, portanto, mais reativo.

Os resultados demonstraram que apesar do complexo enzimatico ndo ter
apresentado uma atividade catalitica em uma faixa ampla de substratos, observou-se reducdes

praticamente enantioespecificas (no caso do composto 7) e bons rendimentos quimicos.
4.2.5 Reac0es de hidrdlise catalisada pela CLT

Visando ampliar o espectro de aplica¢Bes biocataliticas do complexo enzimatico
da CLT foi realizado um experimento preliminar para verificar o seu potencial hidrolitico na
resolucéo de racematos. Para isso, a mistura racémica dos alcoois (RS)-1-feniletanol (2a e 2b)
produzidos atraves de metodologia descrita no item 5.6.4, foram acetilados, conforme
procedimento experimental descrito no item 5.6.5 resultando na mistura racémica do (RS)-
acetato de 1-feniletila como pode ser visualizado no esquema reacional apresentado na figura
27.
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Figura 27. Reacdo de acetilacdo via quimica do (RS)-1-feniletanol

Os padrées do acetato foram analisados através de CLAE equipado com coluna
quiral OB-H e OD-H utilizando um fluxo de 0,500ml/min. de uma mistura binaria de
hexano/isopropanol (95:5 v/v), cujo os enantidmeros apresentaram tempos de retencdo de
6,19 e 6,68min, como demonstrado no cromatograma da Figura 28, onde observa-se areas

equivalentes para ambos os picos, o que € de fato esperado, para uma mistura racémica.
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Figura 28. Cromatograma do (RS)-acetato de 1-feniletila (coluna OB-H)

O racemato (RS)-acetato de 1-feniletila foi caracterizado por IV (Figura 29),
apresentando uma absorcéo intensa em 1733 cm™, compativel com estiramento da ligagéo
C=0 de éster. Também se observa, em 1242 cm™, uma banda caracteristica de estiramento de

ligagdo O-CO presente no acetato.
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Figura 29. Espectro de infravermelho do racemato (RS)-acetato de 1-feniletila.

O experimento preliminar utilizado nas reacGes de hidrdlises, constou do uso
células integras da CLT, de acordo com a metodologia descrita no procedimento experimental
no item 5.6.1, onde se utilizou 40mg de (RS)-acetato de 1-feniletila em meio aquoso (50mL) e
10g de CLT por um periodo de 24 horas. Passado o tempo de reacdo, o sistema foi tratado
conforme procedimento descrito nos itens 5.4.2. As amostras foram posteriormente analisadas
através de CLAE utilizando-se 0 mesmo método do (RS) acetato de 1-feniletila descrito
anteriormente. A conversdo dos produtos foi calculada através da curva de calibracdo dos
alcoois e dos acetatos (apéndice B e C), preparada anteriormente. O excesso enantiomeérico
(ee) foi calculado de acordo com o procedimento descrito no item 5.8, apresentando uma
enantiosseletividade insignificante nas condi¢des analisadas. Entretanto, a conversdo foi
excelente, tendo hidrolisado quase 100% do substrato em apenas 24h. O cromatograma da
reacao apresentado na Figura 30, mostra os picos com t, de 6,46 e 6,80min, referentes aos

ésteres, e 0s que apresentam t; de 9,53 e 11,19min sao referentes aos alcodis.
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Figura 30. Cromatograma da reacdo de hidrélise do (RS)-acetato de 1-feniletila (coluna OD-
H).

Visando garantir que a hidrolise foi realizada por intermédio enzimatico, foi
realizado um branco, onde o substrato foi colocado nas mesmas condic¢des de reacao, exceto
pela auséncia de CLT. O cromatograma do branco pode ser visualizado na Figura 31, onde,
identificam-se os picos referentes aos ésteres nos tempos de retencio de 6,03 e 6,47min. E
possivel constatar a auséncia total de alcodis, pois, ndo existe nem um pico entre 9 e 15min,
faixa em que se insere 0s tempos de retencdo dos alcodis. Isso vem a corroborar com o fato de

a hidrolise esta sendo realizada pelos catalisadores bioguimicos.
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Figura 31. Cromatograma do controle da reacdo de hidrélise do (RS)-acetato de 1-feniletila.

4.2.6 Otimizacao das condicdes de reacdo de hidrolise do (RS)- acetato de 1-

feniletila.

Uma vez que o experimento preliminar demonstrou um promissor potencial
hidrolitico do complexo enzimatico da CLT (> 96% de conversdo), resolveu-se investigar e

aperfeicoar algumas variaveis que interferem no processo de catélise enzimatica, tais como:
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tratamento da fonte do Biocatalisador, quantidade do Biocatalisador, pH da solugéo e tempo
de reacéo.

4.2.7 Quanto ao tratamento do catalisador

A fonte de biocatalisador foi tratada conforme procedimento experimental
descrito no item 5.2 e ilustrado na Figura 32. Foram utilizados os extratos brutos enziméticos
das CLT e EBEL, sendo as reac6es conduzidas conforme procedimento do item 5.6.2 por um
periodo de 24h . As amostras foram analisadas por CLAE utilizando-se coluna com fase
estacionaria quiral, OB-H e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, RMN *H. O
cromatograma da reagdo é apresentado na figura 33.
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g

Figura 32. Processo de obtencdo do EBEL. A-corte longitudinal, B-separacdo das casas

seguido de corte cubicos e, C-trituracdo mecanica seguido de centrifugacao e filtracdo
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Figura 33. Cromatograma da reacéo de hidrolise do (RS)-acetato de 1-feniletila com EBEL
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Observou-se um grande incremento na capacidade de resolugdo da mistura
racémica pelo complexo enziméatico (ee saltou de 4,40 para 44,11%) aumentando a
enantiosseletividade da reacdo em mais de dez vezes quando comparada com a reagdo
utilizando as CLT. O esquema reacional apresentado na Figura 34 mostra os produtos obtidos
da reagdo do EBEL com (RS)-acetato de 1-feniletila, assim como as condi¢Ges na qual

ocorreu a hidrélise do racemato.

O o
I[IH "/I/
ilH LIH EBEL
175rpm 28°C
) (9)-1 fenlletanol (R)-1 fenlletanol
C
acetato de (S)-1-feniletila  acetato de (R)-1-feniletila 72,05% 27,94%
50% 50%

Figura 34. Representacdo da equacao quimica de hidrolise de 2c e 2d com EBEL

No quesito conversdo, o EBEL apresentou menor capacidade quando comparado
com a CLT, tendo convertido 57,20% dos ésteres aos respectivos alcodis. A conversao foi
calculada também, através da integracdo dos sinais dos hidrogénios carbindlicos em 4,90
ppm (q; J=6,0; 1,07 H) e 590 ppm (qg; J=6,0; 1,00 H) dos alcodGis e dos ésteres,
respectivamente, apresentando 51,60% de conversdo. Estes dados demonstram que as
técnicas fornecem resultados de quantificacdo similares para os compostos analisados. O
espectro de RMN *H da mistura reacional do acetato de 1-feniletanol com EBEL pode ser

visualizado na Figura 35.
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Figura 35. Espectro de RMN *H (300MHz, CDCls) da reacéo de hidrdlise dos compostos 2c e
2d produzindo 2a e 2b.

Os sinais dos hidrogénios metilicos do 1-feniletanol e do acetato de 1-feniletila
aparecem em 1,51ppm e 1,55 ppm, respectivamente. Fato este que pode ser observado no
espectro de RMN *H do padréo (RS)-acetato de 1-feniletila, apresentado na Figura 36.
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Figura 36. Espectro de RMN *H (300MHz, CDCl5) dos compostos 2¢ e 2d (padrao).

Os demais picos presentes no espectro da reagdo de hidrolise podem ser atribuidos
a impurezas presentes na amostra e/ou resultantes do tratamento pelo qual a amostra passou,
visto que, o espectro do branco (acetato de 1-feniletila com agua) apresentou 0s mesmos
picos, com excec¢do, dos que foram referentes ao (RS)-1-feniletanol, destacando-se: 6y 4,90

(g; J=6Hz; 1H), o4 1,52 (d;J=6Hz; 3H), ausentes no branco da reacdo, como pode ser
visualizado no espectro da Figura 37.
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Figura 37. Espectro de RMN *H (300MHz, CDCl;) do branco da reac&o de hidrélise do
(RS)-acetato de 1-feniletila.

O grafico da Figura 38 mostra a comparacdo entre 0s processos biocataliticos
utilizando a CLT e o EBEL quanto a capacidade de conversao e resolucéo dos ésteres para 0s
respectivos alcoois. Observou-se que apesar de ter ocorrido um decréscimo na conversao,
obteve-se um aumento de mais de 100% na enantiosseletividade do processo. Esse fato pode
ser conseqiiéncia das diferencas de solubilidade das enzimas na solucdo de extracdo (agua
destilada), ou seja, 0 extrato aquoso possui um numero mais reduzido e seleto de enzimas. O
que é confirmado quando se analisa o teor de proteinas presentes nos extrato enzimaticos de
CLT e de EBEL, onde a concentracdo de proteinas para o primeiro apresentou foi maior

qguando comparado com segundo, resultados estes apresentados na Tabela 5 (p.43).
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Figura 38. Grafico mostrando a diferenca no ee e na conversao entre a CLT e 0 EBEL.
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Os resultados experimentais sugerem que a forma de tratamento do material
vegetal pode alterar bastante sua atividade biocatalitica. Como o EBEL apresentou uma

melhor capacidade de resolucdo, este foi selecionado para os experimentos.
4.2.8 Quantidade de catalisador

Objetivando avaliar a influéncia da quantidade de biocatalisador na converséo e
enantiosseletividade 40mg de (RS)-acetato de 1-feniletanol foram adicionados a diferentes
quantidades de EBEL (10mL, 20mL, 40mL e 50mL). As demais variaveis da reacdo
(temperatura, tempo, agitacdo) foram as mesmas dos experimentos anteriores, assim como o
processo de extracdo e analise. Os resultados mostraram que a cinética da reacdo esta de
acordo com a equacdo de Michaelis-Menten, onde a velocidade da reacdo € diretamente
proporcional a concentracdo de enzima, mantendo-se a concentracdo de substrato constante
(COELHO, 2008), Vmn= K.E], onde V., é a velocidade méaxima da reacdo, [E] é a
concentracdo de enzima e K a constante de equilibrio da reacdo de decomposi¢do do
complexo enzima-substrato nos respectivos produtos. A porcentagem de conversao e ee estdo

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Conversao e ee obtidos da reacao de hidrolise de 2c e 2d com diferentes quantidades
de EBEL.

EBEL(mL) Converséo (%) ee (%)

10 12,95 74,89 (R)
20 30 68,00 (R)
40 50,98 49,55 (R)
50 57,20 45,46 (R)

Outro fato relevante observado é a diminuigdo da resolucéo do (RS)-acetato de 1-

feniletila a medida que a quantidade de EBEL aumenta. O que pode ser explicado em parte,
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pelo fato de algumas enzimas possuirem uma estrutura tridimensional bastante flexivel, dai
quando se tem uma maior relagdo quantidade de enzima/quantidade de substrato, esta é capaz

de alterar sua conformacao, hidrolisando o enantiémero de configuracdo oposta a medida que

a concentracdo do enantiébmero preferencial vai diminuindo. A relacdo entre a concentracédo

da enzima, os ee e as conversdes é mostrada no grafico da Figura 39.
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Figura 39. Gréfico da quantidade de catalisador X conversdo e ee

Das quantidades de EBEL analisadas optou-se pela utilizagdo de 20 mL para ser

utilizada nos proximos experimentos, uma vez que essa concentracdo mostrou um bom ee

(68%) atrelado a uma boa conversdo (30%), considerando o tempo de reacdo de 24h. O

cromatograma da reagdo de 2c e 2d com 20mL de EBEL é mostrado na Figura 40.
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Figura 40. Cromatograma da reacdo de hidrolise de 2c e 2d com 20mL de EBEL.
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4.2.9 pH da solugdo

A atuacdo catalitica das enzimas presentes no EBEL foi avaliada frente a hidrolise
do (RS)-acetato de 1-feniletila em diferentes pH visando obter o0 mé&ximo de rendimento
quimico concomitantemente com altos ee. Foram utilizados EBEL preparados com solucdes
tendo os seguintes pH: 5,2; 6,2; 7;2 e 8,0. As reacOes foram conduzidas e tratadas conforme
procedimento experimental descrido no item 5.6.2, por um periodo de 24h e analisadas por
CLAE. Os resultados podem ser visualizados na Tabela 10.

Tabela 10. Converséo e ee em diferentes valores de pH

pH Converséo (%) ee (%)
5,2 45, 40 47,67 (S)
6,2 53,99 34, 48 (S)
7,2 64,25 22,00 (S)
8,0 63,03 28,86 (S)
Agua destilada 30 68,00

A variacdo da conversdo e do ee também pode ser visualizado no grafico da
Figura 41 onde se percebe um aumento na conversdo com o aumento do pH, com conseqiiente
diminuicdo do ee, o que nos leva a acreditar que o aumento do pH induz a uma maior
mobilidade no sitio ativo das enzimas, fazendo com que ocorra a hidrélise de ambos os
ésteres (2c e 2d), ou, ainda em pH mais elevados ha uma maior solubilizacdo de enzimas
(fato que confirmado pelos dados presentes na (Tabela 5) o que pode provocar uma menor
enantiosseletividade do processo biocatalitico ja que hd uma maior quantidade de diferentes

enzimas para a mesma quantidade de substrato.
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Figura 41. Reacdo de hidrolise dos compostos 2c e 2d em diferentes pH

A anélise dos resultados mostra que o processo biocatalitico que conduz a um

melhor ee é aquele que € realizado apenas com agua destilada (68%). Apesar de apresentar

uma menor conversdo (30%) a reacdo em agua destilada torna o processo como um todo mais

econdmico e mais préatico. Portanto, este foi 0 meio utilizado nos demais experimentos.

4.2.10 Tempo de Reagéo

Foram avaliados trés tempos de reacdo: 24, 48 e 72h. A cada periodo de tempo

selecionado, aliquotas de 5 mL foram retiradas do meio reacional e tratadas conforme

procedimento descrito no item 5.4.2 utilizado-se diclorometano (3x5mL) como solvente de

extracdo. Resultados na Tabela 11.

Tabela 11. Conversdo e ee em diferentes tempos de reacdo de 2c e 2d frente ao EBEL.

Tempo de reagao (H) Converséo (%) ee (%)
24 30, 00 68,00 (S)
48 63,85 28,00 (S)
72 91,50 17,00 (S)
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Os resultados, também apresentados graficamente na Figura 42, demonstram que
até 24 horas o complexo enzimatico mantém uma boa enantiosseletividade do processo. Apos
48h, consideravel aumento foi verificado na conversdo do (RS)-acetato de 1-feniletila, em
detrimento da estereosseletividade. A analise dos resultados demonstrou que o processo onde
se obteve um maior ee foi conduzido por um periodo de 24h. Por isso, esse intervalo de tempo

foi utilizado nos demais experimentos.
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Figura 42. Grafico da conversdo e do ee em diferentes tempos de reacao.
4.2.110utros Substratos

Para avaliar a atividade catalitica nas reacGes de hidrolise, 5 acetatos racémicos
foram sintetizados e hidrolisados com EBEL nas condi¢des otimizadas para o (RS)-acetato de
1-feniletila. A sintese partiu dos compostos 3, 4, 5, 7 e 10 que foram reduzidos com
borohidreto de s6dio NaBH, conforme procedimento descrito no item 5.6.4 obtendo-se 0s
respectivos alcoois (3a, 3b, 4a, 4b, 5a, 5b, 7a, 7b, 10a e 10b). As misturas racémicas dos
alcoois obtidos por via quimica foram entdo submetidos a uma reacdo de acetilacdo com
anidrido acético em piridina como catalisador de acordo com o procedimento descrito no item
5.6.5, gerando os respectivos produtos acetilados (3c, 3d, 4c, 4d, 5c, 5d, 7c, 7d , 10c e 10d).
Estes produtos foram caracterizados por espectroscopia de IV (apéndices FF-LL) e RMN *H

(apéndices MM-QQ). Os esquemas reacionais estdo representados na Figura 43.
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Figura 43. Reacdo de acetilacdo dos alcoois racémicos

O esquema reacional da Figura 44 representa de maneira sumaria as condi¢des nas

quais os substratos foram submetidos & hidrolise com EBEL.
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Figura 44. Reacdo de hidrolise de acetatos por EBEL.

Na Tabela 8 observa-se a conversdo e o ee dos diferentes resultantes da hidrolise

dos diferentes acetatos racémicos.

Tabela 12. Reacdo de hidrolise de acetatos racémicos com EBEL

Grupo R Posicéo Converséo (%) ee (%)
-Br 2 21,81 11,95
-Br 3 62,82 7,71
-Br 4 46,82 45,52
F 4 80,82 26,93

Pela anélise desses resultados percebeu-se, que a mistura 3c/3d apresentou o
menor rendimento quimico (21,81%). Isso pode ser devido, em parte, a um consideravel
impedimento estérico presente na carbonila, resultante da proximidade do &tomo de bromo e
do grupo acila. A analise dos espectros de massas dos referidos compostos (apéndices P-W) v
corroborar a com a hipétese acima, pois, percebe-se que: i) apenas no caso do composto 3c/3d
ndo se detecta a presenca do ion molecular, devido a perda do grupo acil com transferéncia de
proton, resultando no pico m/z 200, ii) visualiza-se a presenca do pico em m/z 163, produzido
pela saida do atomo de bromo, e iii) apresenta o pico em m/z 121, resultante da perda do
grupo acil e do a&tomo de bromo, bem mais intenso que no caso de seus isdbmeros posicionais
(compostos 4c/4d e 5c/5d). Este espectro de fragmentacdo particular pode esta sendo

favorecido por um provavel impedimento espacial presente na molécula, ou seja, ou se detecta
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0 ion sem o 4tomo de bromo, ou sem o grupo acila, mas ndo com ambos, 0 que seria 0 ion
molecular. A Figura 45a ilustra e destaca a proximidade do grupo acila com o atomo de
bromo assim como uma possivel interacdo eletrénica presente no (RS)-acetato de 1-(2-

bromofenil)etila.

Figura 45. Conformacdo destacando o impedimento espacial (a) e possivel interacéo

eletronica (b) presente no composto 3.

Apesar de a conformacdo descrita na Figura 45a ndo ser a conformacéo espacial
mais estavel possivel do ponto de vista energético para essa molécula, ela pode esta sendo
viabilizada por uma interacdo eletronica entre os elétrons livres do atomo de bromo e o
carbono do grupo carbonila (Figura 45b), que possui uma eletrofilicidade consideravel devido
estd ligado a dois atomos de oxigénio. Este impedimento espacial pode esta deixando o
composto 3c/3d menos acessivel para hidrolise enzimatica, ocasionando menor rendimento

quimico.

Quando se compara os demais compostos da Tabela 12, observa-se que o (RS)-
acetato de 1-(4-fluorofenil)etila apresentou maior rendimento quimico (80,82%), porém baixo
ee (26,93%). Ja o (RS)-acetato de 1-(4-bromofenil)etila apresentou uma conversao de 46,82%,
menor que o rendimento do (RS)acetato de 1-(3-bromofenil)etila (62,82%) e maior que o do
(RS)-acetato de 1-(2-bromofenil)etila.

No caso da reacdo de hidrolise do (RS)-acetato de 1-(1,2,3,4-tetrahidro)naftila
(10c e 10d) com EBEL, rea¢do mostrada na Figura 46, obteve-se uma converséo de 19,90% e
um ee de 9,6%. O baixo rendimento pode ser justificado pela relativa rigidez na conformacao

presente em um sistema biciclico.
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Figura 46. Reacdo de hidrolise do (RS)-acetato de 1-(1,2,3,4-tetrahidro)naftil.

Os resultados apresentados mostram que a hidrolise dos acetatos, de uma maneira
em geral, apresentaram uma significante conversao (acima de 20%) deixando a desejar quanto
a enantiosseletividade, significante apenas para o (RS)-acetato de 1-(4-bromofenil)etila, o que
sugere que um desses enantidmeros do racemato provoca uma maior alteracdo no sitio ativo
da enzima, resultando em uma maior diferenca de energia nos respectivos estados de
transicdo, fazendo com que a mesma seja mais seletiva. A baixa taxa de conversdo dos ésteres
pode também esta atrelada a baixa solubilidade dos mesmos em solucdo aquosa, resultando
em um menor contanto da enzima com o substrato. Experimentos outros, com adicao de co-

solventes devem ser realizados para aprofundamento desta sugestéo.

Reacbes de hidrélises enzimaticas também foram testadas com os substratos,
benzoato de metila(11) e benzoato de etila (12), apresentados na Figura 47, onde ndo foi
obtido conversdo dos ésteres aos respectivos acidos. Isto pode ser devido ao fato de que
algumas enzimas sdo mais seletivas e, portanto, mais sensiveis a mudancas no grupo acila

e/ou alquila .

EBEL
~ 241, 28°C

ndo houve reacéo
¢}

/\ EBEL néo houve reaca
24H e do houve reagdo

Figura 47. Compostos 11 e 12 submetidos a reacdo de hidrolise com EBEL.
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Para avaliar a quimiosseletividade do complexo enzimatico presente no EBEL o
composto acetoacetato de etila(13) foi posto a reagir sob as mesmas condi¢fes de hidrélise
dos demais substratos avaliados até aqui.  Observou-se através de CG-MS, cujo
cromatograma e espectros de massa se encontra nos apéndices (K, DD e EE), que ndo houve
reacdo de hidrolise do éster. No entanto, ocorreu uma redugdo do grupo cetona com
rendimento de 96,69% indicando que as enzimas redutases possuem uma maior afinidade pelo
substrato em analise, que as hidrolases, pois, a funcéo éster permaneceu intacta. O esquema

reacional da figura 48 mostra a reacdo do EBEL com o acetoacetato de etila.

OH O

(0] 0]
M EBEL M /\
/\ __ °
o) 24H, 28°C 13
13
96,69%

Figura 48. Anélise da quimiosseletividade do EBEL.

Este resultado revela um potencial catalitico a mais para ser explorado,
especialmente, para as reagdes de biorreducdo, pois, até entdo o EBEL s0 tinha sido avaliado
frente a reacOes hidroliticas. Essa Otima conversdo, em um periodo relativamente curto de
reacdo (24h) sugere que: a) o EBEL apresenta um meio propicio, quanto a quantidade e
estabilidade das enzimas, para as reacdes de reducdo; b) a possibilidade de o produto esta
formando ligacdo de hidrogénio intramolecular (13a), estabilizando o produto, diminuindo
com isso a probabilidade do mesmo ser novamente oxidado pelo complexo enzimatico o que
desloca o equilibrio no sentido da formacdo dos produtos (adaptado de NORMAN, 1978). A
equacdo quimica apresentada na figura 49 mostra a formagdo o composto 13 com a respectiva

formacéo da ligacdo de hidrogénio intramolecular.

H \\
0] o) O/ ‘~O
M /\ redutases M
—_—
- /\
o oxidases o
13 13a

Figura 49. Formacéo de 13a estabilizado por ligagéo de hidrogénio intramolecular.
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4.3 Reagdes de esterificagdo catalisadas pela Casca da Laranja
Desidratada(CLD)

As hidrolases s&o bem conhecidas pela sua capacidade de catalisar reacOes de
hidrolises, mas também bastante relatado na literatura que as mesmas sao eficientes nas
reacOes inversas, de esterificacdo. Sendo que a composi¢do do equilibrio € em grande parte
determinado pela quantidade de 4gua no meio. Geralmente na presenca de excesso de agua as
reacOes de hidrolises sdo favorecidas, ja em meios dotados de baixas atividades de &gua, as
reagbes de esterificacdo tornam-se viaveis (BEVILAQUA, 2005; COELHO, 2008;
CARVALHO, 2005).

Uma vez que o complexo enzimatico presente na CLT apresentou um
significativo potencial hidrolitico, a possibilidade da realizacdo da reacdo reversa, ou seja, a
esterificacdo, catalisada por enzimas presentes na CLT foi analisada. Para isso tomou-se como
base o fato de segundo Rivas et al (2008), as casca das laranjas serem constituidas
essencialmente de acucares soluveis (16,90%), celulose (9,21%), hemicelulose (10,50%) e
pectina (42,50%). Todas essas estruturas sao insolUveis em solventes apolares, constituindo
assim um sistema de imobilizacdo enzimético natural em reacdes conduzidas em meio
organico. Com isso, as condi¢des do sistema reacional conduzidas nas reacdes de hidrélise
foram alteradas visando obter a reacdo reversa. Para isso um experimento preliminar foi
realizado para averiguar a possibilidade das CLT catalisar a reacdo de esterificacdo do (RS)-1-
feniletanol na presenca de um doador acila, no caso, o anidrido acético. Sabendo que as CLT
possui um grande teor de umidade (ABECITRUS, 2008), o que favorece a reacdo de
hidrolise, as CLT foram submetidas a uma extracdo com acetona (Figura 50), visando retirar o
excesso de agua, assim como, metabdlitos secundarios e pigmentos capazes de interferir na

reacao ou na analise.
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CLD

Figura 50. Processo geral para obtencdo do EBEL e das CLD (A-corte longitudinal, B-
separacdo manual do albedo seguido de corte, C-trituracdo em meio aquoso seguido de
centrifugacdo e filtracdo, D-trituracdo seguido de extragdo com acetona e posterior secagem a
30°C).

As cascas da laranja desidratada (CLD), assim denominada as CLT depois de
submetida a extracdo com acetona de acordo com o descrito no procedimento experimental do
item 5.6.3, e resumido na figura 50, foram adicionadas junto ao anidrido acético e ao (RS)-1-
feniletanol utilizando hexano como solvente. Ap6s 24h de reacdo o meio analisado por
CLAE, resultando no cromatograma abaixo.

C:\LabSolutions\Data\SINC\F efipe\CLD\CLD-FE-AA-24H-HEX2. Icd
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Figura 51. Reacdo de esterificacdo do (RS)-1-feniletanol utilizando CLD como catalisador.
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A reacdo conduzida a temperatura praticamente fisioldgica (38°C) demonstrou ee
significativo (79,47%) para o éster, observando-se a formagdo de um dos enantibmeros
preferencialmente. No entanto, no que diz respeito a resolucdo dos alcodis, um excesso muito
baixo (20,86%) foi observado. Estes dados sugerem que reacOes biocataliticas laterais estdo
ocorrendo no sistema, 0 que nao ¢ de surpreender j& que o processo foi conduzido com células
integras, apresentando um complexo diversificado de enzimas. Uma explicacdo possivel para
o fato de termos excesso razoavel na formacdo do éster, e, praticamente nenhum nos alcodis é
a ocorréncia de reacdes de Biooxidacdo/Bioreducao (Figura 52) resultando na racemizacgéo do

alcool ao final do processo.

OH OAc
"oty \"""1H
esterificagéo (S)
CLD
OH OH

..:'l/,IH "lull[[l

Biooxidagao Bioredugéo

Figura 52. Processos biocataliticos que resultam na racemizacédo do 1-feniletanol

Esta sugestdo é corroborada pelo potencial de catalisar reacGes de
oxidacdo/reducdo, j& demonstradas neste trabalho pelo complexo enzimético presente nas
CLT.

Esta reacdo foi acompanhada, nas mesmas condi¢cdes por um periodo de 96h,
sendo que a cada intervalo de tempo analisado, aliquotas eram retiradas do meio reacional e

analisadas por CLAE. Os resultados podem ser observados na tabela 13.
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Tabela 13. Valores de conversdo e ee da reacdo de esterificacdo do (RS)-1-feniletanol em
diferentes intervalos de tempo.

Tempo (H) Converséo (%) E€ester €€aicool
24 65,05 79,47 20,86
48 40,47 79,95 12,32
96 40,94 74,40 25,21

Os resultados apresentados na tabela 13 demonstraram claramente o potencial de
catélise da CLD nas reacdes de esterificacdo, uma vez que se alcangou um razoavel ee do
éster (79,95%) e uma conversdo significativa de 65,05%, utilizando uma metodologia de facil
operacdo e de baixo custo, caracteristicas extremamente almejadas pelas industrias. O periodo

de 24h de reagdo foi o que apresentou uma melhor conversdo e um razoavel ee .
4.3.1 Efeito do solvente na reacéo de esterificacdo catalisada por CLD

O fato de o experimento preliminar ter evidenciado a real possibilidade de
producdo de substancias enantiopuras, através da catalise pela CLD, fez com que outras
variaveis (solvente, temperatura, doador acila), que podem modificar enantiosseletividade
da(s) enzima(s) presente(s) na CLD, fossem analisadas. Dentre estas varidveis, o solvente
empregado no meio reacional é de extrema importancia, podendo aumentar o teor de
conversao e ee, assim como reduzir os mesmos, provocando inclusive a inativagdo de
enzimas. A verificacdo da seletividade e reatividade da CLD em diferentes solventes (acetona,
diclorometano, etanol, metanol e acetato de etila) serviu de parametro para a escolha do meio
no qual as reacdes de esterificacdo foram conduzidas. Os ee e as conversdes nos diferentes

solventes podem ser visualizados na Tabela 14.
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Tabela 14. Influéncia do solvente na reacédo de esterificacdo do (RS)-1-feniletanol com CLD

Solvente Conversao (%) €€ester €€4icool

Propanona - - 15,00

Acetato de etila - - _

Etanol - - -
Metanol - - -
Diclorometano 2,13 >99 79
Hexano 65,05 79,47 25,21

Os resultados da Tabela 14 demonstram que o uso de hexano como solvente
proporcionou uma maior taxa de conversdo e um melhor ee. Isto pode esta atrelado ao fato do
hexano possuir a menor polaridade dos solventes analisados, 0 que resulta em uma menor
capacidade de retirar a agua de hidratacdo da enzima, fazendo com que a mesma tenha
melhor atividade. Também se deve levar em conta o fato de que a baixa constante dielétrica
do hexano ndo permite grande mobilidade do sitio ativo da enzima, o que a torna mais rigido
e, portanto mais seletiva (ZAKS, 1996). Diante destas analises optou-se pelo uso de hexano

nos demais experimentos utilizando a CLD.
4.3.2 Efeito do agente acilante

A investigacdo do agente acilante que proporciona melhores taxas de converséao e
ee € de significativa importancia. O comprimento da cadeia carbbénica do agente acilante
preferencial da CLD pode dar uma idéia do tipo de enzima que catalisa esta reacdo. Uma vez
que se tratar de uma lipase, a mesma é capaz de catalisar reagdes de hidrolise cujo grupo acila
possua mais de 10 atomos de carbono. Se for uma esterase, em geral, o grupo acilante
preferencial possui menos de 10 atomos de carbono (BORNSCHEUER, 2002). Vale ressaltar
gue a maioria das lipases podem atuar sobre os substratos das esterases, enquanto o inverso
ndo e verdadeiro (JAEGER, 1999).
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Apbs o experimento com anidrido acético, foi analisado o comportamento do
acetato de vinila (reacdo ilustrada na figura 53) cujo grupo acila possui 0 mesmo nimero de
carbono do anidrido acético, na esterificacdo de 2a e 2b. Bom ee do alcool de configuracdo R
(91,42%) associado a uma conversao de 79,43% foi verificado, comparavel a reacdes
quimicas convencionais, em um periodo de 24h de reacdo. O cromatograma da reacdo de 2a e
2b com acetato de vinila pode ser visualizado na Figura 54.

&
III[H i H
O
CLD, 24h, 38°C

—_—
50% 225 rpm OH
Ko N
IIIIII (jk ’IIIH
500/;: 95,71% (R) 4,29%(S)

Figura 53. Reacdo de esterificacao de 2a e 2b com acetato de vinila na presenca de CLD
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Figura 54. Cromatograma da reacdo de 2a e 2b com acetato de vinila utilizando CLD como

catalisador.

Como as reacOes de 2a e 2b tiveram uma variacdo consideravel, tanto na
conversdo como no ee, devido a mudanca do agente acilante, outros compostos capazes de
transferir grupos acilas foram avaliados. Os resultados da reacdo de esterificagio com
diversos grupos acilantes (variando a cadeia carbénica de 2 a 18 atomos de carbono) podem

ser visualizados na Tabela 15.
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Tabela 15. Influéncia do agente acilante na reacéo de esterificagdo de 2a e 2b com CLD.

Agente acilante Tempo (H) €€3icool (%0) Conversio (%)

(0 24 20,86 (R) 67,77
*\< 48 12,32 (R)

96 19, 99 (R)
120 22,62 (R)

/\)L 24 90,42(R) 69,11
PNy <2

¢ 96 37,09 (R)
120 > 99 (R)

vﬁ\ 24 - 34,31
(CHp)s
- 48

- ‘CHZ)EMKO 96 i

120 -
i 24 8,3 (R) a
/(C@/“\O/\ 48
96 5.2 (R)
120 33,40 (S)
i 24 - a
e
48 80,72 (R)
96 32,96 (S)
120 6,5 (R)

* conversdo determinada ap6s 120h de reacdo. a-ndo apresentaram formag&o dos ésteres

A determinacdo dos teores de conversdo (Tabela 15) foi realizada através da

integracdo dos sinais de RMN *H dos hidrogénios metinicos do &lcool (Ha) e do éster (Hb),
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respectivamente. O espectro de RMN *H da reagdo de esterificacdo de 2a e 2b utilizando
anidrido hexandico como agente acilante, destacando os hidrogénios utilizados para a

quantificacdo do éster formado pode ser visualizado na Figura 55.
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_,Jh e O
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Figura 55. Espectro de RMN *H da reacéo de 2a e 2b com anidrido hexanéico utilizando CLD

como catalisador

Os resultados dos experimentos demonstram que a(s) enzima(s) presente na CLD
possui melhor atividade com o anidrido acético e acetato de vinila, estes fatos sugerem que
enzimas acetilesterases estdo atuando. Esta sugestdo é corroborada com o estudo realizado por
(NIELSEN, 2002) que demonstrou a presenca de acetilesterases no género citrus. O fato dos
agentes acilantes, estereato de vinila e decanoato de vinila ndo terem formando os respectivos
ésteres também contribuem para esta sugestdo. Nota-se que apesar de ndo ocorrer formacao
dos esteres para estes dois agentes acilantes, consideravel ee do alcool é observado nestes
sistema, 0 que implica a possibilidade de outras reagdes (bioxidacdo/bioreducdo) estarem
ocorrendo. O agente acilante, é um dos determinantes da atividade catalitica de cada hidrolase
(lipase e esterases). Caso o doador acila possua mais de 10 4tomos de carbono, a lipase

processa a catélise, se possui menos de 10, a esterase catalisa a reacdo, ainda, ha a
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possibilidade de a lipase catalisar a reacdo de esterificagdo com ambos agentes acilante. No
entanto, o fato das reacdes de acetilagéo apresentarem melhores resultados, atrelados a estudo
ja identificado a presenca de acetilesterases no género citrus (NIELSEN, 2002), sdo alguns
indicios que apontam para a catalise esta sendo efetuada pelas esterases. Outro dado de grande
relevancia a ser observado, é que o0 ee teve uma variacdo significativa com o tempo
demonstrando que o controle desta variavel para a reacdo de esterificacdo utilizando a CLD é
essencial. Como a CLD apresentou melhor desempenho, tanto no quesito do ee como na
conversdo, utilizando como agente acilante o acetato de vinila, este foi utilizado nos demais

experimentos.
4.3.3 Reuso da CLD nas reacdes de esterificacdo de 2a e 2b

A possibilidade de reuso das CLD nas reacdes de esterificacdo foi analisada , onde
a CLD ap0s 24h de reacdo, foi submetida a extracdes sucessivas com hexano (3x10mL) e em
seguida o solvente foi evaporado a presséo reduzida. Depois de secas as CLD foram utilizadas

sucessivamente na reacao de acetilacdo dos compostos 2a e 2b, durante 24h.

1. adigdio do solvente (hexano)
2. adigdio dos substratos (2a e 2b)
3. 24 horas de reagdo a 38°C

1. filtragdo do meio reacional
2. lavagem da CLD com hexano
(3x10mL)

3. evaporag;ao do solvente so
press#o reduzida

processamento da reagao processamento da reagdo

1. filtragdo do meio
1. adigo do solvente (hexano) ‘;- &L (23 |al\;agf}m da CLD com hexano
; . x10m

2. adigdio dos substratos (2a e 2b) 3 Sod Ivente soh
3. 24 horas de reacdo a 38°C  EVAPOraga0 co SolVente so
pressdo reduzida

Figura 56. Reuso das CLD nas reacOes de esterificacao.

A cada ciclo de reagéo, as CLD, passavam pelo mesmo procedimento (Figura 56)
e 0s produtos da reacdo de bioesterificagdo era analisado por CLAE-quiral. Ao todo foram
realizados 3 reutilizagOes, onde foram observados bons ee e teores de conversao significantes.

Os resultados encontram-se no grafico abaixo (Figura 57).
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Figura 57. Reutilizacdo da CLD em reacdes de esterificacdo de 2c e 2d.

Os resultados da reutilizacdo das CLD, apresentados na Figura 57, demonstram
uma capacidade muito boa de esterificacdo em todos os ciclos de reuso , com ee e conversoes
razoaveis até o 3° ciclo. Quanto a conversdo o decréscimo ndo é muito significante entre os 4
ciclos, apresentando um leve acréscimo, de 79,43% da primeira utilizagdo para 84,96% na
segunda utilizacdo, seguido de um leve decréscimo (84,96 para 75,19%) do 2° para o 3° ciclo,

0 4° ciclo de reuso apresentou uma conversao semelhante ao 3° ciclo, de 76,47%.

Ja quando analisamos o ee do alcool durante os ciclos de reuso, o decréscimo é
razoavel, passando de 91, 42% na 1? utilizagdo para 75, 26% no 3° ciclo. O 1° ciclo de reuso
apresentou resultado experimentalmente idéntico ao da 1% utilizagdo (92,06%) e o 2° ciclo
apresentou um ee de 84,27%. O cromatograma da reacdo utilizado as CLD no 3°ciclo de

reuso pode ser visualizado na Figura 56.

mAU

PDA Multi 1
1000 u

6.134
6.762

750

14951

500

250

0.0 2.5 5.0 75 10.0 125 15.0 17.5
min

Figura 58. Cromatograma da reacdo de esterificacdo de 2a e 2b apds reusar as CLD pela 3°

vez.
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4.3.3.1 Capacidade de Armazenamento das CLD

Demonstrada a capacidade de reuso das CLD nas reagdes de esterificacéo, foi
investigado o efeito do armazenamento, sendo mantidas sob refrigeracéo (4°C) durante 30
dias. Apos este periodo, as CLD foram postas a reagir com os compostos 2a e 2b seguindo a
mesma metodologia adotada para as reacOes de esterificacdo supracitadas. Os produtos da
reagdo foram analisados por CLAE-quiral (Figura 59) apresentando o leve aumento no teor de

conversdo e no ee com o uso da CLD apds ao armazenamento.

95 -
90 {1}
85 1|
80 17] O ee (%)
75+ M conversdo (%)
70 : .

CLD frescas CLD apés 30

dias de
conservagao

Figura 59. Comparacdo da taxa de conversdo e do ee de CLD frescas e ap6s 30 dias de

armazenamento

A comparacdo entre o uso de CLD fresca e ap6s conservacao pode ser visualizado
na Figura 59. A explicacdo para o fato de as CLD apresentarem uma boa conservagdo, com
consideravel capacidade de reutilizacdo, pode ser atribuido (em parte) a uso de solventes
organicos, na extracdo (acetona) e na condugdo da reacdo (hexano) de esterificagdo. Segundo
Junior e Pastor (2007), o Log P é utilizado como medida estabelecida da toxicidade de
microrganismos frente a solventes organicos imisciveis em agua. As toxicidades mais altas
séo observadas em valores de log P entre 1 e 5, sendo que o hexano apresenta log P igual a
3,5. Portanto, a alta toxicidade dos solventes organicos frente a microorganismos contribui de
maneira significante para a conservacdo da rede de polimeros naturais (celulose, pectina e
hemicelulose) na qual as enzimas encontram-se naturalmente imobilizadas, diminuindo com

iSO, 0 teor de decomposicao das mesmas.
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4.3.4 Efeito da temperatura nas reagdes de esterificacdo catalisadas por CLD

A capacidade de catalisar reacGes de esterificacdo das CLD foi avaliada em
diferentes temperaturas, visando obter a temperatura mais vidvel para a reacdo. A atuagdo
catalitica das mesmas foram avaliadas nas temperaturas de 38, 48 e 55°C. O tempo de reacdo
foi de 24h e as andlises foram realizadas por CLAE-quiral. A Figura 60 mostra o ee e as

conversdes nas diferentes temperaturas.

100+

80+

60+

Oee

401 M conversio

20

38°C 48°C 55°C

Figura 60. Resultado da reacdo de esterificacdo de 2a e 2b catalisada por CLD a diferentes

temperaturas.

Os resultados apresentados na Figura 60 demonstram que em todas as
temperaturas analisadas houve conversdo dos alcodis aos respectivos ésteres, com
consideravel ee. O estudo revelou que ee aumentou gradativamente com a elevacdo de
temperatura para a formagdo do enantiomero R. Comportamento semelhante foi observado
para conversdo que aumentou de 73,31% a 48°C para 88,39% a 55°C. Vale ressaltar que na
reacdo de resolucdo de racematos por esterificacdo enantiosseletiva, o teor de converséo ideal
para a reacdo é de 50%(quando apenas um dos enantibmeros do racemato é esterificado).
Assim, para as conversdes acima de 50% ha o indicativo que parte do enantidmero R também

esta sento convertido a éster. A Figura 61 apresenta o cromatograma da reacao realiza a 55°C.
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Figura 61. Cromatograma da reacao de esterificacdo de 2a e 2b catalisada por CLD a 55°C

4.3.5 Reacdo de esterificacdo de alcodis racémicos catalisada por CLD

Uma vez que as CLD apresentaram um desempenho promissor nas reacdes de
esterificacdo de alcodis racémicos [(RS)-1-feniletanol] demonstrando ee >90% e teores de
conversdes maiores que 80%, a aplicacdo deste biocatalisador foi estendida a outros alcodis
secundarios (Figura 62), visando ampliar seu espectro de aplicagdo em processos de
biocatalise. A temperatura escolhida para a conducdo das reacbes com estes substratos foi de
38°C, tendo em vista que a mesma proporciona bom rendimento quimico associado a ee
significantes atrelado ao fato de uma menor temperatura (quando comparada com a reacao
realizada a 55°C) resultar em um menor desgaste para a estrutura da CLD. Os alcoois
racémicos (Figura 62) foram obtidos por reducdo via quimica das respectivas cetonas, com

boroidreto de sédio (NaBHy,), e caracterizados via espectroscopia de 1\V-FT(apéndice).
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Figura 62. Alcoois racémicos utilizados nas reacdes de esterificacdo catalisada por CLD

As reacOes foram processadas durante 24H e a relagcdo entre a quantidade de

substrato/agente acilante (acetato de vinila) mantidas as mesmas dos demais experimentos,

assim como a agitacdo (225rpm). Apds 24h de reagdo, o meio foi tratado, o ee dos alcodis foi

analisado via CLAE-quiral e os teores de conversdo foram avaliados via CG-EM. Os

resultados estdo sumariados na Tabela 16.
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Tabela 16. Alcodis racémicos submetidos a reacdo de esterificacdo utilizando CLD como

catalisador
Substrato C (%) | ee (%) Substrato C (%) | ee (%)
oH 49, 47 | 56,59(R) oH 70 96,61(R)
Br F A
racémico racemico
o 58,78 | 91, 56 OH 28,81 | 46,41
(R)
(R)
I racemico
racémico
oH 67,46 | 81,22(R) HO 70,24 | 5254
(R)
Br racémico OO

racémico

Nos resultados apresentados na Tabela 16, observa-se que as CLD apresentou

atividade frente a todos os substratos avaliados, resultando em ee variando de 52,54 a 96,61%

e teores de conversdes entre 28,81-70,24%. Verifica-se nestes resultados que a mudanca da

posicdo (de 2 para 3 e depois para 4) do atomo de bromo resulta em uma elevacdo tanto do ee

quanto no teor de conversdo, sendo que o halogénio na posicdo 4 propiciou 0os melhores

resultados quando comparado a seus isdmeros posicionais. Também na posicao 4, o atomo de

fldor, resulta em ee elevados, melhores que o 4Br, apresentando 98,30% do alcool

enantidmero de configuracdo (R) e apenas 1, 69% do enantidmero de configuragdo (S). O

cromatograma (CLAE) da analise da reacéo de esterificacdo do etan-(4-fluorofenil)-1-ol pode

ser visualizado na figura 63.
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Figura 63. Cromatograma da reacdo de esterificacdo do etan-(4-fluorofenil)-1-ol catalisada
por CLD.

A andlise dos resultados da reacdo do (RS)-o-tetralol e o (RS)-1-naftiletanol,
demonstrou um grande incremento no ee (28,81para 70,24%) e consideravel no teor de
conversdo (46,41 para 52,54%) deste ultimo, o que pode esta atrelado ao fato de um grupo CH
do 1-naftiletanol (menos impedido) proporcionar um acesso mais favoravel e um pouco mais
seletivo da(s) enzima(s), resultando em uma melhor taxa de conversdo. Um dado similar a
esse é verificado quando um alcool derivado do eugenol (15), sintetizado através da seqliéncia
de reacdes (adicdo seguido de hidrolise) apresentadas na Figura 64, é submetido a reacdo de
esterificacdo catalisada por CLD (etapa 3). Em 24h de reacgdo, todo o alcool é esterificado,
ndo observando-se ee consideravel. O fato de 15 apresentar um espacador metileno pode esta
contribuindo sobremaneira para maior reatividade da enzima e uma menor

enantiodiferenciacao.
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Figura 64. 1-reacdo de adicdo a ligacdo olefinica do eugenol; 2-reacdo de hidrélise em meio
alcalino; 3-reacéo de esterificacdo catalisada por CLD.

O éster 14, foi caracterizado através de RMN *H e RMN *3C, onde se observa no
espectro de RMN *H (Figura 65) um multipleto em torno de 5,0ppm atribuido ao hidrogénio
carbinodlico e um dubleto em aproximadamente 1,20ppm referente aos hidrogénio do grupo
metila adjacente ao carbono carbindlico. Estes dados, associados aos 12 sinais de carbono
presentes no espectro de RMN **C | dos quais 3 aparecem na regido de carbonos oxigenados,
assim como um sinal na regido tipica de absor¢do de carbonila de éster (170ppm), sdo

compativeis com a estrutura do composto 14.
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Figura 65. Espectro de RMN *H do composto 14



Figura 66. Espectro de RMN **C do composto 14

A verificacdo do potencial de catalise da cascas de diferentes Citrus comerciais
frente a reacOes de esterificacdo foi analisado, uma vez, que fatores extrinsecos (processo de
producdo, transporte e armazenamento) podem influenciar na atividade enzimatica. Com isso
trés tipo de Citrus (Figura 67) vendidos comercialmente (Limé&o, laranja e tangerina) foram
submetidos ao mesmo processo de bioesterificagdo da CLD. As cascas da laranja, do limdo e
da tangerina, apds passar pelo processo de extracdo com acetona, foram denominadas de
casca da laranja comercial desidratada (CLCD), casca do limdo desidratadas (CLMD) e

cascas da tangerina desidratadas (CTD), respectivamente.
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Figura 67. CLMD (a direita), CTD (no centro) e CLCD (a esquerda).

Com todos os Citrus utilizados observou-se (tabela 17) reacbes de esterificacao
enantiosseletivas com apreciavel teor de conversdo. Fatos estes que aumentam o espectro de

aplicacdo destas fontes de biocatalisadores devido ao seu baixo custo e facil acesso.

Fonte de biocatalisador ee (%) | Conversdo (%) | Tempo de reacéo (h)

72,98 75,70 48
(R)

CLMD
94,75 | 67,44 48
(R)

CLCD
6% (R) | 52,90 48

CTD

Vale ressaltar que todos os Citrus utilizados como fonte de biocatalisador nas
reacOes de esterificacdo de 2a e 2b, produziram o enantidmero com configuracdo R em
excesso. Nota-se também que apenas as CTD apresenta ee desprezivel, as demais (CLCD e
CLMD) forneceram um bom ee, com destaque para primeira que produziu o enantidmero R
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com 94,75% de ee. O cromatograma da reacédo de esterificacdo catalisada por CLMC pode ser

visualizado na Figura 68.
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PDA Multi 2

14946

15.0 17.5 20.0

96



5. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
5.1 Fonte do Biocatalisador

As laranjas da terra foram coletadas no departamento de fitotecnia da Universidade
Federal do Ceara (UFC)-Campus do Pici em Fortaleza-CE, no periodo de 09/2010 a 11/2011.
As excicatas de numero 50434 encontram-se depositadas no Herbario Prisco Bezerra da
referida Universidade. Apos a coleta das frutas, estas foram lavadas com agua destilada e sua
casca separada da polpa. As cascas foram posteriormente cortadas em pedacos cubicos de
aproximadamente 1cm de aresta lavadas novamente com agua destilada e posteriormente
colocadas durante 20min em solucgdo de hipoclorito de sédio a 5%. Depois deste periodo, as
cascas das laranjas foram lavadas varias vezes com agua destilada, para a completa retirada do
hipoclorito de sddio, e colocadas a temperatura ambiente por cerca de 2 horas para secagem.
Decorrido este periodo as cascas foram utilizadas nas reacfes de reducdo.

5.2 Preparacéo do extrato bruto enzimatico (EBEL)

Nas reacOes de hidrélise foram utilizados EBEL. Este foi preparado triturando-se 20g
de casca da laranja com 100 mL de dgua em liquidificador por 2min. Em seguida o extrato foi
filtrado a vacuo e centrifugado a 3000rpm durante 20min. O sobrenadante resultante foi
denominado de extrato bruto enzimatico da laranja, EBEL.

5.3 Material utilizado

As determinagdes de massas foram realizadas utilizando balanga analitica Ohaus
Analytical Plus.

As reacdes enzimaticas foram realizadas em uma mesa agitadora modelo CT-165
da fabricante CIENTEC.

Os solventes utilizados nas reacOes, tratamento de reacfes e colunas
cromatograficas foram de qualidade P.A, de procedéncia comercial da Synth. Os reagentes:
sulfato de sodio, carbonato de sédio (Na,CO3), hidroxido de sédio (NaOH), sulfato cuprico
(CuS0,4.5H,0) sdo de procedéncia VETEC.

O reagente boro-hidreto de sédio tem procedéncia comercial da PROSYNTH.

97



5.4 Métodos de separacao e analises

As andlises necessarias para obtencdo dos espectros e cromatogramas, incluindo
técnicas de cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ressonancia
magnética nuclear (RMN), espectrometria na regido do infravermelho e espectroscopia na
regido do UV/VIS foram realizadas na Central Analitica do Departamento de Quimica
Orgénica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.

5.4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Para cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas cromatoplacas de gel
de silica 60 (® = 2-25um) sobre poliéster T-6145 provenientes da marca SIGMA
CHEMICAL CO com camada de 250 um de espessura e dimensdes de 10x5 cm. Também
foram utilizadas placas de vidro revestidas com uma camada de aproximadamente 0,5 mm de
espessura de silica gel 60 (@ = 0,004-0,005 mm) cddigo 1094 da marca VETEC.

Apos eluicdo das substancias nas cromatoplacas, as mesmas foram reveladas através
de pulverizagdo com solucdo de vanilina (CgHgOs, 5,0 g) e &cido perclérico (HCIO4, 0,75
mol/L, 100 mL) em etanol (C,HsO, 100 mL) seguida de aquecimento a 100°C com pistola
aquecedora da marca Steinel, modelo HL500, por aproximadamente 1 min.

5.4.2 Cromatografia de adsorc¢do

Os produtos reacionais, ap0s extracdo, foram purificados em coluna cromatogréfica
utilizando como adsorvente gel de silica 60 (® = 0,025-0,020mm), cédigo 45 337, de
procedéncia VETEC. O comprimento e diametro das colunas variaram de acordo com a
guantidade de amostra a ser cromatografada e de silica utilizadas. Como eluente foram usados
hexano e acetato de etila de qualidade PA da marca Synth, puros ou em misturas binarias na
proporcao 8:2, respectivamente. A Figura 42 ilustra a realiza¢do da cromatografia em coluna.
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Figura 69. Fotografia ilustrando a realizacdo do processo de separagdo por cromatografia em

coluna gravitacional.
5.4.3 Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia (CLAE)

O excesso enantiomérico dos produtos de biorreducdo das cetonas pré-quirais e de
hidrélise dos racematos foram determinados por Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia
(CLAE), figura 43, de marca Shimadzu, com bomba L201147, equipado com coluna quiral
OB-H e OD-H de dimensdes 150 x 4,6 mm e detector UV-Vis Shimadzu SPD-M20A. Na
analise foi utilizado como fase movel mistura binaria de Hexano/Isopropanol variando-se a

composi¢do da mesma de acordo com as necessidades da analise.

Figura 70. Fotografia do equipamento de CLAE utilizado nas analises dos ee.
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5.4.3.1 Condicdes de separacéo dos substratos

As condi¢des (fluxo, fase mdvel, tempo de retencdo) nas quais foi realizada a

separacao dos substratos

Substancia Fluxo/Fase substancia Fluxo/Fase
movel/Tempo movel/Tempo
de retencéo de retencéo

0 0,500mL/min o 0,500mL/min
o}
H/1so 5% H/1so 5%
T,=13.00min \ / T,=22.87min
oH 0,500mL/min OH 0,500mL/min
o
H/1so 5% H/1so 5%
T,=10.00min T,= 14.00min
0,500mL/min OH 0,500mL/min
H/lso 5% ™ H/lso 5%
T,=7.32min Br T,=10.08min
0,500mL/min 0,500mL/min
H/1so 5% H/1so 5%
T,=9.23min T,=10.21min
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OH 0,500mL/min 0,500mL/min

\ """ | Hitso 5% H/lso 5%
T,=10.52min T,=14.40min

Br

0,500mL/min 0,500mL/min
H/Iso 5% H/Iso 5%
T,=7.98min T,=9.38min
1.00mL/min 1.00mL/min
H/Iso 25% H/Iso 25%
T,=8.26min T,=13.63min
0.800mL/min 0.800mL/min
H/Iso 2% H/Iso 2%
T,= 15.05min T,= 20.64min
0.500mL/min 0.500mL/min
H/Iso 5% H/Iso 5%
T,=11.65min T,=12.99min

OAc *0.500mL/min *0.500mL/min

\ """ | Hilso 5% H/lso 5%

T,=6.33min T,=6.33min

Br
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Qhe *0.800mL/min *0.800mL/min
"4
H/Iso 2% H/Iso 2%
T,=7.00min T,=7.00min
Br
%1 0,500mL/min Qhc 0,500mL/min
- H/Iso 5% H/Iso 5%
B T,= 6.84min T,=8.21min
QAe *0,800mL/min *0,800mL/min
H/Iso 2% H/Iso 2%
T,=5.33min T,=5.33min
0,500mL/min 0,500mL/min
H/Iso 5% H/Iso 5%
T,=4.27min T,=4.70min
*0.500mL/min *0.500mL/min
H/Iso 2% H/Iso 2%
T,=6.73min T,=6.73min

5.4.4 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)

Os teores de conversdo das biorreducbes de cetonas prd-quirais e reacOes de
hidrolises de esteres ragémicos foram determinados através de Cromatografo Gasoso CG-
MS QP2010, equipado com coluna DB-1 (30 m x 0,25 mm id x 0,25 um filme), tendo
Hélio como gés de arraste em um fluxo de 0,87 mL/min no modo split (ASSUNCAO,
2008) com as seguintes condi¢des de anélise:
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Temperatura do injetor: 280 °C

Temperatura do detector: 230 °C

Temperatura da coluna: 100 °C, 2 °C/min até 180 °C.

5.4.5 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN ‘H)

Outra técnica utilizada para determinacéo do teor de conversdo das biotransformacdes
realizadas foi a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Os espectros de RMN *H foram
obtidos no Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear da
Universidade Federal de Ceard (CENAUREMN/UFC), utilizando-se Espectrdmetros da
Bruker, modelo Avance DPX —-300 e modelo Avance DRX-500, que operam na freqliéncia de
300 e 500 MHz para hidrogénio, respectivamente. A dissolu¢do das amostras analisadas foi
realizada utilizando cloroférmio deuterado (CDCl3) como solvente.

5.4.6 Espectroscopia de Infravermelho (1V)

A espectrometria na regido do infravermelho (1V) foi utilizada para caracterizagdo dos
alcoois e acetatos obtidos por via quimica. Os espectros de IV foram obtidos utilizando
espectrometro Perkin Elmer, modelo (SPECTRUM 100) FT-IR. Nas analises foi utilizado
filme de KBr para substancias liquidas e solaveis em cloroférmio.

5.4.7 Espectroscopia na regiao do ultraviolenta-visivel (UV-Vis)

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

5.5 Determinacéo do Teor de proteinas

A determinacdo de proteinas dos extratos aquosos da casca da laranja foi realizada
como estudo preliminar da sua utilizagdo como biocatalisadores. As cascas foram
primeiramente lavadas com solucdo de NaOCI 5% durante 20 minutos e, posteriormente, com
agua destilada. Para obtencdo dos extratos utilizou-se as seguintes metodologias;

i) Para células integras: 20,0 g de casca da laranja cortados em cubos de
aproximadamente 1,0 cm de aresta e 50 mL de agua destilada foram
acondicionados em erlenmeyers de 250 mL. A mistura foi mantida sob agitacao

constante em mesa agitadora por 96h a 175 r.p.m. Os extratos foram filtrados e
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submetidos a metodologia de determinacdo de proteinas sollveis, descrita na
literatura por Bradford (BRADFORD, 1976).

i) Para o extrato bruto enzimatico: este extrato foi preparado conforme procedimento
descrito no item 3.1.1 variando-se o pH da solucédo de extracdo, em valores de 5,2;
6,2; 7,2; 8,0 e agua destilada. Os extratos foram filtrados a vacuo e submetidos a
metodologia de determinacdo de proteinas sollveis descrita na literatura por
Bradford (BRADFORD, 1976).

5.5.1 Método para determinar o teor de proteinas

O reagente de Bradford foi preparado pela dissolucdo de 50mg do corante
“Coomassie brilliant blue” BG-250 (fabricante: Sigma) em 25 mL de etanol seguida da
adicdo de 50mL de &acido fosforico 85%. Esta mistura foi transferida para um baldo
volumétrico de 500 mL e seu volume completado com agua destilada. A solucéo final foi
guardada em refrigerador a temperatura de aproximadamente 2°C.

Para a determinacdo da quantidade de proteina no extrato aquoso da casca da
laranja foi adotado o seguinte procedimento: 0,1mL do extrato aquoso foi misturado a
2,5mL do reagente de Bradford e, ap6s 2 minutos, foi realizada a leitura desta amostra em
espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 595nm, usando BSA como padrdo de
proteina da curva de calibracdo. Este mesmo procedimento também foi empregado para a
quantificacdo das proteinas do EBEL. Foi feito também um branco, constando este de
0,1mL de agua destilada e 2,5mL do reagente de Bradford. O procedimento foi realizado
em duplicata.

5.6 Processo Biocatalitico das reacdes de Bioreducgao
5.6.1 Procedimento geral para reagdes de Biorreducao

Nas reacOes de biotransformacéo realizadas, usou-se a seguinte metodologia: a CLT

utilizadas foram cortados em pequenos cubos com aproximadamente 1,0 cm de aresta,

lavados com solugdo de hipoclorito de sodio 5 % por 20 minutos e em seguida com &agua

destilada. Foram utilizados 20,0 g das cascas da laranja em erlenmeyers de 125 mL,

0,42mmol de substrato e 50 mL de &gua destilada (ou solugdo tampdo). Os frascos foram

lacrados e submetidos & agitagdo em mesa agitadora a uma velocidade de 175 r.p.m durante

72 h. Todas as reacbes foram realizadas em duplicata (adaptado de YADAV et al, 2002).
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Apos o periodo de 72h de reacdo os sistema reacionais foram submetidos a uma parti¢cdo com
diclorometano (3x30mL) e em seguida a fase organica foi concentrada a pressdo reduzida em
rotaevaporador a uma temperatura de aproximadamente 60°C (adaptado de MACHADO et
al. 2006).

5.6.2 Procedimento Geral para Reagdes efetuadas com EBEL

Cerca de 20mL do EBEL preparado como descrito no procedimento 3.1.1 foram
adicionados junto com os substratos (0,25 mmol) em elernmeyer de 50mL, em mesa rotatoria
a 175 rpm, em temperatura ambiente por um periodo de 24h. Apds este periodo o meio foi
particionado com diclorometano(3X15mL). A fase organica foi concentrada em
rotaevaporador a pressao reduzida, a uma temperatura de aproximadamente 50°C (adaptado
de ALUISIO, 2009).

5.6.3 Procedimento Geral para as reag0es de bioesterificacio

As cascas da laranja desidratada (CLD) foram preparadas através de ralamento manual
(Figura 71) seguido de extracdo com acetona utilizando um volume 5 vezes superior a massa
de casca ralada. Posteriormente as CLD foram postas a temperatura ambiente por cerca de 2h.
Em seguida cerca de 0,12mmol do alcool racémico foi adicionado junto com 0,6mmol de
acetato de vinila em 10ml de hexano, em erlenmeyer de 25ml com 2g de CLD. As reac0es
foram conduzidas a 38°C, 225 rpm, durante 24h (adaptado de BIZERRA et al, 2011).

Figura 71. Obtencdo das cascas da laranja ralada para posterior extracdo com acetona.
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5.6.4 Procedimento Geral para as Reagdes de reducdo dos compostos

carbonilicos por via quimica.

Aproximadamente 2mmol de borohidreto de sodio foram dissolvidos em metanol
P.A(15ml) e adicionados a Immol do substrato(cetona pro-quiral) sob agitacdo e banho de
gelo por um periodo de 6h. Apds este periodo, 0 meio foi acidificado com HCI (pH 5,0) e 0
metanol foi evaporado sob pressdo reduzida, e a fase restante foram adicionados 20mL de
agua. Nesse meio efetuou-se uma particdo com acetato de etila P.A (3x20mL). A fase
organica, contendo o alcool, foi posteriormente concentrada em rotaevaporador sob pressao
reduzida (adaptado de MACHADO, 2008).

5.6.5 Procedimento geral para reacdo de acetilacdo por via quimica de

alcoois.

1mmol do substrato (&lcool), preparado de acordo com item 5.4.3, foi dissolvido junto
com 3mmol de anidrido acético, em 1mL de piridina, sob agitacdo e a temperatura ambiente.
As reacOes foram acompanhadas por CCD, utilizando como eluente uma mistura binaria de
hexano/acetato de etila 80:20, até a completa acetilacdo dos alcodis. Em seguida, foram
adicionados 20mL de acetato de etila P.A ao meio reacional, que foi entdo particionado com
uma solucdo saturada de Sulfato de Cobre Il Pentaidratado(CuSO4.H,0)(3x20mL),
CuS0O4.H,0. Logo apos, a fase organica foi lavada com solucéo saturada de cloreto de sddio
(NaCl) (3x10mL) (adaptado de BIZERRA, 2011).
5.7 Procedimento para reacdo de adicdo de acido a ligagcdo olefinica do

eugenol.

Inicialmente, uma mistura de &cido acético e acido sulfarico 2:1 (v/v) foi resfriada
a aproximadamente 2°C. Em seguida, cerca de 1mL de eugenol foi adicionado lentamente a
mistura acida resfriada sob banho de gelo. A reagdo foi processada durante 24h. Passado o
tempo de reacdo a mistura foi tratada com uma solugdo saturada de Na,COj; até cessar 0
desprendimento de gas (CO;). Logo apds, foi realizada a purificagdo do produto através de

cromatografia em coluna utilizando silica gel como fase estacionaria.
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5.8 Procedimento para calcular o excesso enantiomérico (ee)

Para analise do excesso enantiomérico dos produtos obtidos a partir da
biorreducdo de cetonas pro-quirais, e hidrélise de acetatos racémicos , aliquotas da mistura
reacional foram analisadas em HPLC com coluna quiral OB-H e as areas dos picos referentes

aos respectivos alcoois foram comparadas segundo a equacédo abaixo (BIZERRA, 2011).

ee (%)= A-a « 100 A- &rea do enantibmero em maior quantidade
+3 a- area do enantibmero em menor quantidade
ee- excesso enantiomeérico
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6. CONCLUSOES

O uso das cascas da laranja como fonte de biocatalisador revelou resultados
bastante  promissores, demonstrando capacidade catalitica para Vvérias reacOes
(reducdo/oxidacao, hidrdlise/esterificacdo), atraves de metodologias simples e de baixo custo.
Conversoes de 46,90-96,70% foram alcancadas nas reacdes de biorreducdo acompanhado de
ee variando de 21,15-99%. Nas reacfes de hidrolise verificaram-se taxas de conversdes de
19,20-80,82% e ee variando de 9,6-45,52%%. Ja nas reacOes de esterificacdo, ee acima de
99% foram observados e conversdes maiores que 80% foram alcangadas.

Apesar de as reacdes de hidrolise de ésteres ndo ter resultado em altos teores de
conversdes e ee, provavelmente devido a baixa solubilidade dos ésteres em meio aquoso, a
verificacdo de reacGes hidroliticas catalisadas pelo extrato bruto enzimatico da laranja (EBEL)
possibilitou o desenvolvimento de metodologias para realizacdo da reagdo reversa, a
esterificacdo, uma vez que, as enzimas que catalisam as reacGes de hidrélises sdo as mesmas

que catalisam as reacoes de esterificacoes.

As reacOes de esterificacdo catalisadas pelas cascas da laranja desidratada (CLD),
conduzidas em meio organico demonstraram o potencial deste subproduto na catélise
assimétrica, através do uso de metodologia de baixo custo (uma vez que, faz uso da propria
rede tridimensional de polimeros estruturais constituintes da casca: celulose, hemicelulose e
pectina como um suporte de imobilizacdo natural) em reacOes realizadas em solventes
apolares, pois, estes polimeros sdo insolUveis nestes, minimizando com isso 0s custos
operacionais e financeiros atrelados aos processos de imobilizacdo com outros suportes
(alginato de célcio, quitosana) que possuem muitas vezes custos elevados e técnicas
laboriosas. Ainda, como as enzimas permanecem no seu “habitat” natural a perda de atividade

catalitica devido aos processos de imobilizacéo é praticamente eliminada.

O uso de metodologia que permite realizar catélises de reacfes de esterificacdo
enantiosseletivas utilizando a rede de polimeros natural constituintes dos vegetais como um
suporte de imobilizacdo enzimatica em processos conduzidos em meio organico abre
precedentes para uma ampla faixa de aplicagdes dos mesmos em biotecnologia, pois pode
trazer consigo caracteristicas bastante almejadas pelas industrias, que sdo; baixo custo
financeiro, simplicidade operacional e eficiéncia. Vale ressalta ainda que apesar da extensa

108



literatura tratando de processos biocataliticos nos chamados ambientes aquo-restritos, ou seja,
solventes organicos, os trabalhos publicados referindo-se a aplicacdo de enzimas vegetais em
sinteses assimétricas, nestes sistemas, ndo sdo muito numerosos e, em se tratando da

utilizacdo de células integras vegetais em meio organico sdo raros.

O uso de citrus comercial na catalise de reacbes de esterificacdo nas condigdes
otimizadas para as CLD demonstram uma relevante estabilidade de suas hidrolases mesmo
diante de intempéries (colheita, transporte e armazenamento) pelas quais passam antes de
chegar ao consumidor final. Fato embasado pela verificagdo de que praticamente nenhum
decréscimo no ee ou na conversdo foi observado nas reacdes quando utilizado CLD ap6s 30

dias de armazenamento.

Portanto, este estudo abre precedentes para uma ampla faixa de aplicacdo desta
fonte de biocatalisador (cascas da laranja), que atualmente é considerado como um rejeito
industrial, contribuindo sobremaneira para agregar valor a todo um setor produtivo e

industrial no qual o Brasil é lider, a indUstria de suco de laranja.
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Apéndice A. Curva de calibracdo da acetofenona.
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Apéndice B. Curva de calibracdo do (RS)-1-feniletanol.
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Apéndice C. Curva de calibracdo do (RS) acetato de 1-feniletila.
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Apéndice D. Cromatograma (CG-MS) da reacdo de hidrdlise do acetato de 1-(2-

bromofenil)etila com EBEL.
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Apéndice E. Cromatograma (CG-MS) da reacdo de hidrolise do acetato de 1-(3-
bromofenil)etila com EBEL.
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Apéndice F. Cromatograma (CG-MS) da reacdo de hidrélise do acetato de 1-(4-
bromofenil)etila com EBEL.
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Apéndice G. Cromatograma (CG-MS) da reacdo de hidrdlise do acetato de 1-(4-

fluorofenil)etila com EBEL.
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Apéndice H. Cromatograma (CG-MS) da reacdo de hidrolise do acetato de 1-(1,2,3,4-
tetrahidro)naftil.
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Apéndice I. Cromatograma (CG-MS) da reacao de hidrolise do benzoato de metila.
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Apéndice J. Cromatograma (CG-MS) da reacdo de hidrélise do benzoato de etila.
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Apéndice K. Cromatograma CG-MS da reacao do EBEL com acetoacetato de etila.
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Apéndice L. Espectro de massa (IE) do 1-(4-fluorofenil)etanona.

100

1-(4-fluorofenil)etanol s

1D

%

=

SR VI A J..l. e ﬂLl

T T e ————

o 0 » & N @ M W W W 0 X 13 4 1% 10 Im

Apéndice M. Espectro de massa (IE) do 1-(4-fluorofenil)etanol.
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Apéndice N. Espectro de massa (IE) do 1-(2-furanil)etanona (12)
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Apéndice O. Espectro de massa (IE) do 1-(2-furanil)etanol.
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Apéndice P. Espectro de massa (IE) do 2-bromofeniletanol
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(RS)-acetato de 1-(2-bromofeniletila
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Apéndice Q. Espectro de massa (IE) do acetato de 1-(2-bromofenil)etila
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Apéndice R. Espectro de massa (IE) do (RS)-3-bromofeniletanol.
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Apéndice S. Espectro de massa (IE) do (RS)-acetato de 1-(3-bromofenil)etila
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100 . 1 (RS)-4-bromofeniletanol
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Apéndice T. Espectro de massa (IE) do (RS)-4-bromofeniletanol
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Apéndice U. Espectro de massa (IE) do (RS)- acetato de 1-(4-bromofenil)etila
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Apéndice V. Espectro de massa (IE) do 4-fluorofeniletanol
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100 4 n (RS)-acetato de 1-(4-fluorofenil)etila
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Apéndice W.Espectro de massa (IE) do (RS)-acetato de 1-(4-fluorofenil)etila

100 1 (RS)-1-(1,2,3,4-tetrahidro)naftol
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Apéndice X. Espectro de massa (IE) do (RS)-1-(1,2,3,4-tetrahidro)naftol.
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Apéndice Y. Espectro de massa (IE) do acetato de 1-(1,2,3,4-tetrahidro)naftila.
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Apéndice AA. Espectro de massa do acetato de 1-naftiletila
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Apéndice BB. Espectro de massa (IE) do benzoato de metila.
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Apéndice CC. Espectro de massa (IE) do benzoato de etila.
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Apéndice DD. Espectro de massa (IE) do 3-hidroxibutanoato de etila
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Apéndice EE. Espectro de massa (IE) do 3-oxo-butanoato de etila.
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Apéndice FF. Espectro de IV do 2-bromofeniletanol
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Apéndice GG. Espectro de 1V do 1-tetralol
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Apéndice HH. Espectro de 1V do acetato de 1-(2-bromofenil)etila
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Apéndice Il. Espectro de IV do (RS)-acetato de 3-bromofeniletila
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Apéndice JJ. Espectro de 1V do acetato de 1-(4-bromofenil)etila
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Apéndice KK. Espectro de IV do acetato de alfa-tetralol
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Apéndice LL. Espectro de IV do acetato de 1-(4-fluorofenil)etila.
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Apéndice MM. Espectro de RMN 1H 300MHz do (RS)-acetato de 1-(2-bromofenil)etila.
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Apéndice NN. Espectro de RMN 1H 300MHz do (RS)-acetato de 1-(3-bromofenil)etila.
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Apéndice OO. Espectro de RMN 1H 300MHz do (RS)-acetato de 1-(4-bromofenil)etila.
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Apéndice QQ. Espectro de RMN 1H 300MHz do (RS)-acetato de 1-(1,2,3,4-tetrahidro)naftila.
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Apéndice RR. Cromatograma (CLAE) da reacdo de hidrdlise do (RS)-acetato de 1-(3-

romofenil)etila
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Apéndice SS. Cromatograma (CLAE) da reacdo de hidrdlise do (RS)-acetato de 1-(4-

bromofenil)etila.
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Apéndice TT. Cromatograma (CLAE) da reacdo de hidrolise do (RS)-acetato de 1-(2-

bromofenil)etila.
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Apéndice UU. Cromatograma (CLAE) da reacdo de hidrélise do (RS)-acetato de 1-(4-

fluorofenil)etila.
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Apéndice VV. Cromatograma (CLAE) da reacdo de hidrdlise do (RS)-acetato de 1-(1,2,3,4-

tetrahidro)naftila.
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Apéndice WW. Cromatograma da reacdo de esterificacdo do etan-(2-bromofenil)-1-ol

catalisada por CLD
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Apéndice XX. Cromatograma da reacdo de esterificacdo do etan-(3-bromofenil)-1-ol

catalisada por CLD.
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Apéndice YY. Cromatograma da
catalisada por CLD

mAU, 250,

OAc

1000

0.0 25

"6214

=
o

10.340

75 10.0 125

15.0

reacdo de esterificacdo do

5472

10247

{9303

5.0 75

5.025]
6214
10.340|
11.746 |

17.5

47743341
13475561
4459107 |

43026135 |

20.0
min

etan-(4-bromofenil)-1-ol

1
3

min

Apéndice ZZ. Cromatograma da reacdo de esterificacdo do etan-(4-fluorofenil)-1-ol catalisada

por CLD
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Apéndice AAA. Cromatograma da reacdo de esterificagdo do 1-(1,2,3,4-tetrahidro)naftanol

catalisada por CLD.
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Apéndice BBB. CLAE- Reacao de esterificacdo do 1-naftiletanol catalisada por CLD
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