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RESUMO

O presente estudo investigou o potencial das sementes do vegetal Sinapis alba em catalisar
reacbes de reducdo de compostos carbonilados, principalmente de cetonas e aldeidos
aromaticos, e determinar a composicdo em &cidos graxos no 6leo fixo. O principal objetivo
foi a obtencao de alcoois enantiomericamente enriquecidos a partir de cetonas aromaticas.
Inicialmente foi determinado o teor de proteinas soltveis pelo método de Bradford. Este teor
(110g/L), relativamente alto, demonstrou a possibilidade da presenca de enzimas no material
vegetal e indicou sua potencialidade como fonte biocatalisadora. A seguir, utilizando
acetofenona como substrato modelo, foram realizadas reacdes de reducdo para a otimizagédo
dos parametros reacionais na obtencdo do produto 1-feniletanol, tendo em vista obter maior
rendimento e maior excesso enantiomérico. Os parametros de reacdo estudados foram:
quantidade de biocatalisador, tempo de reacdo, velocidade de rotacdo, temperatura, co-
solvente, meio tamponante (pH) e uso de polivinilpirrolidona (PVP). As reagdes foram
conduzidas em meio aquoso utilizando solucbes tampdes para pH 6,0 e pH 6,5/PVP. Os
melhores resultados foram obtidos em pH 6,0 com conversédo de 69,8%, enquanto o melhor
excesso enantiomérico (61,2%) para o isdmero S foi conseguido pelo uso do co-solvente
isopropanol. Foram realizadas ainda, reagdes de reducdo nas condi¢des otimizadas a partir de
derivados da acetofenona (2-metil-acetofenona, 2-metoxi-acetofenona, 3-metdxi-acetofenona,
3-nitro-acetofenona, 4-nitro-acetofenona, 4-fluor-acetofenona e 4-bromo-acetofenona) e do
benzaldeido (4-nitrobenzaldeido e 4-metoxibenzaldeido), além do cinamaldeido, 1-indanona e
benzamida. A quantificacdo dos teores de conversdo foi realizada através de Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectometria de Massa (CG/EM) e o excesso enantiomérico foi realizado
em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando colunas quirais OD-H e OB-
H.

Palavras-chave: Sinapis alba; Acetofenona; Biorredugéo.



ABSTRACT

The present study investigated the seeds of the vegetable Sinapis alba in order to verify its
biocatalytic potential in reactions of reduction of aromatic ketones and aldehydes, among
other carbonylated compounds, as well as to verify the presence of fatty acids in the fixed oil.
In the first case, regarding ketones, the objective was to obtain enantiomerically pure alcohols
and, in the second case, to identify the fatty acids.

Initially the soluble protein content was determined by the Bradford method. This relatively
high content (110 g / L) demonstrated the possibility of the presence of enzymes in the plant
material and indicated its potential as a biocatalyst source. Then, using acetophenone as a
model substrate, reduction reactions were performed to optimize the reaction parameters in
obtaining the 1-phenylethanol product, in order to obtain a higher yield and a higher
enantiomeric excess. The reaction parameters studied were: amount of biocatalyst, reaction
time, speed of rotation, temperature, use of co-solvent, buffering medium (pH) and use of
polyvinylpyrrolidone (PVP). Reactions were conducted in aqueous medium using buffer
solutions at pH 6.0 and pH 6.5 / PVP. The best results were obtained at pH 6.0 with
conversion of 69.8%, while the best enantiomeric excess (61.2%) for the S-isomer was
achieved by the use of the co-solvent isopropanol. Further reduction reactions were performed
from acetophenone derivatives (2-methyl-acetophenone, 2-methoxyacetophenone, 3-
methoxyacetophenone, 3-nitro-acetophenone, 4-nitro-acetophenone, 4-fluoroacetophenone
and 4-bromoacetophenone), but also from benzaldehyde and some of its derivatives, among
others. The quantification of the conversion rates was performed by Gas Chromatography
coupled to Mass Spectrometry (GC / MS) and the enantiomeric excess was performed by
High Efficiency Liquid Chromatography (HPLC) using chiral OD-H and OB-H columns.

Keywords: Sinapis alba; Acetophenone; Biorreduction.
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1 INTRODUCAO

A quimica organica ¢ um tema em rapida mutagdo, cuja intensa atividade ¢
atestada pelos inimeros trabalhos de pesquisas que aparecem em periddicos antigos e
recentes, assim como, pela proliferacdo de monografias e trabalhos de revisdo em todos
os aspectos. A sintese organica tradicional ¢ vastamente aplicada na industria quimica
na producdo de inumeros compostos organicos na forma de produtos quimicos finos,
como: farmacéuticos, agroquimicos e cosméticos, entre outros. Muitas reagdes quimicas
praticadas nessas industrias na produgao de novos e conhecidos compostos utilizam um
grande nimero de etapas e uma grande variedade de reagentes toxicos (ISENMANN,
2013) que poluem drasticamente o meio ambiente (BANERJEE, 2017), e liberar
grandes volumes de residuos (SANSEVERINO, 1999), freqlientemente, nocivos.

Nos ultimos anos as empresas buscam alternativas visando diminuir a poluicao
causada pelos processos organicos sintéticos. O desafio fundamental para as novas
metodologistas é a producdo desses compostos atraves de metodos que substituam o
uso de reagentes, catalisadores e solventes toxicos (FERREIRA, 2012; BANERJEE,
2017), ou seja, em condicdes ambientalmente saudaveis e sustentaveis. Como resultado,
as reacOes de biocatalise passaram a ser muito utilizadas em substituicdo as
metodologias tradicionais (WANG; SI; ZAHO, 2012), reconhecendo que a desejada
sustentabilidade tem como base a inovagdo e o uso apropriado de matérias primas
derivadas de fontes bioldgicas.

A biocatalise, em uma de suas vertentes, se notabiliza pela aplicacdo de enzimas
para catalisar reacdes quimicas especificas e se caracteriza por transformac6es quimicas
regiosseletivas, quimiosseletivase e esterosseletivas (CARVALHO, 2012; BARNEJEE;
SINGH; RAHMAN, 2012) e, também, por ocorrerem em meio aquoso gerando
produtos biodegradaveis. Esses fatores, aliados a abundancia de material vegetal ainda
disponivel, representam uma alternativa sintética bastante viavel do ponto de vista
econdmico e ecoldgico (SOUZA, 2012; BIZERRA, 2012). Vale acrescentar que a
grande maioria dos farmacos produzidos tem compostos quirais como principios ativos
e gque é conhecida ha muito anos a competéncia de fontes naturais em induzir
quiralidade.

Assim, 0 crescente interesse no vasto potencial biotecnologico das reagdes

enzimaticas, motiva e permite expandir o conhecimento acerca desses biocatalisadores



11

estimulando a aplicacdo da biocatalise através de metodologias adequadas para a
solucdo de problemas, possibilitando planejar e projetar os produtos e processos de
modo mais sustentavel. Tal conhecimento é extremamente vantajoso para a producdo
de compostos quirais, enantiomericamente enriquecidos, principalmente nas industrias
farmacéutica e agroquimica, que buscam novas fontes de biocatalisadores para uma
vasta gama de reacGes quimicas (WEI et al, 2016; CARVALHO, 2012; RODRIGUEZ
etal., 2011; SILVA, 2009; MARSAIOLI; PORTO, 2010).

Os estudos sobre a atividade bioldgica de enantidmeros podem ter se iniciado
com a descoberta dos problemas na ma formagdo congénita provocado pela utilizagéo
do enantiémero S da talidomida (Figura 1), farmaco usado no tratamento de nauseas em
mulheres no inicio de gestacao, que impulsionou a pesquisa e conhecimento acerca dos

efeitos de compostos que apresentam estereocentros (COELHO, 2001).

Figura 1 - Estrutura dos isdbmeros da talidomida.

Talodomida

Fonte: Préprio autor.

Outros farmacos que tem atividade diferenciada para cada enantiomero (SILVA,
2015), podem ser citados: O propranolol possui o0 enantidmero S-(-) que atua como anti-
hipertensivo mais eficientemente que o R-(+); o cloranfenicol apresenta o enantibmero
R,R-(-), usado no tratamento antibacteriano, enquanto que o isdmero S,S-(+) € inativo;
o etambutolem em que o S,S-(+) tem atividade tuberculastica e o enantibmero R,R-(-)

causa cegueira.
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Conforme demonstrado no caso da talidomida, enantidmeros podem atuar de
forma especifica no organismo a medida que, enquanto um enantidmero exibe acao
favoravel o outro pode ser inofensivo ou danoso, e causar efeitos danosos ou de
toxicidade. Assim, devido suas estruturas espaciais diferentes (esteroisdmeros),
freqlientemente provocam respostas biolégicas diferentes, o que explicaria a razédo pela
qual alguns farmacos tém efeitos colaterais. Consequentemente, a producdo de
compostos enantiomericamente puros € de suma importancia e se estende a varios
segmentos produtivos, principalmente, das industrias farmacéutica, agroguimica e de
perfumaria. (SILVA, 2015; CLAYDEN, GREEVES, WARREN, 2012; CROSBY,
1991).

Os alcoois quirais sao utilizados como intermedidrios em vdrias sinteses quirais,
como: na produ¢do de agroquimicos, aromas, compostos bioativos e produtos
farmacéuticos (TAN et al, 2016; WEI et al, 2016). Muitos compostos podem ser
obtidos através de reagcdes de redugcdo de cetonas pro-quirais utilizando
microorganismos, cultura de células, enzimas isoladas ou sistemas intactos de plantas
como Dbiocatalisadores (SOUZA, 2012). As oxidoredutases, especialmente as
alcooldesidrogenases ou ADHs, estdo presentes em muitos organismos biolodgicos e sdo
enzimas que podem ser aplicadas na obten¢do de dlcoois quirais enantiomericamente
puros a partir de compostos carbonilicos pro-quirais (TAN et al, 2016; WEI et al, 2016;
ALVES, 2013; SOUZA, 2012; YANG et al., 2006).

O emprego de enzimas puras em reacdes de biocatalise pode ser dispendioso e
invidavel economicamente quando comparado ao uso de células integras. Além disso, o
processo de recuperagao do meio reacional ¢ dificil em muitos casos (FABER, 2000).

As alcooldesidrogenases, por exemplo, sdo enzimas dependentes de cofatores
(NADH, NADPH), os quais sédo consumidos durante a reagdo de redugéo de compostos
carbonilados.

Sistemas integrais de plantas possuem cofatores proprios e 6rgdo de
regeneracdo intracelular evitando gastos adicionais com a adicdo de cofatores
(BIZERRA, 2012). Logo, o alto custo relacionado a obtencdo desses cofatores direciona
as investigacOes para o uso de células integras nas reacdes de biorreducéo: baixo custo,
estabilidade e de facil obtencdo (SOUZA, 2012; KURBANOGLU et al., 2010).

Com base nessas consideragdes, o presente trabalho teve como objetivo dar
continuidade aos estudos iniciados no nosso grupo de pesquisa relacionados a

biocatalise, investigando a espécie Sinapis alba L., como fonte vegetal com potencial
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promissor na biorredu¢do de compostos carbonilicos. Em adigao, foi realizado o estudo

da composicao dos acidos graxos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  CONSIDERACOES BOTANICAS: Sinapis alba L.

Sinapis alba L. (mostarda amarela) pertence ao grupo das Brassicaceae, familia
composta por 338 géneros (AL-QUDAH, 2011; SIMPSON, 2010) onde estdo
distribuidos 3.700 espécies. E caracterizada por ser uma planta herbacea com caule
ereto, folhas alongadas, profundamente recortadas, exceto aquelas da parte superior dos
caules, com lobos mais ou menos arredondados, penatipartidas; as flores sao
hermafroditas, amareladas; o fruto ¢ do tipo siliqua e apresenta poucas sementes (Figura
2). E originaria do Norte da Africa, da Europa e Asia Ocidental, mas se adapta bem ao
clima semi-arido (BASTANTE et al, 2016; APHORTESP, 2016; CARUSO, G. F.
2012; DUKARSKA, 2011; AL-QUDAH, 2011; LEVETIN AND MCMAHON, 2006;
SIMPSON, 2010; GARNIER et al, 1961; FRANKTON AND MULLIGAN, 1987,
DOTHAN, 1978; CLAPHAM AND WARBURG, 1962).

Figura 2 - Sinapis alba L.

Fonte:  Adaptado  (http://www.cpt.com.br/cursos-horticultura-agricultura/artigos/horta-como-

plantar-mostarda-sinapis-alba).



http://www.cpt.com.br/cursos-horticultura-agricultura/artigos/horta-como-plantar-mostarda-sinapis-alba
http://www.cpt.com.br/cursos-horticultura-agricultura/artigos/horta-como-plantar-mostarda-sinapis-alba

15

2.2 CONSIDERACOES GERAIS: Sinapis alba L.

Segundo Dukarska (2011) os maiores produtores de mostarda amarela sdo o
Canada que em 2009 produziu 208,3 mil toneladas, o Nepal com 135,5 mil toneladas e a
Ucrania com 118,2 mil toneladas. As condicGes climéaticas e agricolas de
processamento, entre outros fatores, podem afetar a constituicdo das sementes que
possuem sabor pungente e odor de sulfureto devido aos derivados de isotiocianato
volateis, obtidos por hidrélise de glucosinolatos (HASHEM, 1999; LIN, PRESTON,
WEI, 2000; AFSHARYPUOR AND BALAM, 2005; AL-QUDAH, 2010). Quando
empregada como cultura secundaria, aumenta a atividade biolégica do solo e em virtude
de seu efeito fitossanitario, reduz o risco de muitas doencas e pragas de cereais (NETO,
2014; ALCANTARA, C.; PUJADAS, A.; SAAVEDRA, M., 2011). As sementes de
mostarda amarela s&o utilizadas na inddstrias alimenticia, cosmética e farmacéutica
(DUKARSKA, 2011). A importancia medicinal deve-se as suas atividades
antineoplasicas, antimicrobianas e inseticidas.

A forragem verde, cortada antes da floragéo, tem alto valor nutritivo e pode ser
aproveitada como alimento para o0 gado e aves de capoeira. A folha da mostarda
também é usada na forma de refogados, saladas, em sanduiches, tortas e conservas. E
uma verdura com alto valor nutritivo, rica em minerais como calcio, ferro, fosforo e em
vitaminas A, B1, B2 e B5, além de fibras. As sementes sdo usadas para a producéo de
mostarda (BASTANTE et al, 2016; APHORTESP, 2016; BROWN et al, 1999;
MANESH AND KUTTAN, 2003). A mostardeira possui algumas vantagens que
facilitam a sua utilizagdo como um substituto da madeira na fabricacdo de painéis
(DUKARSKA, 2011; BENDIMERAD AND BENDIAB, 2007).

Uma vantagem da mostardeira é sua taxa de crescimento rapido e curto periodo
de vegetacdo (80-125 dias), com produtividade de 600 a 1200 quilos por hectare. As
folhas s&o colhidas de 45 a 50 dias, apds a semeadura é comercializada. E uma planta
muito resistente as diferentes condi¢fes atmosféricas e do solo, podendo também,
melhorar a rentabilidade do cultivo (APHORTESP, 2016; CARUSO, G. F. 2012;
PAUNERO, 2012; DUKARSKA, 2011; ALCANTARA, C.; PUJADAS, A

SAAVEDRA, M., 2011).
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Nos ultimos anos, aumentou o interesse na producdo de biodiesel como um
combustivel alternativo a partir de fontes renovaveis, como 6leos vegetais e gorduras
animais. Nesse sentido, as sementes da mostarda amarela apresenta uma fonte
promissora, pois, seu 6leo atende aos pardmetros exigidos para a producdo de biodiesel
(BASTANTE et al, 2016;CARUSO, G. F. 2012). Sdo mais tolerantes a seca, a umidade,
ao calor e a geada do que algumas sementes utilizadas na producéo de biodiesel como,
por exemplo, a colza (canola) (KISZTER, 2011).

O oleo de mostarda bruto, segundo a literatura, tem alto teor energético, sendo
constituido por 20 & 38% de Oleo e 28 a 36% de proteinas. Tem uma composicao
quimica especial em 4&cidos gordos: os Oleos de mostarda amarela contém
aproximadamente 20 e 28% em peso de acido oleico, 10 e 12% em peso de acido
linoleico, 9,0 e 9,5% em peso de acido linolénico e 30 e 40% de &acido erucico
(BASTANTE et al, 2016; DAMIAN, 2014; ROSIE et al, 2013; CARUSO, G. F. 2012;
DUKARSKA, 2011; SEFIDKON et al, 2002) Os acidos monoinsaturados de cadeia
longa, gadoleico e erdcico, sdo um dos principais componentes dos triacilglicerois
encontrados na maioria das sementes cruciferas. Entretanto, ndo sdo encontrados em
sementes de colza e nabo. A fim de diminuir o prego da matéria-prima, é preferivel que
se utilize 6leos ndo comestiveis para seres humanos. Em muitos paises, o Oleo de
mostarda nédo é considerado adequado para consumo humano (MUKHERJEE, 1983).

A planta, principalmente as sementes, contém compostos caracteristicos
chamados de glucosinolatos que sdo responsaveis pelo sabor picante da mostarda. Estes
compostos caracterizam a familia. O principal glucosinolato em Sinapis alba é o
sinalbin e também estdo presentes a sinigrina e a glucobrassicina (CLEMENTE et al.,
2016; WU, 2016; DAMIAN, 2014; ROSIE et al, 2013; KISZTER, 2011. E rico em
tocoferdis, o que lhe confere propriedade antioxidante. Estudo recente (CLEMENTE et

al., 2016) indica atividade antimicrobiana do 6leo fixo dessa semente.

2.3 BIOCATALISE

Estudos, relativamente recentes, indicaram que muitos vegetais que sdo
facilmente acessiveis em muitos paises, podem constituir um caminho para conduzir

transformac@es quimicas sintéticas na obtencdo de produtos de importancia tecnolégica
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obedecendo parametros fundamentais, como os aspectos econémico e ecoldgico. Neste
contexto, insere-se 0 uso de plantas como biocatalisadores, particularmente, o uso de
materiais intactos de plantas.

Diversas reac0es organicas na obtencdo de inimeros produtos sdo aceleradas por
substancias catalisadoras, geralmente, toxicas e ndo biodegradaveis, acarretando graves
problemas ambientais. Contrariamente, os catalisadores bioldgicos (enzimas) que
permitem as transformacdes quimicas no corpo humano (metabolismo), além de alta
eficiéncia, sdo biodegradaveis e catalisam reagdes altamente seletivas (FONSECA,
2013; BARNEJEE, SINGH, RAHMAN, 2012; ASSUNCAO, 2008; LILJEBLAD,
KANERVA, 2006).

As plantas contém enzimas com diferentes propriedades (BIROLLI,
2015), despertando um crescente interesse devido ao amplo potencial biotecnolégico
das reagBes enzimaticas. A utilizacdo de partes de plantas nas transformacGes
biocataliticas vem crescendo nos Ultimos anos nas mais diversas areas do conhecimento,
com destaque nas industrias farmacéutica, cosmética, alimenticia e agroguimica. O
estudo das enzimas sob o ponto de vista reacional permite um melhor entendimento de
seu comportamento, norteando as varias aplicacbes de enzimas proteases, acilases,
oxirredutases, amilase, glicosidase, celulases e lipases (BARON, 2008).

As reacdes biocatalisadas surgiram como uma alternativa eficaz para a chamada
quimica verde, através das quais, muitos processos industriais podem ocorrer de forma a
minimizar os impactos ambientais (VIEIRA et al., 2010; SOUZA, 2012). Um grande
nimero de compostos utilizados como principios ativos em produtos acabados nas
industrias de perfumaria, agroquimica e, sobretudo, farmacéutica, possuem moléculas
quirais, com um ou mais centros quirais. Muitos farmacos apresentam moléculas quirais
em sua composi¢do no qual um dos enantidmeros exerce o efeito fisioldgico desejado,
enguanto o outro, é inativo ou com efeito indesejado. Um exemplo conhecido ha muitos
anos € o caso da talidomida, tratado como marco inicial para os estudos da
enantiosseletividade de compostos orgéanicos, em que o enantibmero S esta relacionado
com os efeitos teratogénicos enquanto oenantidmero R € responsavel pelas propriedades
sedativas (SILVA, STAMBUK, NASCIMENTO, 2010; GARRITZ e CHAMIZO, 1994).

Assim, a quiralidade, obtida por inducdo assimétrica em reacbes quimicas,
tornou-se imprescindivel na producdo de substancias portadoras de alguma atividade
bioldgica. E conhecida ha muito tempo, a habilidade de enzimas em induzir quiralidade.
As reacOes catalisadas por enzimas apresentam no aspecto reacional trés tipos de
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seletividade: quimioseletividade, regioseletividade e enantioseletividade. A grande
maioria das enzimas atuam como catalisadores quirais e, consequentemente, alguma
forma pro-quiral ou quiral no substrato é reconhecido pela enzima, 0o que permite
reacGes com elevados excessos enantioméricos, levando ao enantidbmero de interesse (a
atividade biolégica depende da pureza enantiomérica).

Em sintese, tendo em vista diminuir custos, energia, tempo e poluicdo
ambiental, a biocatalise utiliza catalisadores naturais (microorganismos, vegetais, entre
outros) como uma alternativa ecologicamente vidvel para em alternativa aos processos
quimicos tradicionais na produgdo dos mais diversos compostos via sintese organica. A
area da biocatalise desenvolve transformacdes organicas para a producéo de substancias
bioativas com alto grau de pureza (FONSECA, 2013; WANG; SI; ZAHO, 2012;
RODRIGUEZ et al., 2011).

Devido a variedade de aplicacbes supracitadas e ao elevado valor
percentual de proteinas (de 28 a 36%) presentes nas sementes de Sinapis alba L., optou-
se por estudar a potencial aplicabilidade das sementes como fonte biocatalisadora. A
quantidade de proteina presente nessa semente € um indicativo de seu potencial
biocatalitico (CLEMENTE et al., 2016; WU et al., 2016).

O uso de plantas em biotransformacdes é conduzido de modo geral através de

trés sistemas distintos: a) cultura de células; b) enzimas isoladas; c) partes integrais.

2.4 ENZIMAS E BIOCATALISADORES

Os processos biocataliticos utilizam enzimas para promover reacdes quimicas,
enzimas essas, obtidas a partir de fontes vegetais, flngicas, microbianas e animais
(CARVALHO, 2012; NAKAMURA et al., 2003).

Enzimas sdo proteinas que atuam como catalisadores na maioria das reacGes
quimicas que ocorrem no metabolismo celular. S&o constituidas por aminoacidos unidos
através de ligagdes peptidicas formando estruturas muito complexas. Na estrutura das
proteinas estdo presentes grupos polares tais como COO", OH, NHs*, SH e CONH.. A
sequéncia de aminoacidos conectados formando a cadeia protéica é chamada estrutura
primaria. A conformacgdo tridimensional dessa sequéncia € denominada estrutura

secundaria e o arranjo dessas estruturas tridimensionais forma a estrutura terciaria da
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proteina. A juncdo de duas ou mais estruturas terciarias origina a estrutura quaternaria
(Figura 3).

Figura 3 - Estrutura protéica.
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Fonte: Lehninger, 4a edig&o.

Ao longo da estrutura terciaria existem pequenas regides denominadas de sitio
ativo. O local onde se encontra o sitio ativo pode facilitar ou dificultar a reacdo da
enzima com as moléculas do substrato. Consequentemente, a orientacdo espacial
(conformacdo) e a estrutura quimica do sitio ativo da enzima determinam sua
especificidade numa reacdo de biocatalise. As enzimas facilitam as reagdes quimicas
por fornecerem caminhos nos quais apresentam menor energia de ativacdo e,
consequentemente, a reacio se processa mais rapidamente (ASSUNCAO, 2008).

De acordo com a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular
(UIBBM) as enzimas podem ser classificadas em seis diferentes grupos, subdivididas de

acordo com o tipo de reagdes que catalisam (FABER, 2004) (Tabela 1).



Tabela 1 - Classificacao das enzimas.

20

N Classes Tipo de reacéo Subclass Utili
amero catalisada es dade?
1 Oxidorr Transferéncia de Hidrogen 25%
elétrons ou ases,
edutases ~ :
remocao de oxidases,
hidrogénio peroxidases e
redutases
2 Transfer Reac0es de Transald 5%
transferéncia de olases e
ases
grupos transceto
lases
3 Hidrolas Reacdes de Esterases 60%
es hidrolise "
lipases,
peptidase
S,
fosfatase
S
4 Liases Reac0es de Descarbo 7%
adicédo de grupos a xilases
ligacdo dupla ou efosfatas
formacéo de e
ligacdes duplas
por remogéo de
grupos
5 Isomera Transferéncia de Racemas 2%
ses grupos dentro ese
da molécula para epimeras
produzir e
isdbmeros
6 Ligases Formacdo e Sintetase 1%
clivagem de s
ligacdes C-C, C-
S,C-0,C-Ne

ésteres de fosfato

aUtilidade estimada da classes de enzimas em transformacdes de substratos ndo naturais. Fonte:

Proprio autor.
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As principais vantagens de usar enzimas em reacdes biocataliticas sdo as
condicBes reacionais: temperaturas ambientes (em torno de 20° a 40°C) e em solucgdes
com pH préximos de 7 (variando de 5 a 8), fatores fundamentais que levam a uma
diminuicdo de produtos resultantes de reagdes colaterais como decomposicéo,
racemizacdo, eliminacdo e isomerizagdo. Outra vantagem, na comparagdo dos
biocatalisadores enzimaticos com os catalisadores tradicionais € que estes ultimos
contém metais pesados, a0 passo que, 0s primeiros sao completamente biodegradaveis
(FONSECA, 2013; FABER, 2004).

Pode-se ainda destacar ouras importantes vantagens do uso de biocatalisadores
em comparacao aos catalisadores tradicionais:

- S30 catalisadores eficientes que aceleram reagdes com velocidade de 108 a 10
vezes mais rapidas que as correspondentes reacdes ndo catalisadas;

- Sdo ambientalmente limpos, podendo ser decompostos sem prejudicar 0 meio
ambiente;

- Atuam em condicdes reacionais brandas, como temperatura ambiente e valores
de pH préximos de 7;

- Catalisam reacOes diversas como reducdo, oxidacédo, esterificacdo, hidrolise,
entre outras;

- Catalisam reacdes com alta:

Quimiosseletividade - a enzima atua em um unico grupo funcional, mantendo 0s
outros grupos funcionais presentes na molécula inalterados;

Regiosseletividade: - a enzima distingue grupos funcionais quimicamente
semelhantes, em diferentes regides da molécula;

Estereosseletividade - a enzima atua sobre o substrato pré-quiral transformado-o
em um enantibmero especifico, possibilitando a obtencdo de produtos
enantiomericamente puros (ARAUJO, 2010).

Em adicdo, as reacOes utilizando catalisadores bioldgicos, apresentam
outra vantagem muito importante, a possibilidade de atuar ndo somente em meio
aquoso, mas também em solvente organico, contrariamente ao que se pensava no
passado. Normalmente, utilizam-se para esse fim enzimas imobilizadas em um suporte
polimérico adequado, propiciando as enzimas uma maior resisténcia as variagdes das

condigdes do meio.
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2.5 POLIVINILPIRROLIDONA (PVP)

O uso do polimero polivinilpirrolidona, conhecido como PVP, tem sido relatado
em diferenciadas aplicagdes nos ultimos anos. Assim, conforme relatos da literatura
(OLIVEIRA et al., 2011), ele é utilizado na solubilizacdo de farmacos hidrofébicos nos
quais sdo formados micelas com nucleos hidrofébicos; pode ser aplicado na gelificacdo
em substituicdo ao polietilenoglicol e ao gel F127 usado no tratamento de queimaduras
(RICARDO et al., 2012); é usado como inibidor de hidrato cinético em solugdes salinas
e foi relatado gue na presenca de NaCl prolonga significativamente o tempo de inducéo
(TALAGHAT, 2014; SHARIF et al., 2014; ZHAO et al. 2015; KHODAVERDILOO et
al., 2016; JOKANDAN et al., 2016); exibe uma excelente estabilidade e um alto
desempenho em células de fluxo redox (ZENG et al., 2016) e, melhora a absorcao oral e
promove maior estabilidade fotoquimica da curcumina (KADOTA et al., 2016).

Quimicamente, o PVP é usado como suporte na sintese de 7-hidroxi-4-
metilcumarina através da reacdo de Pechmann com o catalisador de acido fosfotungstico
(L1, Ql e HUANG, 2016). E um polimero que melhorou as taxas de conversio e excesso
enantiomérico para reacGes de reducdo com derivados da acetofenona e outros
compostos carbonilados de Souza (2012) e de Alves (2013), pois atua como um protetor
removendo compostos fendlicos naturais de extratos enzimaticos, tornando o meio livre

de possiveis interferentes a reacdo e/ou inibidores (Figura 4).

Figura 4 - Estrutura monomeérica do polimero PVP.

Fonte: Proprio autor.
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2.6 ACIDOS GRAXOS

As gorduras e 6leos comestiveis comuns sdo em grande parte constituidos por
triacilglicerdis, ésteres formados pela ligacdo de trés moléculas de acidos graxos com o
1,2,3-propanotriol, conhecido como glicerol. Os acidos graxos sdo acidos carboxilicos
de cadeia alifatica de natureza hidrofébica, podendo ter de quatro a vinte e quatro
atomos de carbono, em que a grande maioria possui nimero par de carbonos. O estado
fisico dos triacilglicerois é determinado pelas estruturas das cadeias carbdnicas dos
acidos graxos (BAYARD, 2017) que podem ser saturadas ou insaturadas. Estdo listadas
nas Tabelas 2 e 3 os principais acidos graxos saturados e insaturados presentes na
natureza e suas respectivas fontes. Entre os acidos insaturados, 0s mais comuns sdo o
oléico, linoléico e linolénico (TOFANINI, 2004; BLOCK, 1992)



Tabela 2 - Acidos graxos saturados mais comuns.
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NOME NOME N° DE
; FONTE
USUAL SISTEMATICO | CARBONOS
Butirico Butanoico 4 Gordura do leite
B B Gordura do leite,
Caproico Hexanoico 6
babacu, coco
Caprilic Gordura do leite,
Octandico 8 babacu, coco,
0 semente de uva
Caprico Decandico 10 Coco
o Dodecanoi :
Laurico 12 Gordura do leite, coco
co
Noz moscada, gordura
o Tetradeca do leite, )
Miristico B 14 coco, soja, algodéo,
noico oliva,
abacate
Palmitic Hexadeca Amendoim, milho,
y 16 manteiga de
0 noico cacau, toucinho
Estearic Octadecan Gordura animal,
. 18 manteiga de
0 6ico cacau
Araquidi Eicosanoic _
20 Amendoim
co 0
Be- Docosanoi - Mostarda, colza,
hénico co amendoim
Amendoim, mostarda,
Lignocér Tetracosan colzg, _
) B 24 gergelim, girassol
quantidades)

Fonte: Proprio autor.

Os &cidos graxos saturados entram na formacéo das gorduras (solidas) de origem
animal e vegetal (MOREIRA et al., 2002). Uma dieta rica em &cidos graxos saturados

promove o0 aumento da concentracdo de colesterol no sangue (SANTOS et al., 2012), e
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0 consume em excesso estd relacionado com o aumento do risco de doencas
cardiovasculares (NASCIUTTI, 2015; SANTOS et al., 2013).

Tabela 3 - Acidos graxos insaturados mais comuns.

NOM NOME N° DE DUPLAS FONTE
E USUAL SISTEMATICO CARBONOS LIGACOES
Capro B Gordura do
. 9-decendico 10 1 .
léico leite
Lauro 9- Gordura do
. . 12 1 )
léico dodecenoico leite
Mirist 9- Gordura
. . 14 1 .
oléico tetradecenodico animal
Oléic 9-(2)- Maioria dos
N 18 1 Oleos e
0 octadecenoico gorduras
Linol 9(2)’12(2.)' Maioria dos
octadecadien 18 2 6leos e
éico bico gorduras
9(2),12(2),1 -
Linol 5(2)- SOJéar,n:lennhgcéa,
" octadecatrie 18 3 g
énico .
. trigo
néico
Oleos de
Gadol 9- peixes,
.. . .. 20 1 animais
gico eicosaendico
marinhos
Eruci 13- Mostarda,
) 22 1
co docosendico colza

Fonte: Préprio autor.

Pesquisa em animais e estudos epidemioldgicos e clinicos demonstraram que 0s

acidos graxos poli-insaturados sdo importantes para func@es bioldgicas, pois regulam o

metabolismo das prostaglandinas e reduzem o nivel de triacilgliceréis (MOREIRA,
2001; GREENE E SELIVONCHICK, 1987, SIMOPOULOS, 1991). O A&cido
eicosapentaendico (acido (5Z, 8Z, 11Z, 14Z, 17Z) -eicosa- 5,8,11,14,17-pentendico)

estd relacionado com a salde cardiovascular, pois sua presenca nos tecidos permite a

regulacao das atividades envolvidas no metabolismo dos lipideos plasmaticos, com a
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agregacdo das plaquetas e o processo de coagulacdo sanguinea (LEAF AND KANG,
1998).

2.7 SAPONIFICACAO E METILACAO

Os 6Gleos vegetais sdo utilizados para a producdo de sabdes através de reacdes de
saponificacdo (Figura 5). Durante o processo reacional, é produzida glicerina que pode
ser removida ou mantida na composicdo final do sabdo. A glicerina pode agir como
umectante e emoliente ao absorver a umidade do ar e tornar a pele mais suave,
respectivamente,

As bases usadas determinam a consisténcia do sabdo obtido; o0 KOH e NaOH
possibilitam a fabricacdo de um sabd&o mole e de um sabdo duro, respectivamente
(BARATA, 2003; VINEYARD e FREITAS, 2013). Acidos graxos com ligacdes duplas
formam sabdes com estruturas menos rigidas, sendo mais fluidos. Também € aceito o
fato de que os triglicéridos formados por moléculas muito grandes nos 6leos vegetais
resultam sabdes com maior viscosidade cineméatica (TOSCANO et al., 2012;
ESTEBAN et al., 2012; KIM et al., 2010; IGWE, 2004).

Uma das reacdes mais usadas para a producdo de ésteres metilicos é a
saponificacdo seguida da metilagdo dos &cidos graxos (DA SILVA, 2016). O processo
reacional saponificacdo/metilacdo produz ésteres metilicos de &cidos graxos a partir de
acidos graxos livres e também a partir de lipidios com ligacdo éster, éter e amina. A
reacdo ocorre em duas etapas, ambas sob temperatura elevada. A primeira, denominada
de saponificacdo € resultante de reacdo do acido com uma base forte, usualmente NaOH
ou KOH. A segunda, metilacdo do sal de acido por reagdo com metanol catalisada por

um acido mineral, usualmente, HCI ou H2SOs.
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Figura 5 - Reacdogeral de saponificacdo/metilacdo de um glicerideo.

o (¢] o o)
me o MU P PR PIS
\’4 o R, OH Ry oK Ry OH R, OMe
o o o
0
MeOH HCl gy Hel
+ 3KOH —— oH *+ )J\ 9 )J\ + MeOH — + Ho
R, oK' R, OH R, OMe
o o o o
OH
Glicerol .
o Rs Ry oK Rs OH Rs OMe

Triglicerideo Sal organico Acido carboxilico Ester metilico

Fonte: Da Silva, 2016.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Estudar as sementes da planta sinapis alba tendo em vista: a) Investigar a
possibilidade do uso das sementes da espécie Sinapis alba L. (mostarda amarela) na
forma integral para a reducdo de cetonas aromaticas visando a obtencdo de alcoois
quirais como precursores de interesse quimico-industrial; b) Investigar a composi¢do

quimica de acidos graxos presentes na semente.

3.2 ESPECIFICOS

Obter alcoois quirais utilizando condic¢des de reacbes simples e de baixo custo.

Determinar as percentagens de conversdo de cetonas em alcoois e comparacao

em reag0Oes utilizando outros biocatalisadores vegetais.

Determinar as percentagens de excessos enantioméricos dos alcoois R/S e

comparacdo em reagGes utilizando outros biocatalisadores vegetais.

Otimizar as reacfes de modo a permitir a obtencdo dos produtos de reducdo

com altas conversao e excesso enantiomeérico.

Obter os produtos desejados através de reacbes em condi¢cdes ambientais
saudaveis: baixa temperatura; meio aquoso (principalmente); menor tempo; isento de

catalisadores toxicos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DETERI\/IINAC;AO DO TEOR DE PROTEINAS NAS SEMENTES DE Sinapis
alba L.

Inicialmente foi feita a determinacdo do teor de proteinas nas sementes de
Sinapis alba L. para avaliar sua potencialidade como fonte biocatalitica em rea¢des de
biorreducdo. A medida do teor de proteinas serve de estimativa da concentracdo de
enzimas no material vegetal.

Algumas metodologias s&o encontradas na literatura relacionadas com
determinacdo da concentracdo de proteinas, tais como, Método do Biureto, Método de
Lowry e Método de Bradford, entre outros. Alguns se baseiam em reacdo quimica com
as proteinas, outros, na obtencdo de compostos coloridos através da fixacdo de corantes
na superficie da proteina (MIWA, 2003).

No presente trabalho foi utilizado o método de determinacdo de proteinas
proposto por Bradford, que apresenta como principal vantagem, a alta sensibilidade
(ZAIA, 1998; LUCARINI; KILIKIAN, 1999).

4.1.1 Método de Bradford

O método de Bradford para a determinacdo de proteinas totais é bastante
utilizado porque os resultados sdo obtidos rapidamente (FERREIRA, 2012). Além
disso, é sensivel e esta sujeito a um namero pequeno de interferentes (ZAIA, 1998),
como, uréia, lipidios, cloretos (ASSUNCAO, 2008).

O processo tem como base a interacdo entre o corante BG-250 e
macromoléculas de proteinas que contém aminoécidos de cadeias laterais basicas ou
aromaticas, como por exemplo, arginina e histidina (SOUZA, 2012). As proteinas de
alto peso molecular interagem com o corante BG-250 provocando o deslocamento do

equilibrio do corante para a forma anidnica, que absorve fortemente em 595 nm
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(MARTINA; VOJTECH 2015; ASSUNCAO, 2008; COMPTON; JONES, 1985;
LUCARINI; KILIKIAN, 1999; ZAIlA et al., 1998).

A presenca do corante BG-250 altera a coloragdo do extrato enzimatico para a
cor azul, dando um indicativo da presenca de proteinas soluveis, conforme Figura 6,
detalhada a seguir.

Figura 6 - Detalhe do método de Bradford para determinacdo de proteinas apds a adi¢do do

reagente Coomassie Brilliant Blue G-250.

Fonte: Préprio autor.

O extrato aquoso das sementes de Sinapis alba L apresentou um valor
consideravel de proteinas soltveis de 110,00 mg/mL, em comparacdo a valores
encontrados em outros biocatalisadores como 1,38 mg/mL em Lens Culinaris L.
(FERREIRA, 2012) e 8,80 mg/mL em Helianthus annuus L. (SOUZA, 2012),
revelando a promissora potencialidade deste material como fonte biocatalitica. O
Gréfico 1 (pagina 32) expde o estudo comparativo do teor de proteinas presentes nos

materiais vegetais supracitados.
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Gréfico 1 - Estudo comparativo do teor de proteinas utilizando o método de Bradford para a

determinag&o de proteinas sollveis totais.
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Fonte: Proprio autor

4.2 OBTENCAO DO ALCOOL PADRAO POR VIA QUIMICA

A acetofenona, uma cetona pro-quiral utilizada como substrato modelo nas
reacOes de biocatalise, foi reduzida mediante reacdo quimica classica, utilizando
NaBH4/MeOH (Figura 7). O alcool, apés purificacdo por cromatografia em coluna de
gel de silica, foi obtido com 6timo rendimento (89%). A finalidade foi a obtencdo do

alcool 1-feniletanol para padrdo de comparacao.

Figura 7 - Esquema da reagdo de reducdo das cetonas pro-quirais por via quimica.
Q OH

NaBH,

MeOH

Fonte: Proprio autor.
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4.3 PROCESSOS BIOCATALITICOS

Tendo em vista verificar a presenga de enzimas redutases nas sementes de
Sinapis alba L., a acetofenona (Figura 8), como substrato de referéncia, foi submetida a
reacdo com o material vegetal para avaliar seu potencial biocatalitico em reacdo de
reducdo. Numa primeira reacdo, foram utilizadas 0,05 g de substrato, 5,0 g do
biocatalisador, 50,0 mL de &gua, agitacdo a 150 rpm e temperatura ambiente (30 °C) por
72 horas. Em seguida, foram realizados processos em diferentes condicGes reacionais
objetivando melhores rendimentos (% de conversdo) e excessos enantioméricos (% de
ee), variando determinados parametros, tais como: quantidade de biocatalisador,
velocidade de agitacdo, tempo de reacdo, temperatura, uso de co-solvente, meio
tamponante (pH) e reacdo em presenca de polivinilpirrolidona (PVP). Os resultados

obtidos foram apresentados e discutidos nos itens a seguir.

Figura 8 - Esquema da reagdo de reducdo da acetofenona por via enzimatica.
0 OH

Sementes

p

Sinapis alba L.

1 1a

Fonte: Préprio autor.

4.3.1 Quantidade de biocatalisador

O estudo iniciou com a varia¢do da quantidade do biocatalisador (sementes de
Sinapis alba L.) com o objetivo de investigar a melhor relagéo substrato/biocatalisador e
seu potencial biocatalitico frente a reacdo de biorreducdo da acetofenona. O material
vegetal (sementes) foi previamente submetida a assepsia, utilizando-se solucdo de
hipoclorito de sodio (5%), em seguida lavada com agua destilada e seca. Em seguida
foram efetuados varios experimentos, utilizando 0,05 g de substrato (quantidade fixada

para todos os experimentos), 50 mL de agua de destilada, com varia¢do da quantidade
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de biocatalisador de 5,0 g a 25,0 g em acréscimos de 5,0 g (Tabela 4, pagina 34). As
reacOes foram realizadas sob agitacdo de 150 r.p.m., a temperatura ambiente por 72
horas. No geral, moderados valores de conversdo (%) e de excesso enantiomérico (e.e.)

foram observados (Tabela 4).

Tabela 4 - Resultados de biorreducdo da acetofenona utilizando 5 g, 10 g, 159, 20 ge 25 g de
sementes Sinapis alba L.

Quantidade de 3
o Conversao ee (%)
sementes de Sinapis alba L.
59 37,01 35,05
10g 44,08 37,15
15¢ 52,43 43,22
20 g 51,74 36,42
25¢ 43,63 48,43

Fonte: Préprio autor

Foi observado que o rendimento reacional aumenta gradativamente quando a
quantidade do biocatalisador vai de 5,0 a 15,0 g, passando a decrescer um pouco a partir
de 20,0 ga 25,0 g.

A melhor conversdo foi obtida utilizando 15,0 g do biocatalisador com 52,43%
de rendimento do 1-feniletanol. O excesso en antiomérico de 43,2 % do isdmero (S) foi
considerado o melhor, em termos relativos. Os cromatogramas obtidos para cada
analise, indicativos da conversdo e do excesso enantiomérico sdo apresentados nas
Figura 9 e Figura 10, respectivamente. O espectro de massas do produto reacional
[alcool-(R,S)] é apresentado na Figura 11. O Grafico 2 mostra um comparativo dos

resultados obtidos em funcéo da relagéo substrato/biocatalisador.



34

Figura 9 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorreducéo da acetofenona utilizando 15 g de
biocatalisador.
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Figura 10 - Cromatograma (CG-EM) do produto da biorreducdo da acetofenona utilizando 15 g
de biocatalisador
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Figura 11 - Espectro de massas do 1-feniletanol
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Fonte: Proprio autor
O espectro de massa (Figura 11) do produto com ion molecular em m/z 122 e

pico base em m/z 107 (M — 15) estd em acordo com a estrutura do 1-feniletanol.



35

Gréfico 2 - Perfil de conversdo da biorredugdo da acetofenona e do excesso enantiomérico

utilizando diferentes proporcdes de biocatalisador.

Quantidade de biocatalisador

55
50
45
40
35

30
5g 10g 15g 20g 25g

Conversdo (%) ee (%)

Fonte: Proprio autor.

A partir dos resultados acima, os demais parametros de reacdo, foram analisados

utilizando 15,0 g das sementes de Sinapis alba (biocatalisador).

4.3.2 Tempo reacional

Estabelecida a relagédo substrato/enzima (0,05 g/15 g), foram iniciados os ensaios
para a otimizacdo do tempo reacional. Os rendimentos reacionais foram calculados entre
12 e 120 horas em intervalos de 12 horas, nas seguintes condi¢fes: 0,05 g de
acetofenona e 15,0 g de biocatalisador em 50,0 mL de agua a 150 r.p.m. A Tabela 5
(pagina 37) mostra os resultados obtidos para a conversdo e o excesso enantiomerico. O
Gréafico 3 (pégina 38) mostra o perfil dos resultados obtidos pela biorreducdo da

acetofenona utilizando sementes de Sinapis alba L. como biocatalisador.
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Tabela 5 - Resultados de biorredugdo da acetofenona realizada em 12 h, 24 h, 36 h, 48 h, 60 h,

72 h, 96 h e 120 h utilizando sementes Sinapis alba L como biocatalisador.

Tempo de reagdo Conversao ee (%)
12 h 4,11 34,22
24 h 16,15 35,19
36 h 29,95 39,21
48 h 35,16 41,65
60 h 40,68 41,54
72 h 52,43 43,22
96 h 39,18 49,09
120 h 36,73 48,25

Fonte: Préprio autor

Os resultados demonstraram que a conversdo se eleva gradativamente até 72
horas quando atinge valor maximo com 52,43% de 1-feniletanol produzido, diminuindo
a conversao apos este tempo. Os valores de ee encontrados ndo foram satisfatorios,
porém, em face de melhor conversdo em 72 horas com o ee de 43,2 %, este foi 0 tempo
tomado como padréo para as demais rea¢des de biorredugdo. Embora em 96 e 120 horas
tenham ocorrido melhores enantioseletividades, os tempos de reagoes foram

considerados demasiadamente longos.
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Gréfico 3 - Perfil de conversdo da biorreducdo da acetofenona e do excesso enantiomeérico em

12 h, 24 h, 36 h, 48 h, 60 h, 72 h, 96 h e 120 h utilizando sementes Sinapis alba L como biocatalisador.
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Fonte: Préprio autor

Os cromatogramas obtidos para cada analise, indicativos da conversdo e do

excesso enantiomérico séo apresentados nas Figura 12 e Figura 13, respectivamente.

Figura 12 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorreducdo da acetofenona em 96 horas de
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Figura 13 - Cromatograma (CG-EM) do produto da biorreducdo da acetofenona em 96 horas de
reacdo
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Fonte: Proprio autor

4.4.3 Velocidade de agitacédo

A velocidade de agitagédo do sistema que variou de 150 a 225 r.p.m., com
acréscimos de 25 r.p.m., teve pouca influencia na conversdo da acetofenona, mostrando
melhor rendimento (56,5 %) a 225 r.p.m. Porém, com diminui¢do consideravel do
excesso enantiomérico (ee 34,4 %). Os demais parametros foram: 0,05 g de acetofenona
e 15,0 g de biocatalisador em 50,0 mL de &gua durante 72 horas. Considerando
conversdo (50,7 %) e enantioseletividade (48,0%), o melhor resultado geral ocorreu
com agitacdo a 200 r.p.m., conforme valores tabelados (Tabela 6, pagina 40), e assim,
tomado como parametro ideal de velocidade de agitacdo. O Grafico 4 (pagina 40)

evidencia os resultados de conversao e ee.

TIC*1.00
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Tabela 6 - Resultados de biorreducéo da acetofenona em rotagGes de 150 rpm, 175 rpm, 200

rpm e 225 rpm utilizando sementes Sinapis alba L como biocatalisador.

Rotacéo Conversao ee (%)
150 rpm 50,43 42,22
175 rpm 49,03 47,84
200 rpm 50,75 48,04
225 rpm 56,54 34,38

Fonte: Proprio autor.

Gréfico 4 - Perfil de conversdo da biorredugdo da acetofenona e do excesso enantiomeérico em
rotacdes de 150 rpm, 175 rpm, 200 rpm e 225 rpm utilizando sementes Sinapis alba L como

biocatalisador.
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Fonte: Proprio autor

Os cromatogramas obtidos para cada andlise, indicativos da conversdao e do

excesso enantiomérico sdo vistos nas Figura 14 e Figura 15, respectivamente.
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Figura 14 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorredugdo da acetofenona em 200 rpm.
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Fonte: Préprio autor.

Figura 15 - Cromatograma (CG-EM) do produto da biorreducéo da acetofenona em 200 rpm.
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Fonte: Proprio autor.

4.4.4 Temperatura

Existem diversos trabalhos que demonstram a sensibilidade de enzimas sob acéo
de temperaturas elevadas, causando dentro de certos limites, a inativacdo irreversivel
em meio aquoso (LIMA; AGNES, 1999).

Objetivando otimizar o rendimento da reacdo de biorredugdo da acetofenona e

avaliar a estabilidade térmica das enzimas presentes nas sementes de Sinapis alba L.,
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foram realizados experimentos em diferentes temperaturas (25, 30, 35, 40 e 50 °C)
(Tabela 7, pagina 42), empregando 0,05 g de acetofenona e 15,0 g de biocatalisador em
50,0 mL de &gua e agitacdo a 200 r.p.m por 72 horas. Observou-se que acima de 30 °C
houve diminuicdo de conversdo da acetofenona no alcool, ao passo que, 0 ee manteve-
se, praticamente, constante até 40 °C. Assim, considerando o rendimento e 0 excesso
enantiomérico, as reacdes foram conduzidas a temperatura ambiente (25 °C) O Gréfico

5 mostra a influéncia da temperatura na reacdo de reducdo enzimatica da acetofenona.

Tabela 7 - Resultados de biorreducdo da acetofenona em temperaturas de 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40
°C e 50 °C utilizando sementes Sinapis alba L como biocatalisador.

Temperatura Conversao ee (%)
25°C 50,75 48,04
30°C 54,63 44,26
35°C 45,17 50,35
40°C 36,22 49,93
50°C 2,39 20,47

Fonte: Proprio autor.

Gréfico 5 - Perfil de conversdo da biorreducdo da acetofenona e do excesso enantiomérico em
temperaturas de 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40 °C e 50 °C utilizando sementes Sinapis alba L como

biocatalisador.
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Fonte: Préprio autor
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A diminuicdo de conversdo da acetofenona no seu respectivo alcool pode ser
explicado porque as enzimas quando submetidas a temperaturas elevadas por um longo
periodo de tempo, sofrem um desenrolamento (desnaturacdo) e esse processo provoca
modificagbes quimicas irreversiveis, conduzindo a um estado de desordenamento
molecular da enzima (LIMA; AGNES, 1999). Esse desenrolamento expdem 0s grupos
reativos e as areas hidrofobicas mais internas, podendo ocorrer determinacdo dos
residuos de aspargina e glutamina, hidrdlise de ligacdes peptidicas nos residuos de acido
aspartico, permuta dissulfeto-tiol, destruicdo de ligagdes dissulfeto, oxidacdo de
cisteina, isomerizacdo de proteinas e outros processos, que acarretam & inativacdo da
enzima (ASSUNCAO, 2008; VOLKIN; KLIBANOV, 1989).

Segundo Assuncdo (2008) as moléculas de agua que se encontram em torno da
molécula enzimética, exercem um importante papel na estabilidade térmica da proteina.
Entretanto, a &gua é a principal responsidvel pelas reagGes que provocam
termoinativacdo irreversivel de enzimas.

Os cromatogramas obtidos para cada analise, indicativos da conversdo e do

excesso enantiomérico sdo vistos nas Figura 16 e Figura 17, respectivamente.

Figura 16 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorredu¢do da acetofenona em 25 °C.
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 17 - Cromatograma (CG-EM) do produto da biorreducgo da acetofenona em 25 °C.
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Fonte: Préprio autor.

4.4.5 Meio tamponante

As reacdes utilizando as sementes de Sinapis alba L., também foram avaliadas
em meios tamponantes para constatar a influéncia do pH na atuagdo enzimatica,
buscando melhores valores de conversdo e excesso enantiomérico. Foram testadas
solugbes tampdo fosfato com os respectivos valores de pH 5,0, 6,0, 7,0, e 8,0,
empregando 0,05 g de acetofenona e 15,0 g de biocatalisador em 50,0 mL de agua e
agitacdo a 200 r.p.m por 72 horas. A Tabela 8 a seguir mostra os resultados obtidos nos

ensaios.

Tabela 8 - Resultados de biorreducdo da acetofenona em solucdo tampédo pH 5,0, 6,0, 7,0 e 8,0

utilizando sementes Sinapis alba L como biocatalisador.

pH Converséo ee (%)
5,0 4,31 34,58
6,0 69,78 53,39
7,0 67,22 49,68
8,0 58,47 47,51

Fonte: Préprio autor
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O pH do meio é um fator importante que influencia 0 mecanismo e a cinética do
processo de biotransformacdo. Por este motivo solucdes tampédo sdo usadas com a
finalidade de fornecer um ambiente mais favoravel durante a biorreducéo. As solucdes
tampdo constituem em solugdes aquosas compostas por uma mistura de um acido fraco
e a sua base conjugada ou vice-versa. Elas sdo utilizadas com o objetivo de evitar
alteracdes no pH de uma solugdo, quando uma pequena quantidade de acido forte ou
base é adicionada (KRUSZKOWSKA, 2016).

No presente caso, 0 aumento da conversdo (69,78 %) e do excesso
enantiomérico (53,39 %) do enantibmero S ocorreram em meio reacional com pH 6,0.
Em todos os caso foram obtidos os isdmeros de configuracdo S. O Grafico 6 mostra o
perfil de conversdo e excesso enantiomérico conduzindo as reacGes em diferentes

valores de pH.

Gréfico 6 - Perfil de conversdo da biorreducdo da acetofenona e do excesso enantiomérico em

solugdo tampéo pH 5,0, 6,0, 7,0 e 8,0 utilizando sementes Sinapis alba L como biocatalisador.
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Fonte: Préprio autor.

Os cromatogramas obtidos para cada analise, indicativos da conversdo e do

excesso enantiomérico séo vistos nas Figura 18 e Figura 19, respectivamente.
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Figura 18 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorreducédo da acetofenona em pH 6,0.
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Fonte: Proprio autor.
Figura 19 - Cromatograma (CG-EM) do produto da biorreducéo da acetofenona em pH 6,0.
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4.4.6 Uso de co-solvente

As reacdes de biorreducdo estudadas nesse trabalho sdo realizadas por uma
classe de enzimas denominadas oxirredutases. Essas enzimas dependem de um cofator
(NAD*/NADH ou NADP*/NADPH) para que possam desenvolver seus processos
adequadamente. Cofatores sdo pequenas substancias que na sua auséncia provocam a

inativacdo da enzima (SOUZA, 2012). O co-solvente utilizado nesse trabalho foi o

isopropanol.
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O isopropanol atua no meio reacional reciclando o cofator e concomitantemente,
aumentando a solubilidade do substrato da reacdo principal em agua, facilitando a
interacdo substrato/enzima (SOUZA, 2012; BON et al., 2008). Nesse contexto foram
testados meios reacionais com diferentes proporc¢des de isopropanol 1%, 2%, 5%, 10%
e 15% (v/v), para observacdo do comportamento da enzima visando obtencdo de
melhores resultados de converséo e excessos enantioméricos.

Os resultados encontram-se na Tabela 9, e estdo conforme os resultados obtidos
por Souza (2012), em que também ocorreu uma diminuigdo nos valores de conversao,
mas divergem em relagdo aos valores de excesso enantiomeérico. O Grafico 7 (péagina
48) mostra o perfil de conversdo e excesso enaantiomérico conduzindo as reacdes em

diferentes proporcdes (v/v) do co-solvente isopropanol.

Tabela 9 - Resultados de biorreducéo da acetofenona em presenca de 1%, 2%, 5%, 10% e 15%

de co-solvente isopropanol utilizando sementes Sinapis alba L como biocatalisador.

Quantidade de 5

) Converséo ee (%)

isopropanol (IPA)
1% 16,72 33,85
2% 26,01 49,53
5% 21,59 48,49
10% 8,05 61,18
15% 1,37 55,55

Fonte: Préprio autor.
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Gréfico 7 - Perfil de conversdo da biorredugdo da acetofenona e do excesso enantiomeérico em
presenca de 1%, 2%, 5%, 10% e 15% de co-solvente isopropanol utilizando sementes Sinapis alba L

como biocatalisador.
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Fonte: Proprio autor.

O uso do co-solvente, isopropanol, provocou uma diminui¢do consideravel da
conversdo. Entretanto, os valores de excesso enantiomérico aumentaram a medida que
aumentava a quantidade de isopropanol e atingiu um maximo de 61,18 % do
enantiomero (S). Os melhores resultados para a otimizacdo com este parametro foram
obtidos quando utilizou-se uma proporcao (v/v) de 10 % de isopropanol, com maior
excesso enantiomérico, embora, com baixa converséo.

Os cromatogramas das analises realizadas para as biorredu¢fes com o uso de co-

solvente nas proporc¢des estudadas sdo apresentados nas Figura 20 e Figura 21.

Figura 20 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorreducédo da acetofenona em 10% IPA.
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 21 - Cromatograma (CG-EM) do produto da biorreducéo da acetofenona em 10% IPA.
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Fonte: Proprio autor.

4.4.7 Uso de Polivinilpirrolidona (PVP)

Segundo Zeraik et al. (2008), o papel do polimero polivinilpirrolidona
(PVP) € agir como um protetor, removendo compostos fendlicos naturais dos extratos
enzimaticos, evitando oxidacGes pelas enzimas peroxidases. O bom desempenho deste
agente protetor é atribuido a sua baixa solubilidade em meio aquoso e a formacéo de
ligacdo de hidrogénio entre os substratos naturais e o polimero PVP (Figura 22). Vérias
experiéncias mostraram que o PVP pode melhorar o rendimento de reacdo juntamente

com o aumento do excesso enantiomérico.

Figura 22 - Estrutura monomérica do polimero PVP.

Fonte: Proprio autor.
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A metodologia foi a utilizada por Souza (2012) que consistiu em adicionar 1,0 g
de polivinilpirrolidona (PVP), variando a quantidade de PVP para verificar a influéncia
deste polimero no meio reacional. A quantidade de PVP foi variada em 1,0, 2,0, 5,0 e
10,0 g, empregando 0,05 g de acetofenona e 15,0 g de biocatalisador em 50,0 mL de
agua e agitacdo a 200 r.p.m por 72 horas. Para 1,0 g de PVP adicionado foi observado
um valor apreciavel de conversao (67,49%) acompanhado de um excesso enantiomerico
(51,12%) moderado do isdmero (S) (Tabela 10, pagina 51). Com aumentos para 2,0 5,0
e 10,0 g ocorreram decréscimos acentuados para os valores de conversao e decréscimos
menos acentuados para 0s dos excessos enantioméricos. O Grafico 8 (pagina 52) mostra
o perfil de conversdo e excesso enaantiomérico conduzindo as reacfes em presenca de
massas variadas de PVP, onde o melhor resultado ocorreu na presenca de 1,0 g do

polimero. Foram obtidos os cromatogramas (

Figura 23Figura 24) para a reacdo que resultou em melhores conversao e excesso

enantiomérico,

Tabela 10 - Resultados de biorreducdo da acetofenona em presenca de 1g, 2g, 59 e 10g de

polivinilpirrolidona (PVP) utilizando sementes Sinapis alba L como biocatalisador.

Quantidade de 3
o Converséo ee (%)
polivinilpirrolidona (PVP)
1g 67,49 53,12
29 24,35 33,83
5¢ 23,91 39,28
10g 17,24 41,88

Fonte: Proprio autor.
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Figura 23 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorreducdo da acetofenona em 1 g PVP.
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Fonte: Préprio autor.

Figura 24 - Cromatograma (CG-EM) do produto da biorreducéo da acetofenona em 1 g PVP.
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Gréfico 8 - Perfil de conversdo da biorredugdo da acetofenona e do excesso enantiomérico em
presenca de 1g, 2g, 5g e 10g de polivinilpirrolidona (PVP) utilizando sementes Sinapis alba L como

biocatalisador.
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Fonte: Proprio autor.

4.4.8 Reag0es de biorreducéo utilizando derivados da acetofenona

Em sintese, diante dos resultados obtidos na reducdo da acetofenona, a reacéo de
reducdo via biocatélise, com as sementes de Sinapis alba, foi estendida a outros
substratos correlacionados a acetofenona (derivados), empregando 0s parametros
determinados na otimizacdo da reacdo de reducdo do substrato padrdo: 0,05 g de
substrato, 15,0 g de biocatalisador, meio reacional com pH 6,0/PVP, velocidade de
agitacdo de 200 rpm a temperatura ambiente (25 °C) por 72 horas. Nas reacdes em
presenca de PVP, 1,0 g de massa foi adicionada. Os novos substratos foram: 4-nitro-
acetofenona (2), 4-bromo-acetofenona (3), 4-fluor-acetofenona (4), 3-metoxi-
acetofenona (5), 3-nitro-acetofenona (6), 2-metoxi-acetofenona (7), 2-metil-acetofenona

(8). As estruturas quimicas dos substratos encontram-se apresentadas na Figura 25.
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Figura 25 - Derivados da acetofenona selecionados para a reacdo com as sementes de Sinapis
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Os resultados obtidos (Tabela 11, pagina 55) a partir dos derivados foram

Fonte: Proprio autor.

apresentados em funcdo dos grupos substituintes, considerando suas diferentes posicdes

(-para, -meta e -orto) e suas influencias eletrdnicas no anel aromatico.
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Tabela 11 - Resultados de biorreducdo dos derivados da acetofenona utilizando sementes
Sinapis alba L como biocatalisador.

PVP pH 6,0
Derivados da
acetofenona Conversao e (%) Conversao e (%)
(%) (%)
Acetofenona (1) 67,49 53,12 (S) 69,78 53,39 (S)
4-nitro- 81,10 72,38 (S) 78,86 56,60 (S)
acetofenona (2)
4-bromo- 41,57 93,68 (S) 18,44 62,10 (S)
acetofenona (3)
4-fluor- 15,40 98,26 (S) 15,09 96,49 (S)
acetofenona (4)
3-metoxi- 3,18 76,06 (R) 5,03 >99 (S)
acetofenona (5)
3-nitro- 39,00 10,26 (R) 42,27 0,63 (S)
acetofenona(6)
2-metoxi- 29,87 93,20 (S) 6,95 96,26 (S)
acetofenona (7)
2-metil- 5,27 91,99 (S) 25,99 >99 (S)

acetofenona (8)

Fonte: Préprio autor.

4.4.8.1 Derivados para-substituidos

Foram estudados, inicialmente, os derivados com substituintes na posicéo para,
4-nitro-acetofenona  (2), 4-bromo-acetofenona (3), 4-fluoro-acetofenona (4),
considerando, sempre, os fatores conversdo e excesso enantiomérico. A Figura 26
apresenta os produtos de reducdo (2a, 3a e 4a) esperados dos derivados em questéo (2,

3 e 4), utilizando as duas metodologias (pH 6,0 e PVP).



54

Figura 26 - Produtos esperados da reacdo das cetonas -para substituidas utilizando as condi¢des
da reacdo otimizada.
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Fonte: Préprio autor.

A reacdo em pH 6,0 para o 4-nitro-acetofenona (2) apresentou resultado de
excesso enantiomérico (56,60%) ligeiramente melhor ao obtido com a acetofenona (1),
mas com valor de conversdo (78,86%) um pouco menor. Com a adi¢do de PVP, foram
observados 6timos valores de conversao (81,10%) e excesso enantiomérico (72,38%),
ambos 0s casos com producdo do isdmero de configuracdo S (seletividade conforme
Prelog), (tabela 12). Vale ressaltar que, na metodologia em presenca de PVP, foi
observado a reducdo do grupo nitro em amina (rendimento de 4,04%). O Gréfico 9
apresenta o perfil de redugdo biocatalitica de o 4-nitro-acetofenona (2), utilizando as

duas metodologias.

Tabela 12 - Resultados da biotransformacéo da 4-nitro-acetofenona com sementes de Sinapis

alba L.
Sinapis alba L.
4-nitro- Conversao (%) ee (%)
acetofenona
em pH 6,0 78,86 56,60 (S)
em PVP 81,10 72,38 (S)

Fonte: Proprio autor.
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Grafico 9: Perfil de biotransformagdo do 4-nitro-acetofenona utilizando Sinapis alba como

biocatalisador.
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Fonte: Proprio autor.

Foi realizada a analise em Cromatdgrafo Gasoso acoplado a Espectrémetro de
Massa (CG/EM) para confirmacdo da estrutura do produto formado, 1-(4’-nitro)-
feniletanol. Os cromatogramas para determinacdo do excesso enantiomérico se
encontram nas Figura 27 (em pH 6,0) e Figura 28 (em PVP).

O espectro de massas (
Figura 29) exibe pico base em m/z 152 (M — 15), e m/z 122 (M — 45),

compativeis com uma fragmentacao esperada para o 1—-(4’-nitro)—feniletanol.

Figura 27 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorreducéo do 1-(4’-nitro)—feniletanol em

pH 6,0. ) )
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 28 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorreducdo do 1-(4’—nitro)—feniletanol em

PVP.
mAU
b a2 PDA Multi 1
E Ne
i [
400+ [
: II‘I I‘I‘Il
300+ f '.‘
i | \
] o
4 | |
200+ | \
1 |
i | \
4 | \ =
f \ S
100 | g
1 / \r \ _ by
0 — 1 f
— T T T
8 9 10 11 12 13
min

Fonte: Préprio autor.

Figura 29 - Espectro de massas do 1—(4’—nitro)—feniletanol em PVP.
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Fonte: Proprio autor.

A reacdo com o derivado 4-bromo-acetofenona (3) mostrou melhores valores de
conversdo e de excesso enantiomérico com a adicdo de PVP (Tabela 13). Em comparacéo
ao substrato padrdo (1), houve uma acentuada menor conversdo (41,57 %), porém, um

consideravel aumento de enantioseletividade com obtencdo do isdmero S com e.e. de 93,68

%.
O Gréfico 10 (pagina 59) apresenta o perfil do ensaio biocatalitico utilizando as

duas metodologias para o 4-bromo-acetofenona.
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Tabela 13 - Resultados da biotransformacéo da 4-bromo-acetofenona com sementes de Sinapis

alba L.
Sinapis alba L.
4-bromo- Converséo (%) ee (%)
acetofenona
em pH 6,0 18,44 62,10 (S)
em PVP 41,57 93,68 (S)

Fonte: Proprio autor.

Gréfico 10 - Perfil de biotransformacéo do 4-bromo-acetofenona utilizando Sinapis alba como

biocatalisador.

4-bromo-acetofenona

93,68

100
80 62,1
60
40

20

Conversao Excesso
enantiomeérico

mempH 6,0 mem PVP

Fonte: Préprio autor.

Os respectivos cromatogramas para obtencdo do excesso enantiomérico da
reacdo de mostarda amarela com 4-bromo-acetofenona nas duas metodologias utilizadas
encontram-se dispostos nas Figura 30 (em pH 6,0) e

Figura 31 (em PVP).

O espectro de massas do 1-(4’-bromo)-feniletanol (Figura 32) exibiu picos
relativos aos ions moleculares em m/z 198 (M) e 200 (M + 2) devidos aos pesos
moleculares dos compostos contendo os is6topos de "°Br e 8'Br.
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Figura 30 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorreducéo do 1-(4’—bromo)—feniletanol em

pH 6,0.
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Fonte: Proprio autor.

Figura 31 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorredu¢do do 1-(4’-bromo)-feniletanol

PVP.
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Fonte: Préprio autor.
Figura 32 - Espectro de massas do 1-(4’—bromo)-feniletanol.
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Fonte: Proprio autor.

Na reacdo com o derivado 4-fluoro-acetofenona (4) foram obtidos baixos valores

de conversdo, tanto em pH 6,0 (15,09%) quanto em presenca de PVP (15,40%),
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relativamente a 1. Entretanto, excelentes valores de ee, foram obtidos em ambos 0s
experimentos (96,5 % e 98,3 %, respectivamente) (Tabela 14, pagina 61). Vale observar
que, em reacgdes de bioreducgéo a partir de 4-fluoro-acetofenona em trabalhos anteriores,
resultados discrepantes foram obtidos com baixo (da Silva, 2016) e excelente (Yadav,
2002) valores de conversdo. O Grafico 11 apresenta o perfil do ensaio biocatalitico

utilizando as duas metodologias de reducéo do 4-fluoro-acetofenona.

Tabela 14 - Resultados da biotransformagéo da 4-fluoro-acetofenona com sementes de Sinapis

alba L.
Sinapis alba L.
4-fluoro- Conversao (%) ee (%)
acetofenona
em pH 6,0 15,09 96,49 (S)
em PVP 15,40 98,26 (9)

Fonte: Préprio autor.

Gréfico 11 - Perfil de biotransformacédo do 4-fluoro-acetofenona utilizando Sinapis alba como

biocatalisador.
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Fonte: Proprio autor.

Os respectivos cromatogramas da reacdo de mostarda amarela com 4-fluoro-

acetofenona nas duas metodologias utilizadas encontram-se dispostos nas Figura 33 (em
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pH 6,0) e Figura 34 (em PVP). E o espectro de massas para o produto formado, 14—

fluoro)—feniletanol na Figura 37 (pagina 62).
O espectro de massa (Figura 35) com ion molecular em M* 140 e fragmentos

em m/z 125 (M - 15) e 97 (M

fluor)—feniletanol (4a).

— 43) estdo em acordo a estrutura do produto 1-(4’-

Figura 33 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorredugdo do 14 ’—fluoro)—feniletanol em

pH 6,0.
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Fonte: Proprio autor.
Figura 34 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorreducdo do 1—(4’—fluoro)—feniletanol em
PVP.
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Figura 35 - Espectro de massas do 1-(4’—fluoro)—feniletanol.
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Fonte: Proprio autor.

Observa-se que o uso do PVP tende a tornar o meio reacional mais eficiente ao
melhorar o0 excesso enantiomérico, relativamente a acetofenona. O enantidbmero de
configuracao S, foi formado em todos os derivados para-substituidos . O maior valor de
conversdo obtido para a 4-nitro-acetofenona, relativo a acetofenona (na presenca de
PVP), sugere a influéncia de um grupo fortemente retirador de elétrons que aumenta a
reatividade da molécula. No caso de 4-fluoro-acetofenona foram obtido baixos valores
de conversdo, porém, otimos valores de excessos enatioméricos. Os resultados de
excessos enantioméricos dos derivados estudados em reacdes com PVP, comparados
com o valor obtido para a acetofenona, revelaram a influéncia positiva do uso do

polimero no acoplamento enzima-substrato frente a derivados para-substituidos.

4.4.8.2 Derivados -meta substituidos

A reducdo de derivados da acetofenona -meta substituidos também foi avaliada,
no caso, a 3-metoxi-acetofenona (5) e a 3-nitro-acetofenona (6). A Figura 36 apresenta
0s produtos esperados dos derivados em questdo para as duas metodologias empregadas
(em pH 6,0 e em PVP).
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Figura 36 - Produtos esperados da reacdo das cetonas -meta substituidas utilizando as condicdes
da reacdo otimizada.

O O
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Fonte: Proprio autor.

A 3-metoxi-acetofenona (5) foi reduzida ao correspondente alcool na auséncia
de PVP com baixissimo valor de conversdo (5,03%), porém, com excelente excesso
enantiomérico (>99 % do isbmero S). A partir dos dados da tabela 15, observa-se que a
adicdo de PVP promoveu reagcdo com menor conversdo (3,18%) e, com substancial
menor e.e. (76,06%). Vale destacar a influéncia do PVP no curso estérico da reacdo ao
ser obtido o isbmero R. Este mesmo resultado foi registrado em trabalho semelhante

anteriormente relatado na literatura (ALVES, 2013). Os cromatogramas das Figura 37 e

Figura 38 (pH 6,0 e PVP, respectivamente), apresentam o perfil das reacdes de
biocatalise utilizando as sementes de mostarda amarela em ambas as metodologias. A
Figura 39 mostra o espectro de massas do produto obtido para o 1—(3’-metoxi)—
feniletanol. O Grafico 12 apresenta o perfil do ensaio biocatalitico utilizando as duas

metodologias para o 3-metoxi-acetofenona.
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Tabela 15 - Resultados da biotransformacdo da 3-metdxi-acetofenona com sementes de Sinapis

alba L.
Sinapis alba L.
3-metoxi- Converséo (%) ee (%)
acetofenona
em pH 6,0 5,03 >99 (S)
em PVP 3,18 76,06 (R)

Fonte: Proprio autor.

Gréfico 12 - Perfil de biotransformagdo do 3-metoxi-acetofenona utilizando Sinapis alba como

biocatalisador.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 37 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorreducéo do 1—(3’—metdxi)—feniletanol em

pH 6,0.
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 38 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorredugdo do 1-(3’—metdxi)—feniletanol em

PVP.
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Fonte: Proprio autor.

Figura 39 - Espectro de massas do 1—(3°—metdxi)—feniletanol.
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Fonte: Proprio autor.

A reacdo de biorreducdo da 3-nitro-acetofenona (6) foi avaliada frente ao
complexo enzimético de Sinapis alba L. em pH 6,0 e em PVP, com conversdes
moderadas em ambos 0s casos (42,27 e 39,0 %, respectivamente) e excessos
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enantioméricos (0,6 e 10,3 %, respectivamente), considerados despreziveis (Tabela 16).

Vale salientar a obtencdo do isdmero R. O Gréafico 13 (pagina 67) apresenta o perfil do

ensaio biocatalitico utilizando as duas metodologias para o derivado 6a.

Tabela 16 - Resultados da biotransformagéo da 3-nitro-acetofenona com sementes de Sinapis

alba L.
Sinapis alba L.
3-nitro- Conversao (%) ee (%)
acetofenona
em pH 6,0 42,27 0,63 (S)
em PVP 39,00 10,26 (R)

Fonte: Proprio autor.

Gréfico 13 - Perfil de biotransformacdo do 3-nitro-acetofenona utilizando Sinapis alba como

biocatalisador.

Fonte: Proprio autor.
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Os cromatogramas das Figura 40 e Figura 41 (em pH6,0 e em PVP), pagina 67,

apresentam o perfil das reagdes de biocatéalise utilizando as sementes de mostarda

amarela. A Figura 42 mostra o espectro de massas do produto obtido para o 13-

nitro)—feniletanol, com o pico base em m/z 150 [M — 17 (HO")].

Figura 40 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorredugéo do 1-(3’—nitro)—feniletanol em

pH 6,0.
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Fonte: Proprio autor.
Figura 41 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorredugdo do 1—(3’—nitro)—feniletanol em
PVP.
mAU
] 8 PDA Multi 1
250—j f\;
200 [ 3
: |I \ f\ﬁ
150-] [
] .
1001 e' "‘- \
50_: I‘I‘Il ".‘.\ ‘I‘I,"I
i .;.‘ \ !;'
_ S | S —
i N T = T
— | — | .
10 11 12 13 14 15
min

Fonte: Préprio autor.
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Figura 42 - Espectro de massas do 1-(3’-nitro)—feniletanol.
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Fonte: Proprio autor.

A partir destes resultados conclui-se que os grupos metoxila e nitro, na posicéo
meta, influenciam a estereosseletividade das oxirredutases presentes no complexo
enzimatico de Sinapis alba L., com inversdo da configuracao do alcool (enantidmero R),

diferentemente de todos os outros casos em que foram obtidos o isdbmero S.

4.4.8.3 Derivados -orto substituidos

Foi investigada, também, o efeito de grupos substituintes na posi¢do orto,
tomando como substratos a 2-metoxi-acetofenona (7) e 2-metil-acetofenona (8), no
processo de avaliagdo em biorreducdo. A Figura 43 apresenta os produtos esperados

para as cetonas orto substituidas.

Figura 43 - Produtos esperados da reacéo das cetonas -orto substituidas utilizando as condic8es
da reacdo otimizada.

0 O

(7) R = OCH; (7) R = OCHj
(8) R=CH, (8) R = CHj;

Fonte: Préprio autor.
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Para o 2-metdxi-acetofenona o valor de conversédo foi baixo (6,9 %) na auséncia

de PVP e moderado (29,9 %) na presenca, porém, com 6timos excessos do enantibmero

S em ambos os meios (96,3 e 93,2 %, respectivamente). Os resultados encontram-se

listados na Tabela 17 (pagina 70) e nas Figura 44 e Figura 45 representam o perfil de

ee obtido para ambas as metodologias. A Figura 46 mostra o espectro de massas do

produto obtido para o 1-(2’—metoxi)—feniletanol.

Tabela 17 - Resultados da biotransformagdo da 2-metdxi-acetofenona com sementes de Sinapis

alba L.
Sinapis alba L.
2-metoxi- Conversao (%) ee (%)
acetofenona
em pH 6,0 6,95 96,26 (S)
em PVP 29,87 93,20 (S)

Fonte: Proprio autor.

Gréfico 14 - Perfil de biotransformacdo do 2-metoxi-acetofenona utilizando Sinapis alba como

biocatalisador.

Fonte: Proprio autor.
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Figura 44 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorredugdo do 1-(2°—metdxi)—feniletanol em

pH 6,0.
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Fonte: Proprio autor.

Figura 45 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorreducéo do 1—(2’—metoxi)—feniletanol

em PVP.
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Fonte: Préprio autor.

Figura 46 - Espectro de massas do 1—(2’—metoxi)—feniletanol.
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Fonte: Prdprio autor.
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A série de reacBes para os derivados da acetofenona (1) foi finalizada com a
reacdo de 2-metil-acetofenona. Os valores de ee sdo apresentados na Tabela 18 e nas
Figura 47 (em pH 6,0) e Figura 48 (em PVP). O Gréfico 15 (pagina 72) apresenta o
perfil do ensaio biocatalitico utilizando as duas metodologias para o derivado em
questao.

A reacdo de 2-metil-acetofenona (8) tambem foi investigada com ambas
as metodologias adotadas. Em pH 6,0 ocorreu diminuicdo da conversdo (25,99%),
entretanto, com excelente valor de excesso enantiomérico (>99 %), em comparacdo a
acetofenona. Na presenca de PVP ocorreu dréstica diminuigdo da conversao (5,27 %),
mas ainda com 6tima enantioseletividade (92,0 %), sempre, com formacdo do isémero
S. A Figura 49 mostra o espectro de massas do produto obtido para o 1-(2’-metil)—

feniletanol.

Tabela 18 - Resultados da biotransformacéo da 2-metil-acetofenona com sementes de Sinapis

alba L.
Sinapis alba L.
2-metil- Conversao (%) ee (%)
acetofenona
em pH 6,0 25,99 >99
em PVP 5,27 92,0 (S)

Fonte: Proprio autor.
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Grafico 15 - Perfil de biotransformagdo do 2-metil-acetofenona utilizando Sinapis alba como
biocatalisador.
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Fonte: Préprio autor.

Figura 47 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorreducdo do 1—(2’—metil)—feniletanol em

pH 6,0.
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 48 - Cromatograma (CLAE) do produto da biorredugdo do 1-(2°—metil)—feniletanol em
PVP.
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Fonte: Préprio autor.

Figura 49 - Espectro de massas do 1-(2°—metil)—feniletanol.
100+ T

121

b 145 167 181 186 212 236 255 270 201 308 332342352 364 381 405 421 458 472 400

10 30 50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 4350 470 49

Fonte: Proprio autor.

O espectro de massa (Figura 51) de 8a exibiu M™ 136 correspondente ao pelo
molecular do produto esperado e picos intensos em m/z_121 (M — 15) e m/z 93
compativeis com a estrutura do produto 8a.

Os baixos valores de rendimento dos produtos 7a e 8a podem ser
justificados pelos impedimentos estéricos e efeitos doador de elétrons dos substituintes

em ambos 0s casos nos dois sistemas reacionais.
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4.4.9 Reacdes de biorreducdo com outros compostos carbonilados

As reacOes de biorreducgéo utilizando as sementes de Sinapis alba como fonte de
enzimas foram estendidas ao estudo de outros compostos carbonilcos de outras fungdes
organicas. Foram investigados os aldeidos benzaldeido (9), 4-nitrobenzaldeido (10), 4-
metoxibenzaldeido (11), cinamaldeido (12), a cetona 1-indanona (13) e a amida
benzamida (14), substratos disponiveis no Laboratorio de Biotransformacdes e Produtos
Naturais da UFC, Figura 50.

Figura 50 - Outros compostos carbonilados selecionados para a reacdo com as sementes de

Sinapis alba L.
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Fonte: Proprio autor.

A reducdo biocatalitica de aldeidos constitui um meio para obtencao de alcoois,
0s quais podem ser transformados para a obtencdo de varios produtos importantes para a
industria farmacéutica, agroguimica e cosmética (FERREIRA, 2012). Muitos trabalhos
(ASSUNCAO, 2008; FERREIRA, 2012, ALVES, 2013) ja relataram a maior
reatividade dos aldeidos em relagdo as cetonas. Assim, utilizando as condicGes
determinadas para a reducdo de cetonas (0,05 g de substrato, 15,0 g de biocatalisador,
50,0 mL de tampédo pH 6,0/1g de PVP e agitacdo a 200 r.p.m a 25 °C por 72 h), o
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benzaldeido (9) foi reduzido ao respectivo alcool com rendimentos exelentes (98,18%
em presenca de PVP e >99% em pH 6,0). Os substratos 4-nitrobenzaldeido (10) e 4-
metoxibenzaldeido (11) foram reduzidos aos respectivos alcoois em pH 6,0 com
rendimentos de 67,34% e 25,26%, respectivamente, e com PVP, 66,83% e 8,34%,
respectivamente. O espectro de massas dos compostos 9a, 10a e 1la, estdo

representados nas Figura 51Figura 52Figura 53 respectivamente.

Figura 51 - Espectro de massas do 1-fenilmetanol.
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Fonte: Proprio autor.
Figura 52 - Espectro de massas do 1-(4’—nitro)—fenilmetanol.
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Fonte: Préprio autor.
Figura 53 - Espectro de massas do 1—(4’—metoxi)—fenilmetanol.
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Fonte: Proprio autor.

A adi¢édo de PVP provocou uma diminuicéo na redugdo do 4-metdxibenzaldeido,
relativamente ao 4-nitrobenzaldeido. A presenca dos grupos substituintes interfere na
interacdo enzima substrato e provocou diminui¢do dos valores de conversdo em 10 e 11,
relativamente a 9. Comparando a reatividade dos aldeidos 10 e 11, o substrato com o
grupo retirador de elétrons forneceu um rendimento bastante superior. Os resultados de

conversao para os aldeidos mencionados encontram-se na Tabela 19 (pégina 76).
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Tabela 19 - Resultados da biotransformacdo de aldeidos e outros compostos carbonilados
utilizando Sinapis alba como biocatalisador.

PVP pH 6,0
Aldeidos Conversao (%) ee (%)  Conversao (%) ee (%)
Benzaldeido 98,18 >99
4-nitro-benzaldeido 66,83 67,34
4-metoxi- 8,34 25,26
benzaldeido
Cinamaldeido 53,04; 35,41; 51,32; 27,45;
11,54 21,23
1-indanona 15,25 >99 3,08 >99
benzamida NR NR

Fonte: Proprio autor.

Na reacdo com o cinamaldeido (12) em pH 6,0, a analise do cromatograma CG-
EM demonstrou que ndo houve quimioseletividade com formacao de trés produtos de
reducdo: o alcool 3-fenilprop-2-en-1-ol (12a, 53,00%), resultante de redugdo do grupo
carbonila, o alcool 3-fenilpropan-1-ol (12b, 35,41%), resultante de reducdo dos grupos
carbonila e olefina. E o 3-fenilpropanal (12c, 11,54%). Resultados semelhantes ja
haviam sido reportados na literatura (ASSUNCAO, 2008 e FERREIRA, 2012).
Destaca-se a reducdo obtida na reacdo do cinamaldeido com as sementes de Sinapis
alba, visto que nos trabalhos de Ferreira 2012 e Alves 2013 ocorreu, também, a reagdo
de oxidacdo do aldeido a &cido carboxilico. A reacdo com adicdo de PVP apresentou um
leve aumento no rendimento do 12b e grande diminui¢do no rendimento da reducao do
grupo vinila 12c. A Figura 54 (pagina 74) apresenta os produtos nas duas reacdes e 0s
valores de conversdo encontram-se representados na Tabela 19.
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Figura 54 — Produtos da biorreducdo do cinamaldeido com sementes de Sinapis alba L.
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Fonte: Proprio autor.

O espectro de massas dos compostos 12a, 12b e 12c, estdo representaos nas
Figura 55,Figura 56 Figura 57, respectivamente.

Figura 55 - Espectro de massas do 3-fenilprop-2-en-1-ol.
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Fonte: Proprio autor.

Figura 56 - Espectro de massas do 3-fenilpropan-1-ol.
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Figura 57 - Espectro de massas do 3-fenilpropanal.
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Fonte: Proprio autor.
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A redugdo da a-indanona (13) também foi investigada devido sua importancia
nos produtos farmacéuticos como o Indinavir® (um inibidor da HIV-protease), o
Aricept® (utilizado no tratamento do mal de Alzheimer) e a (+)-indacrinona (controle
da hipertensdo), pois todos esses compostos apresentam o anel indanico (SOUZA,
2012).

Os resultados obtidos na reducdo da 1-indanona foram considerados excelentes
em ambas as metodologias, pois apresentaram excesso enantiomérico de >99 para o
isomero S. No tocante a conversdo, destaca-se a metodologia com PVP (15,25%),
enquanto, em pH 6,0 o valor foi de 3,08%. O espectro de massas, Figura 58, para o 1-

indanol mostra o produto obtido.

Figura 58 - Espectro de massas do 1-indanol.
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Fonte: Proprio autor.

A reacdo da benzamida (14) com o complexo enzimatico também teve sua
atividade avaliada devido sua importancia na area farmacoldgica. Segundo Faraco
(2007) as amidas vicenistatina apresenta atividade antitumoral; fluvirucinas apresenta
atividade contra a influenza A e atividade antiviral; A indolactama-V e benzolactama-
V8, ligam-se a proteina quinase C, ativando-a para a promocao de tumors; o cloridrato
de metoclopramida (plasil) é usada para disturbios do gastro intestinal, nauseas e
vomitos.

Foram utilizadas as duas metodologias para as reaces da benzamida, mas nao

foi observada nenhuma evidéncia de reagéo (Figura 59).

Figura 59 - Espectro de massas da benzamida.
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O Gréafico 16 apresenta o perfil do ensaio biocatalitico utilizando as duas

metodologias para 0s compostos carbonilicos em questao.

Gréfico 16 - Perfil de biotransformacdo dos compostos carbonilados utilizando Sinapis alba
como biocatalisador.
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Fonte: Proprio autor

45 IDENTIFICACAO DE ACIDOS GRAXOS ATRAVES DOS DERIVADOS
METILADOS POR CG/EM

O extrato hexanico foi submetido a reacéo de saponificacdo (KOH/MeOH)
para obtencdo dos sais de acidos graxos livres os quais, apds acidificacdo, foram
esterificados (MeOH/HCI) para produzirem os respectivos ésteres metilicos de &cidos
graxos.

A anélise do cromatograma dos ésteres metilicos mostrou a presenca de oito
acidos graxos (Tabela 20, p. 81) através dos ions moleculares [M]* (consistentes com as
férmulas moleculares respectivas) e correspondentes aos picos com tempos de retencao

(Tr) e percentagens (%) no cromatograma de ions totais (Figura 60).
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Figura 60 — Cromatograma de ions totais dos ésteres metilicos obtidos de &cidos graxos da

Sinapis alba.
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Fonte: Préprio autor.

Tabela 20 - Acidos graxos identificados como ésteres metilicos.

_ ~ TEOR
SUBSTANCIA NOME COMUM Tr (Min) F.M
%) M

L Acido haxadecanoico Acido palmitico 26,87 7,32 56 Ci6H3:0;
! Acido cis-9,cis-12-octadecadientico Acido linoléico 28,12 27,54 80 C1sH30;
: Acido octadecanéico Acido estedrico 28,21 49 " C1gH3602
! Acido 9-octadecenoico Acido oléico 29,93 14,35 - C18H340:
) Acido 6-octadecendico Acido linolénico 30,435 7,52 80 C18H3202
bl

i Acido eicosandico 29,045 4,64 1 C20Ha002
J

, Acido 13-docosanoico Acido erGcico 29,665 27,61 28 C2:H40;
! Acido tetracosan6ico Acido lignocérico 30,52 4,97 o8 C24Ha50;

Tr : Tempo de retengdo; M.M: Massa molar (g mol?); F.M : Férmula molecular; a: nome
comum usado neste trabalho; Fonte: Proprio autor.

Os espectros de massa dos componentes foram comparados com espectros de
massa de ésteres metilicos de 4&cidos graxos registrados na literatura e foram
concordantes com as estruturas propostas, exibindo fragmentos com relacdo m/z
caracteristicos de seus ésteres metilicos (

Figura 61Figura 62Figura 63Figura 64Figura 65,Figura 66Figura 67Figura 68).
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Figura 61 — Ester metilico do acido palmitico.
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Figura 62 — Ester metilico do é4cido linoléico.
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Fonte: Proprio autor.
Figura 63 — Ester metilico do acido estearico.
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Fonte: Proprio autor.

Figura 64 — Ester metilico do acido oléico.
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Figura 65 — Ester metilico do &cido linolénico.
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Figura 66 — Ester metilico do acido eicosandico.
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Figura 67 — Ester metilico do acido erdcico.
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Figura 68 — Ester metilico do acido lignocérico.
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5 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

5.1. BIOCATALISADOR

As sementes de mostarda (Sinapis alba L) foram adquiridas em lojas de

produtos alimenticios no comercio de Fortaleza — Ceara.

5.2 MATERIAL UTILIZADO

As reacdes enzimaticas foram realizadas em mesa agitadora modelo CT-165 da
fabricante CIENTEC; as determinacdes de massas foram realizadas utilizando balanca
analitica SHIMADZU AUY220.

Os solventes utilizados nas reacdes e na purificacdo dos produtos através
de colunas cromatograficas foram de qualidade P.A., de procedéncia comercial da
Synth. O reagente de Bradford utilizado na determinacdo de proteinas foi procedéncia
comercial Sigma Aldrich; o borohidreto de sédio (NaBH.) para a redugdo quimica

convencional foi de procedéncia comercial da PROSYNTH.

5.3 METODOS DE PURIFICACAO E ANALISE

As andlises necessarias para obtencdo dos cromatogramas e espectros, incluindo
técnicas de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), foram realizadas na Central Analitica

do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceara.
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5.1.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia de adsor¢do em camada delgada (CCD) foi realizada utilizando
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 dimensoes de
10x5 cm. Também foi utilizada placas de vidro revestidas com camada
(aproximadamente 0,5 mm de espessura) de silica gel 60 (® = 0,004-0,005 mm), codigo
1094 da marca VETEC. As cromatoplacas, apos eluicdo, foram visualizadas através de
pulverizagdo com solucgdo de vanilina (CgHsOs, 5,0 g) e acido perclérico (HCIOs, 0,75
mol/L, 100 mL) em etanol (C2HsO, 100 ml) seguida de aquecimento a 100°C com
pistola aquecedora da marca Steinel, modelo HL500, por aproximadamente 1 min
(Figura 69).

Figura 69 - Fotografia da CCD da biorreducéo da acetofenona.

Fonte: Proprio autor.

5.1.2 Cromatografia de adsorcdo em coluna (CC)

As colunas cromatogréaficas para purificacdo dos produtos de reacdo
empregaram gel de silica 60 (® = 0,025-0,020mm; cddigo 45 337), como fase
estacionaria, de procedéncia VETEC. O comprimento e didmetro das colunas variaram
de acordo com as quantidades das amostras. Como eluente foi usado diclorometano

puro de qualidade PA da marca Synth.
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5.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A conversdo e 0 excesso enantiomérico dos produtos de biorreducdo da
acetofenona e de seus derivados foram determinados em Cromatografo Liquido de Alta
Eficiéncia (CLAE) Shimadzu LC-20AT, equipado com coluna quiral OD-H (150 x 4,6
mm) e detector UV-Vis Shimadzu SPD-M20A (Figura 70). As andlises foram realizadas
a 30 °C tendo como fase mdvel mistura binaria de Hexano/Isopropanol e conforme e

conforme demais dados registrados na Tabela 21 (pégina 87).

Figura 70 - Fotografia do Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia utilizado nas andlises de

biorreducéo.

Fonte: Préprio autor.
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Tabela 21 - Pardmetros de anélise por CLAE dos substratos utilizados nas reacfes de

biocatéalise.
Fluxo
Fase movel . Tr (min)
Substrato/Produto Coluna Temp. °C (mL/min »
Hex:1IPA ) (Alcoois)
Acetofenona/ 8,97 (R);
) OD-H 30 95:5 0,5
1-feniletanol 11,25 (S)
4-nitro-acetofenona/ 10,54 (R);
) ) OB-H 30 92:8 0,8
1-(4’-nitro)-feniletanol 9,99 (S)
4-bromo-acetofenona/ 19,37 (R);
) OB-H 30 95:5 0,5
1-(4’-bromo)-feniletanol 15,12 (S)
4-fluor-acetofenona/ 10,54 (R);
) OB-H 30 95:5 0,5
1-(4’-fluoro)-feniletanol 8,98 (S)
3-metoxi-acetofenona/ 10,14 (R);
] ] OB-H 30 92:8 0,7
1-(3’-metoxi)-feniletanol 12,93 (S)
3-nitro-acetofenona/ 11,43 (R);
] ] OB-H 30 92:8 0,7
1-(3’-nitro)-feniletanol 12,95 (S)
2-metoxi-acetofenona/ 18,81 (R);
] ] OB-H 30 95:5 0,5
1-(2’-metoxi)-feniletanol 10,59 (S)
2-metil-acetofenona/ 10,62 (R);
] ] OB-H 32 95:5 0,6
1-(2’-metil)-feniletanol 6,67 (S)

Fonte: Proprio autor.

5.1.4 Espectroscopia na Regido do UV/VIS

As medidas de absorbancia na regido do ultravioleta-visivel foram obtidas

utilizando-se um espectrofotometro modelo Spectronic 20 Genesys, Figura 71 (pagina

85). As leituras foram realizadas nos comprimentos de onda determinado para cada

analise, todas em triplicata.
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Figura 71 - Fotografia do espectrofotdmetro modelo Spectronic 20 Genesys.
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Fonte: Préprio autor.

5.1.5 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM)

A andlise dos produtos das reacdes foi realizada em equipamento SHIMADZU
XQP2010 (CG/EM), Figura 72, usando coluna capilar RTX-5MS (30,0m x 0,25mm x
0,30mm), utilizando hélio como gés condutor com fluxo de 1,0 mL/min, operando com
dois gradientes de temperatura, um de 10°C/min (40-180°C) e de 40°C/min (180°-
300°C), com a temperatura de injetor de 250° e do detector de 280 °C.

Figura 72 - Fotografia do CG-EM modelo QP2010 da SHIMADZU

Fonte: Proprio autor.
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6 DETERMINACAO DO TEOR DE PROTEINAS

A determinacdo do teor de proteinas no sistema enziméatico do extrato aquoso
das sementes de Sinapis alba L. Inicialmente, as sementes foram lavadas com solucgéo
de hipoclorito de sédio 5% durante 20 minutos e, posteriormente, com agua destilada.
Em seguida, 15,0 g de sementes em 50 mL de agua destilada em erlenmeyer de 125 mL,
foram mantidas sob agitacdo constante em mesa agitadora a 150 r.p.m por 72 h. O
extrato foi filtrado e submetido determinacdo de proteinas sollveis seguindo

metodologia de Bradford.

6.1.1 Método de Bradford

Inicialmente, foi preparado a solucdo Bradford mediante a dissolucdo de 50 mg
do corante “Comassie Brilliant Blue G 250" (Sigma) em 25 mL de Alcool Etilico. Apos
agitacdo desta solugdo durante 1 h mantendo o erlenmeyer envolto em papel aluminio,
foram adicionados 50 mL de &cido fosférico 85%. O volume foi aferido para 500 mL
com &gua destilada, a solucdo resultante foi filtrada trés vezes em papel de filtro e
acondicionada em frasco &mbar a temperatura ambiente.

O procedimento a seguir, consistiu em adicionar 2,5 mL do reagente de Bradford a
0,1 mL de amostra de extrato vegetal (diluido em 2,9 mL de agua destilada e ap6s 10
minutos foi realizada a leitura de absor¢do em espectrofotdmetro no comprimento de onda
de 595 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata e também um “branco” utilizando 0,1
mL de H.O destilada e 2,5 mL do reagente de Bradford. A quantificacdo foi realizada

utilizando solucgdo aquosa de BSA como padrdo da curva de calibracao.
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7 PROCESSOS BIOCATALITICOS

7.1.1 Procedimento experimental geral utilizando as sementes de Sinapis alba L.

Nas reacGes de biocatlise realizadas, usou-se metodologia proposta por
FERREIRA (2012), com modificagdes. O procedimento inicial foi orientado no sentido
de otimizar os teores de conversdo e de excesso enantiomérico na reacdo de reducédo
usando acetofenona (Figura 73) como substrato modelo, considerando os parametros:
quantidade de biocatalisador, tempo reacional, temperatura, uso de co-solvente e

solugédo tamponante.

Figura 73 - Fotografia das reacdes de biorreducéo utilizando as sementes de Sinapis alba L.
O OH

Sementes

 _d

Sinapis alba L.

Fonte: Proprio autor.

7.1.1.1 Quantidade de biocatalisador

As sementes de Sinapis alba L. foram lavadas com solugdo de hipoclorito de
sodio 5 % por 20 minutos e em seguida com &gua destilada. Separadamente, em
erlenmeyers de 125 mL foram misturados 5,0 g, 10,0 g, 15,0 g, 20,0 g e 25,0 g com 50
mg de substrato e 50 mL de &gua destilada. Os recipientes foram lacrados com plastico
insulfilme e submetidos a agitacdo em mesa agitadora a uma velocidade de 150 r.p.m.
por 72 h. Todas as reacGes foram realizadas em duplicata. Em seguida, a mistura

resultante foi filtrada e do filtrado fez-se extracdo do produto com acetato de etila. O
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produto foi purificado por cromatografia em coluna de gel de silica utilizando
diclorometano como solvente e submetido a anélise por CG-EM para determinacéo da

conversdo e CLAE para verificacdo do excesso enantiomérico.

7.1.1.2 Tempo reacional

As sementes de Sinapis alba L. foram lavadas com solugdo de hipoclorito de
sodio 5 % por 20 minutos e em seguida com agua destilada. Em erlenmeyer de 125 mL,
foram misturados 15,0 g das sementes com 50 mg de substrato em 50 mL de agua
destilada. O recipiente foi lacrado e submetido a agitagdo em mesa agitadora a uma
velocidade de 150 r.p.m. durante os periodos de 12h, 24h, 36h, 48h, 60h, 72 h, 96h e
120h. Todas as reacdes foram realizadas em duplicata. Apds os periodos de agitacdo a
mistura resultante foi filtrada e do filtrado fez-se extracdo do produto com acetato de
etila. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de gel de silica utilizando
diclorometano como solvente e submetido a anélise por CG-EM para determinagdo da

conversdo e CLAE para verificacdo do excesso enantiomerico.

7.1.1.3 Temperatura

As sementes de Sinapis alba L. foram lavadas com solugdo de hipoclorito de
sodio 5 % por 20 minutos e em seguida com agua destilada. Foram pesados 15,0 g das
sementes de Sinapis alba L. em erlenmeyers de 125 mL, juntamente com 50 mg de
substrato e 50 mL de &gua. Os frascos foram lacrados e submetidos & agitacdo em mesa
agitadora a uma velocidade de 150 r.p.m. durante um periodo de 72 h em temperaturas
de 30°C, 35°C, 40°C e 50°C. Todas as reacdes foram realizadas em duplicata.
Posteriormente, a mistura resultante foi filtrada e do filtrado fez-se extragcdo do produto
com acetato de etila. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de gel de
silica utilizando diclorometano como solvente e submetido a analise por CG-EM para

determinacéo da conversdo e CLAE para verificacdo do excesso enantiomerico.
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7.1.1.4 Uso de co-solvente: Isopropanol

As sementes de Sinapis alba L. foram lavadas com solugéo de hipoclorito de
so0dio 5 % por 20 minutos e em seguida com agua destilada. Foram pesados 15,0 g das
sementes de Sinapis alba L. em erlenmeyers de 125 mL, juntamente com 50 mg de
substrato e 50 mL da mistura agua e isopropanol nas seguintes proporcfes (v/v) de
isopropanol: 1%, 2%, 5%, 10% e 15%. Os frascos foram lacrados e submetidos a
agitacdo em mesa agitadora a uma velocidade de 150 r.p.m. durante um periodo de 72 h.
Todas as reacdes foram realizadas em duplicata. Posteriormente, a mistura resultante foi
filtrada e do filtrado fez-se extracdo do produto com acetato de etila. O produto foi
purificado por cromatografia em coluna de gel de silica utilizando diclorometano como
solvente e submetido a analise por CG-EM para determinacdo da conversdo e CLAE

para verificacdo do excesso enantiomérico.

7.1.1.5 Meio tamponante: pH 5,0, 6,0, 7,0 e 8,0

As sementes de Sinapis alba L. foram lavadas com solugdo de hipoclorito de
sodio 5 % por 20 minutos e em seguida com agua destilada. Foram pesados 15,0 g das
sementes de Sinapis alba L. em erlenmeyers de 125 mL, juntamente com 50 mg de
substrato e adicionado a cada erlenmeyer 50 mL de solucdes tampdes, previamente
preparadas a partir de sais acidos (NazHPO4/KH2PO4) com os valores de pH 5,0, 6,0,
7,0 e 8,0. Os frascos foram lacrados e submetidos a agitacdo em mesa agitadora a uma
velocidade de 150 r.p.m. durante um periodo de 72 h. Todas as rea¢Oes foram realizadas
em duplicata. Posteriormente, a mistura resultante foi filtrada e do filtrado fez-se
extracao do produto com acetato de etila. O produto foi purificado por cromatografia em
coluna de gel de silica utilizando diclorometano como solvente e submetido a analise
por CG-EM para determinagdo da conversdo e CLAE para verificagdo do excesso

enantiomérico.
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7.1.1.6 Uso de Polivinilpirrolidona (PVP)

A metodologia de Souza (2012) adotada para esse procedimento foi modificada.
As sementes de Sinapis alba L. foram lavadas com solugéo de hipoclorito de s6dio 5 %
por 20 minutos e em seguida com agua destilada. Foram pesados 15,0 g das sementes de
Sinapis alba L. em erlenmeyers de 125 mL com quantidades variadas de
polivinilpirrolidona (PVP) juntamente com 50 mg de substrato e 50 mL de solugédo
tampéo fosfato pH 6,5. A quantidade de PVP adicionado foi de 1g, 2g, 5g e 10g. Os
frascos foram lacrados e submetidos a agitacdo em mesa agitadora a uma velocidade de
150 r.p.m. durante um periodo de 72 h. Todas as reacGes foram realizadas em duplicata.
Posteriormente, a mistura resultante foi filtrada e do filtrado fez-se extragcdo do produto
com acetato de etila. O produto foi purificado por cromatografia em coluna de gel de
silica utilizando diclorometano como solvente e submetido a analise por CG-EM para

determinacéo da conversdo e CLAE para verificacdo do excesso enantiomerico.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

As reacOes biocataliticas realizadas neste trabalho utilizando as sementes de
Sinapis alba L. como biocatalisador mostraram resultados satisfatorios.

Na reacao a partir de cetonas pré-quirais foram obtidos alcoois com alta pureza
enantiomérica [4-bromo (ee = 98%), 4-fluor e 3-metoxi].

No caso dos substratos cetbnicos com substituintes na posicdo meta foi
observado a formag&o do isdmero S (produto Prelog) em pH 6,0, enquanto o isémero R
(produto anti-Prelog) foi obtido na presenca de PVP.

Além da reducdo dos grupos carbonila das fungfes organicas aldeido e cetona,
foi observado também a reducdo do grupo nitro a funcdo amina na presenca de PVP.
Esta reducdo € interessante pois compostos contendo grupo nitros sdo toxicos e
resistentes a biodegradacao.

Em resumo as sementes da planta em estudo demostraram alto potencial para a
preparacdo de intermedidrios na sintese de produtos das inddstrias farmacéutica,

agromguimica e cosmeética.
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