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"Na natureza nada se cria nada se perde tudo
se transforma.” (Antoine Lavoisier).


http://pensador.uol.com.br/autor/antoine_lavoisier/

RESUMO

A presente pesquisa objetivou-se em Verificar o potencial biotecnoldgico dos vegetais
nativos da flora do Macico de Baturité-Ce, particularmente em amostras de frutos como
morango e coco, e também talos do mamoeiro como fontes de enzimas oxirredutases e
hidrolases. Os termos biocatalise ou biotransformacéo, de maneira geral, abrangem o processo
em gue um catalisador bioldgico € utilizado para a conversdo de um substrato em um nimero
limitado de etapas enzimaticas. O emprego de biocatalisadores em processos reacionais
diminui alguns impactos ambientais como, por exemplo, a polui¢do das &guas, do solo e do ar
causados pelos processos convencionais, dessa forma, constitui-se em uma poderosa
ferramenta para a chamada quimica ecologicamente correta, a quimica verde. Sendo assim,
torna-se necessario um estudo aprofundado sobre o potencial biocatalitico das espécies
existentes na flora do Macico de Baturité-Ce. Para isso, foram estudadas as seguintes espécies
botanicas como fontes de biocatalisadores: O mamoeiro (Carica papaya) da familia
Caricaceae, 0 morangueiro (Fragaria Vesca L.) pertencente a familia Rosaceae e o coqueiro
(Cocos nucifera L) da familia Arecaceae. Para a realizacdo das reacdes de reducdo dos
substratos (200 mg de acetofenona e 200 mg de benzaldeido) foram utilizados como
biocatalisadores as amostras dos frutos do morango e talos do mamoeiro in natura (na forma
de células integras, isto &, o extrato liquido obtido a partir desses vegetais). Para as reacdes de
acetilacdo do linalol, as células dos referidos vegetais foram utilizadas na forma imobilizada
com a finalidade de testar a atividade catalitica das mesmas. Os suportes utilizados para
imobilizacdo das células foram as esferas de poliacrilamida obtidas comercialmente. Os
rendimentos de imobilizacdo obtidos foram 95% de enzimas presentes nas células
imobilizadas dos talos do mamoeiro e 92,9% de enzimas presentes nas células imobilizadas
dos frutos do morango. Para as reac6es de reducdo e hidrolise do substrato 4-nitroacetanilida
utilizou-se como biocatalisador a dgua de coco. Os resultados obtidos a partir das reacoes
apresentadas foram: 1-feniletanol e alcool benzilico, resultantes da biorreducdo dos substratos
acetofenona e benzaldeido. Obteve-se uma conversdo em massa de 112mg (56%) do alcool
formado a partir do benzaldeido e uma conversdo de 90mg (45%) do alcool formado a partir
da acetofenona e um excesso enantiomérico (e.e) de 97% usando os talos do mamoeiro como
biocatalisador. Nas reacfes em que os frutos do morango foram utilizados como
biocatalisador, obtiveram-se os produtos reduzidos com uma conversdo em massa de 96mg
(48%) do alcool formado a partir do benzaldeido e uma conversao de 62mg (31%) do alcool

formado a partir da acetofenona e um e.e. de 97%. A sintese do 1-feniletanol e do alcool



benzilico é importante para muitos sectores industriais, e esses alcodis podem ser aplicados
nas mais diversas areas como, por exemplo, na industria farmacéutica, de cosméticos,
perfumaria e agroquimica. E quando preparados por métodos biotecnoldgicos, como 0s
propostos nesta pesquisa, podem ser aplicados também na industria de alimentos e aromas
naturais. A obtengdo de excesso enantiomeérico (ou de apenas um Unico enantibmero) é
vantajosa quando o enantibmero em excesso é 0 que apresenta a atividade desejada. As
reacOes enantiosseletivas sdo importantes em varios setores industriais, pois em muitos casos
apenas um dos enantidmeros produzidos apresenta atividade desejada, sendo que o outro pode
ser inativo ou até mesmo apresentar um efeito indesejado. Para as células imobilizadas foi
possivel obter produtos a partir da bioconversdao de 200 mg de linalol. Obteve-se 35% de
acetato de linalila utilizando as células imobilizadas dos talos do mamoeiro como
biocatalisadores e 30% de acetato de linalila empregando as células imobilizadas dos frutos
do morango. A sintese do acetato de linalila € importante principalmente para as inddstrias de
cosmeéticos e perfumaria, onde se destaca sua acdo como fixador de aromas em perfumes. Os
rendimentos obtidos das reacGes de reducdo e hidrolise da 4-nitroacetanilida mostraram-se
majoritarios para a sintese da 4-aminoacetanilida (52,2%) obtida a partir da reducdo do
substrato 4-nitroacetanilida. Obteve-se também outro produto a 4-nitroanilina com
rendimento de 40,30% resultante da hidrolise deste substrato. A biotransformacgdo da 4-
nitroacetanilida constitui-se numa rota essencial de obtencdo de precursores que podem ser
utilizados na preparacdo de compostos ativos, como os anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINE’s). Apesar da maioria dos rendimentos obtidos serem inferiores a 50%, 0s
biocatalisadores empregados, por exemplo, na conversao dos compostos quirais (como no
caso da acetofenona) mostraram-se bastantes seletivos, chegando atingir excessos
enantiomeéricos de 97%, desta forma, esses biocatalisadores podem ser empregados na
obtencdo de substancias enantiomericamente puras, ou quase puras. Quanto a agua de coco,
verificou-se que a mesma possui potencial enzimatico que possibilita seu emprego na

industria farmacéutica como, por exemplo, na preparacdo de compostos ativos.

Palavras-chave: vegetais. Biotecnologia-Biocatalise. Macico de Baturité-Ce.



ABSTRACT

The present research aimed to verify in the biotechnological potential of native
vegetables from maci¢o do Baturité’s (CE), particularly in samples of fruits like Strawberry,
coconut, and papaya stalks as well as sources of oxiredutases enzymes and Hydrolase. The
terms or biotransformation, Biocatalysis in General, covering the process in which a
biological catalyst is used for the conversion of a substrate in a limited number of enzymatic
steps. The use of biocatalysts in reactional processes decreases some environmental impacts,
such as pollution of water, soil and air caused by conventional processes thus constitutes a
powerful tool for the so-called eco-friendly chemistry, green chemistry. Therefore, it is
necessary an in-depth study on the potential biocatalytic of existing species in the flora of
macico do Baturité-Ce. For this, the following botanical species were studied as sources of
biocatalysts: the papaya (Carica papaya) in the family Caricaceae, the strawberry (Fragaria
Vesca 1.) belongs to the family Rosaceae and the coconut palm (Cocos nucifera I.) of the
Arecaceae family. To carry out the reduction reactions of substrates (200 mg of benzaldehyde
and/or acetophenone) were used as biocatalysts samples of the fruits of strawberry and stems
of papaya in natura (in the form of healthy cells, i.e. liquid extract obtained from these
vegetables). For acetylation reactions of linalool, the cells of these plants were used in way
immobilized for the purpose of testing the catalytic activity. The brackets used for
immobilization of cells were at polyacrylamide beads obtained commercially. The yields
obtained were 95% of enzymes present in the immobilized cells of stems of papaya and
92.9% of enzymes present in the cells immobilized the fruits of the strawberry. For the
reactions of reduction and hydrolysis of 4-nitroacetanilida used as biocatalyst coconut water.
The results obtained from the reactions shown were: 1-feniletanol and benzyl alcohol,
resulting from the biorreduction of acetophenone and benzaldeido substrates. It was obtained
a mass conversion to 112mg (56%) of the alcohol formed from benzaldehyde and a cast of 90
mg (45%) of the alcohol formed from acetophenone and enantiomeric excess (e.e.) of 97%
using the papaya stalks as biocatalyst. The reactions in which the fruits of strawberry were
used as biocatalyst, reduced products were obtained with a mass conversion of 96mg (48%) of
the alcohol formed from benzaldehyde and a conversion of 62 mg (31%) of the alcohol
formed from acetophenone and a e.e. of 97%. The synthesis of 1-feniletanol and benzyl
alcohol is important to many industrial sectors, and these alcohols can be applied in various
areas such as, for example, in the pharmaceutical industry, cosmetics, perfumery and

agrochemical. When prepared by biotechnological methods such as those proposed in this



research, can be applied also in the food industry and natural flavours. Obtaining of
enantiomeric excess is advantageous when the enantiomer in excess is what presents the
desired activity. For the immobilized cells was possible to obtain products from the
bioconversion of 200 mg of linalool. Obtained 35% of linalyl acetate using immobilized cells
of papaya stalks as biocatalysts and 30% of linalyl acetate using immobilized cells of the fruit
of the strawberry. Synthesis of linalyl acetate is very important, primarily for cosmetic and
perfumery industries, where its action as aroma fixative in perfumes. The yield obtained from
the reactions of reduction and hydrolysis of the 4-nitroacetanilide were for the synthesis of
majority 4-aminoacetanilide (52.2%) obtained from the reduction of 4-nitroacetanilide. Also
obtained another product to 4-nitroaniline with 40.3% yield resulting from the hydrolysis of
this substrate. The biotransformation of 4-nitroacetanilide is a alternative pathway for the
production of precursors that could be used in the preparation of active compounds, such as
non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID's). Although the majority of the revenue
obtained be below 50, the biocatalysts employees, for example, the conversion of Chiral
compounds were selective enough, getting hit e. e. of 97%, and can thus be employed in
obtaining enantiomericamente pure substances or almost pure. Regarding coconut water, it
was found that the same enzyme that enables potential has your job in the pharmaceutical

industry as, for example, in the preparation of active compounds.

Keywords: vegetables. Biotechnology-Biocatalysis. Macico do Baturite.
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1. INTRODUCAO

A presente pesquisa retrata a questdo do uso de vegetais em biotecnologia, mais
precisamente em processos biocataliticos. A necessidade do uso de vegetais em biocatalise
surge da caréncia de biocatalisadores em alguns paises que ndo tém como utilizar esses
reagentes cataliticos devido ao seu custo elevado, e na maioria das vezes precisam ser
importados de outros paises (CORDELL, et al., 2007). Deste modo, estudos sdo realisados
nessa area tendo em vista o potencial catalitico das enzimas presentes nos vegetais (BARON,
2008; BISATTO, 2012; FERREIRA, 2008; LOPES, 2013), uma vez que 0 emprego desses
biocatalisadores em processos reacionais diminui alguns impactos ambientais como, por
exemplo, a poluicdo (das aguas, do solo e do ar) causada pelos processos convencionais.
Além disso, realizar reacdes com compostos organicos utilizando apenas enzimas encontradas
em vegetais € de grande relevancia para a quimica organica e para o desenvolvimento em
novas tecnologias, contribuindo para o conhecimento em Biotecnologia (CORDELL 2007;
JESUS et al., 2013). Por outro lado, a utilizacdo de reacdes biocataliticas em processos
industriais podera constituir-se em uma poderosa ferramenta para a chamada “quimica
ecologicamente correta”, a quimica verde (CORDELL et al., 2007). Essas reacfes séo de
extrema importancia no desenvolvimento de feroménios, nas inddstrias alimenticias e de
biocombustiveis, e no caso particular das reacdes propostas nesta pesquisa, podem ser
aplicadas na producdo de medicamentos e cosméticos, e desta forma, poderao contribuir para

as areas ambientais, farmacéuticas e industriais (ASSUNCAO et al., 2008).
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1.1.0BJETIVOS

Geral
Verificar o potencial biotecnoldgico dos vegetais nativos da flora do Macico de
Baturité-Ce, particularmente em amostras de frutos, morango e coco, e também talos do

mamoeiro como fontes de enzimas oxirredutases e hidrolases.

Especificos

e Selecionar os vegetais;

e Investigar as atividades biocataliticas desses vegetais;

e Imobilizar as células, presentes nos vegetais através de suporte polimérico, as esferas
de poliacrilamida;

e Analisar os produtos obtidos (alcodis, acetato de linaloila e aminas) por métodos

espectroscopicos.

1.2.0rganizagéo do trabalho:

Este trabalho esta dividido em oito sec¢des:

Além desta que introduz ao mesmo, a segunda se¢do apresenta um panorama acerca
da sustentabilidade, quimica verde e suas implicacOes na &rea da quimica e quimica organica.
Tendo em vista o critico cenario ambiental, esta secdo expde os beneficios que a aplicacdo da
quimica verde nos varios processos de producdo quimica causa ao meio ambiente.

Na terceira secdo é feita uma abordagem sobre biotecnologia e biocatéalise. Sao
apresentados também nesta secdo os tipos de catalisadores bioldgicos e sua revolucdo nos
processos quimicos. E mostrado ainda nesta se¢o, uma tabela comparativa entre os dois tipos
de biocatalisadores mais empregados nas rea¢fes quimicas.

Na quarta secdo sao feitas as consideracdes botanicas. S&o apresentados neste item 0s
vegetais que foram utilizados na pesquisa, Carica papaya (mamé&o), Fragaria vesca
(morango) e Cocos nucifera L. (coco). Sdo mostradas ainda nesta se¢éo algumas aplicagdes
biocataliticas dessas espécies.

A quinta secdo mostra as metodologias empregadas na realizagcdo dos experimentos.
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Na sexta se¢do sdo apresentados os resultados obtidos de cada experimento realizado,
fez-se uma breve discusséo entres esses resultados e os encontrados na literatura. Mostrou-se
também algumas areas de aplicacdo dos compostos que foram sintetizados nessa pesquisa.

Na sétima secdo sdo feitas as consideracdes finais da pesquisa, e na oitava e Ultima

secdo séo apresentadas as referéncias utilizadas para desenvolver este trabalho.
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2. LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

2.1.SUSTENTABILIDADE E QUIMICA VERDE

2.2.Sustentabilidade

A maioria das sociedades a nivel mundial ainda adotam modelos de desenvolvimento
que se caracterizam por tecnologias obsoletas, poluentes e intensivas em energia elétrica. Um
desses modelos pode ser facilmente visualizado nos processos de producdo quimica que
geram indimeros inconvenientes, como por exemplo, a formacdo de subprodutos toxicos que
contaminam ndo apenas o ambiente como o préprio homem (POLIAKOFF et al., 2002).
Consequentemente, questdes relacionadas a preservacdo do meio ambiente e sustentabilidade
ganharam forca e vém sendo debatidas cada vez mais & nivel mundial com a finalidade de
alertar, impor medidas corretivas aos responsaveis pelo desequilibrio ambiental e propor
novos meios de producdo, principalmente de producdo quimica. Um desses novos meios de
producdo que a visdo sustentavel prople, é que seria desejavel que os materiais fossem
produzidos a partir de recursos renovaveis e que, ao final de sua utilizacdo, fossem passiveis
de reciclagem ou facilmente biodegraddveis em substancias inofensivas ao ambiente
(FERREIRA et al., 2013).

2.3.Quimica Verde

Atualmente a Quimica vem trabalhando com a concepcdo de uma ciéncia
ambientalmente mais recomendavel. Este fato requer uma nova conduta quimica para o
aprimoramento dos processos reacionais, com o objetivo fundamental da geracdo cada vez
menor de residuos e efluentes tdxicos, bem como da menor producdo de gases indesejaveis ao
ambiente (CLARK, 1999; TUNDO et al., 2000). Este novo caminho delineado pela quimica €
denominado quimica sustentavel ou quimica verde, que incentiva uma producdo mais limpa e
com menos poluentes industriais, garantindo que os fabricantes assumam uma maior
responsabilidade para os produtos que produzem (FERREIRA et al., 2013). Além disso, a
"Quimica Verde" tornou-se uma area da quimica aliada a saude humana, por isso sua pratica
vem sendo incentivada pela academia de pesquisa, inddstria e governo (NAVARRO et al.,
2005).
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A necessidade de reacGes ambientalmente amigéveis é tdo importante que a atitude
ecofriendly consciente fez com que os quimicos Paul Anastas e John C. Warner postulassem
0s 12 (doze) principios da Quimica Verde (ANASTAS; WARNER, 1998) sendo alguns deles
empregados nesta pesquisa, como por exemplo, o primeiro principio referente a prevencéo, o
terceiro sintese de produtos menos perigosos, o quarto modelo de produtos seguros, 0 oitavo

minimizagdo da formacao de subprodutos e o nono principio referente a catalise.

3. BIOTECNOLOGIA E BIOCATALISE

3.1.Biotecnologia

A biotecnologia pode oferecer beneficios econdmicos e ambientais para a industria
quimica e tem um grande potencial para alcancar a producdo sustentdvel de produtos
existentes e novos a partir de matérias-primas renovaveis (CONTIERO et al., 2012). As
limitacGes existentes na obtencdo de produtos e intermediarios de interesse industrial estdo
associadas aos tipos de catalisadores quimicos empregados, que sao pouco versateis e exigem
altas temperaturas para atingir razodvel velocidade de reacdo (MENDES et al., 2011). Além
disso, estes catalisadores possuem baixa especificidade, geralmente fornecem produtos de
composicdo quimica mista ou produtos contaminados e requerem uma etapa posterior de
purificacdo (HASAN et al., 2006). Os biocatalisadores (enzimas ou células) por sua vez,
atuam em condi¢Oes suaves de temperatura, pH e pressdo, atingindo velocidades de reacéo
bastante superiores aquelas obtidas em presenca de catalisadores quimicos convencionais
(KRAJEWSKA, 2004). Este comportamento permite uma reducao no custo final do processo
e evita a formacdo de subprodutos indesejaveis (MENDES, 2011). Além disso, devido a sua
elevada especificidade, maior rendimento do processo pode ser atingido, pode-se obter
produtos biodegradaveis e reduzir a quantidade de residuos gerados (CASTRO et al., 2004).
Outro aspecto importante € que muitas enzimas conseguem promover a transformacao de
varios substratos em produtos dificilmente obtidos por rotas quimicas ou ainda atuar em
reacOes nas quais ndo existem alternativas quimicas viaveis (OLIVEIRA; MANTOVANI,
2009). A producédo biotecnologica de substancias quimicas € também menos agressiva ao
meio ambiente (CONTIERO et al., 2012). Nesse contexto, o enfoque biotecnolégico vem se
apresentando como uma opg¢ao promissora para sua exploracdo em diversos tipos de reagoes
(HASAN et al., 2006).
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3.2.Biocatalise

As reacOes biocataliticas sdo realizadas empregando-se enzimas isoladas ou células
integras de organismos vivos (como plantas) ou micro-organismos (leveduras, bactérias e
fungos) (DE CONTI et al., 2001; ZANOTTO, 2003; OLIVEIRA; MANTOVANI, 2009).
Esses biocatalisadores apresentam caracteristicas que os diferenciam dos catalisadores
quimicos, e estdo intrinsecamente ligados aos principios da Quimica Verde (LENARDAO et
al., 2003). Uma dessas caracteristicas € a eficiéncia catalitica que possuem que em geral, é
muito maior do que a dos catalisadores sintéticos, devido ao seu alto grau de especificidade
tanto para o substrato quanto para as reac6es que catalisam (FABER, 1997).

Olhando para o biocatalisador é importante avaliar se o conjunto enzimatico a ser
explorado constitui uma célula integra ou um extrato enzimatico puro ou parcialmente
purificado. Entre as vantagens em utilizar enzimas isoladas puras ou parcialmente purificadas
estdo a alta especificidade, maior produtividade e facilidade de isolamento dos produtos. Por
outro lado, os processos que utilizam células integras em geral sdo de baixo custo e
especialmente interessantes para aplicacdo em sistemas dependentes de cofator, pois a prépria
celula possui a maquinaria para promover a regeneragdo (FABER, 1997).

Atualmente, a biocatalise € um dos processos mais promissores para a sintese de
compostos de alto valor agregado e as enzimas e células sdo os biocatalisadores mais
frequentemente utilizados (DIAS et al., 2012) . Esses biocatalisadores apresentam vantagens

e desvantagens (Tabela 1).
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Tabela 1. Vantagens e Desvantagens no uso de Células ou Enzimas Isoladas.

Biocatalisador Forma Vantagens Desvantagens
Qualquer Alta especificidade; melhor Custo Elevado;
produtividade devido a maior ~ Necessidade de cofatores
tolerancia de concentracgdes; (algumas);

Dissolvida  Alta atividade enzimatica

Enzimas em agua
Suspensa Fécil manipulacéo;
em Facil recuperacdo da enzima
solventes
organicos
Imobilizada Facilidade de Isolamento dos
produtos;
Facil recuperacdo da enzima
Qualquer Baixo Custo;
Ndo ha necessidade de
recuperacao de cofatores.
Células

Células em Alta atividade
crescimento

Células Reutilizacdo de células
imobilizadas

Disponibilidade em alguns casos;

Necessidade de extracdo;
Possiveis reacdes laterais.

Atividade reduzida

Perda de atividade durante a
imobilizag&o.

Baixa Tolerancia a substratos e
solventes Organicos;
ReacOes paralelas devido ao
metabolismo celular;
Baixa produtividade.

Formacdo de subprodutos

Baixa atividade

Fonte: RISCH (2007); FABER (2000).

Uma das grandes vantagens em se utilizar células integras de organismos vivos em

processos reacionais é o fato de ndo necessitar do uso de cofator, ja que as mesmas sdo fontes

de cofator, que é um produto muito caro, e 0 processo de reciclagem do mesmo ¢é realizado

automaticamente pela célula, para obtengédo do produto final (YAN et al.,2011; BARBIERI et

al., 2001).

Os biocatalisadores utilizados nesta pesquisa foram as células dos vegetais propostos,

uma vez que ndo dispunhamos de maquinaria necessaria para isolar e/ou purificar as enzimas

presentes nestes vegetais. As células foram utilizadas na forma integra e na forma

imobilizada.
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4. CONSIDERACOES BOTANICAS

O local escolhido para a coleta dos vegetais foi o Macico de Baturité-Ce
(especificamente os municipios de Acarape e Redencéo) localizado no sertdo central cearense.

O Nordeste brasileiro apresenta condic¢@es climaticas favoraveis ao cultivo de diversas
espécies frutiferas de origem tropical. Por esta razdo, espécies como a Carica papaya
(maméo), Fragaria vesca (morango) e Cocos nucifera L. (coco) sdo cultivadas nessa regido.

A seguir, estdo apresentadas as espécies vegetais e seus respectivos frutos e estruturas

(talos do mamoeiro) utilizados na pesquisa:

4.1.Carica Papaya (mamao)

O mamoeiro (Carica papaya) é uma planta muito comum em regides de clima tropical
e subtropical. Foi descoberto na regido entre o sul do México e o norte da Nicaragua e
introduzido no Brasil, em 1587, devido ao clima favoravel. Esta espécie pertencente a classe
Dicotyledoneae, subclasse Archichlamydeae, ordem Violales, subordem Caricineae, familia
Caricacea e género Carica (VENTURINI et al., 2012).

Quanto a sua composicdo quimica, 0 mamdo € uma importante fonte nutritiva,
riquissima em vitamina A, C, potassio, acido félico, niacina, tiamina, riboflavina, ferro, calcio
e fibra (PECANHA, 2010).

A planta do mamoeiro é cultivada também para produzir papaina, uma importante
enzima proteolitica, conhecida como lipase do latex de Carica Papaya (PAQUES e
MACEDO, 2006) encontrada no latex dos frutos verdes. Acredita-se que o0s talos do
mamoeiro contém também quantidades significantes desta enzima, uma vez que 0S mesmos
foram empregados na racdo de transesterificacdo proposta por Jesus et al. (2012) que
utilizaram as enzimas imobilizadas das células integras dos talos do mamoeiro na producéo do
biodiesel obtendo rendimento de 34,7%.

Além da papaina, os talos do mamoeiro possuem também enzimas oxirredutases. Este
fato pode ser comprovado por meio das pesquisas que tém sido realizadas empregando-se
essas estruturas nas reacdes de reducdo de compostos carbonilicos (FONSECA et al., 2012;
JESUS et al., 2012).
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Na presente pesquisa, foram utilizadas as enzimas oxirredutases (especificamente as
desidrogenases) presentes nas células dos talos para catalisarem as reacdes de reducdo dos

substratos propostos (benzaldeido e acetofenona).

4.2.Morango (Fragaria Vesca L.)

O morangueiro € uma planta cultivada em todos os continentes, especialmente nos
Estados Unidos, Espanha, Japdo, Italia, Coréia do Sul e Polénia (CASTRO, 2003).

A planta do morango pertence a familia Rosaceae, subfamilia Rosoideae, tribo
Potentilleae, género e espécie Fragaria (RESENDE et al., 1999).

Quanto a sua composicdo quimica, 0 morango € um fruto rico em vitamina C,
flavonoides, vitamina B5 (Niacina) e Ferro (SANTI; COUTO, 2011). Também € rico em
frutose e sacarose e pobre em carboidratos. E boa fonte de folato e potéassio. Possui poucas
calorias.

Assim como nos talos do mamoeiro, uma das classes enzimaticas presentes no fruto do
morango € a classe das oxirredutases (desidrogenases). Fonseca et al., (2013) verificaram a
atividade desta enzima na reacdo de biorreducdo da acetofenona, obtendo um rendimento de
70, 2% de 1-feniletanol.

Provavelmente, devido ao fato do morango fazer parte da cadeia alimentar tem sido
pouco empregado em processos biocataliticos, pois € mais viavel utilizar estruturas que nao

facam parte da cadeia alimentar.

4.3.Cocos nucifera L. (coco)

O coqueiro pertence a classe Monocotyledoneae, ordem Palmales, familia Arecaceae,
subfamilia Cocoideae e género Cocos. Este género apresenta apenas a espécie Cocos nucifera
L., constituida por dois grupos, o Nana (coqueiro ando) e o Typica (coqueiro gigante)
(AZEVEDO, 2014).

Em relagdo a sua composic¢ao quimica, o coco é um fruto rico em fésforo, ferro, sodio,
calcio, potassio e varios outros minerais. Tambem contém proteinas, gorduras, e € muito rico
em carboidratos (CHUMBIMUNI-TORRES; KUBOTA, 2006).

As enzimas peroxidase (POD) e Polifenol oxidase (PPO) estdo presentes na agua de
coco, assim como em varios outros vegetais (DUARTE et al., 2002). Estudos vém mostrando

que estdo presentes também na agua de coco as enzimas hidrolases (esterases e amidases) e
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desidrogenases cujos potenciais de hidrolise e reducdo foram testados e verificados em
algumas pesquisas como, por exemplo, na pesquisa desenvolvida por Fonseca et al., (2007)
verificaram o potencial da dgua de coco como agente biocatalisador em reacdes organicas,
obtendo resultados satisfatorios: 61% de citronelol (resultante da biorreducédo do citral), 66%
de &cido butanodico (resultante da hidrolise do butanoato de etila) e 99% de p-aminofenol
(produzido a partir da hidrélise da hidroxiacetanilida).

Na presente pesquisa foram empregadas as enzimas desidrogenases e amidases
(presentes nas células da agua de coco) para a reacdo de bioconversdo do substrato proposto

(4-nitroacetanilida).

5. MATERIAIS E METODOS
5.1.0btencéo dos Vegetais

As amostras dos frutos das espécies Cocos nucifera L. (coco) figura 1, e Fragaria
vesca (morango) figura 2, foram coletadas em um sitio localizado no municipio de Acarape.
Este municipio esta localizado a uma altitude de 80m, longitude 38° 42’ 30” W, latitude 04°
13’ 27"S e possui uma &rea compreendida a 136,5 Km? Os talos do mamoeiro (Carica
papaya) figura 3 por sua vez foram coletados no municipio de Redencéo, na fazenda da
universidade. O municipio de Redenc&o possui uma superficie de 240,7 Km?, latitude 04° 13’
33”8, longitude 38° 43’ 50”"W e altitude de 88m & nivel do mar.
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Figura 1: Coco Figura 2: Morangos Figura 3: Talos do

Mamoeiro

5.1.1. Células integras dos talos do mamoeiro e dos morangos

Usando metodologia adaptada de literatura (MACHADO et al., 2006; FONSECA et
al., 2009; BERTINE et al., 2012) inicialmente para a eliminacdo de interferentes como, por
exemplo, enzimas microbianas, as amostras vegetais (talos do mamoeiro e morango) foram
submetidas a uma solucdo de hipoclorito de sodio 4% por vinte (20) minutos e em seguida
colocadas em repouso por dez (10) minutos em agua destilada. Feito isto, cortou-se amostras
em pequenos pedacos (cerca de 1 centimetro de comprimento) e preparou-se 0s seus extratos
celulares utilizando para este fim 140 mL de solvente orgénico (acetato de etila para extragédo
dos materiais enzimaticos) para 20 g de cada amostra vegetal.

Posteriormente fez-se a determinacdo proteica dos extratos (dos talos de mamoeiro e
dos morangos) pelo método de Bradford, resultando em aproximadamente 0,18 mg de

proteina presente nos frutos do morango e 0,2 mg de proteina presente nos talos do mamoeiro.
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5.1.2. Reag0es com células integras dos talos do mamoeiro e dos morangos

e Biorreducgéo da acetofenona e do benzaldeido

A metodologia utilizada foi adaptada de literatura (FONSECA et al., 2009; JESUS et
al.,, 2013). Preparou-se as misturas reacionais utilizando 200 mg de cada substrato
(benzaldeido e acetofenona) para cada extrato celular obtido anteriormente. Adicionou-se as
misturas resultantes 140 mL de &gua destilada.

As condicOes reacionais foram em pH 7,6, com temperatura de 27°C, agitacdo de 150

r.p.m. em agitador orbital e tempo de reacdo 72 horas.

5.1.3. Extracao e Isolamento

Terminado o tempo reacional, as misturas foram coletadas, extraidas com solvente
orgénico (20 mL de acetato) e desidratadas com sulfato de sodio anidro. As fases organicas
desidratadas foram colocadas cada uma em um baldo e concentradas sob pressdo reduzida. Os
residuos obtidos foram separados por filtragdo numa coluna curta de silica gel, utilizando-se
como eluentes o acetato de etila e 0 hexano numa proporgéo de 2:8, porque com base nas
literaturas consultadas (FONSECA et al., 2009; JESUS et al., 2013) essa mistura de eluentes

foi a que melhor separou 0s componentes das misturas em questéo.

5.1.4. Imobilizacdo das células presentes nos frutos do morango e nos talos do

mamoeiro

O tipo de suporte de imobilizacéo utilizado nesta pesquisa foi o gel de poliacrilamida,
que tem sido empregado com sucesso em algumas pesquisas (ELLAIAH et al., 2001, JESUS
etal., 2013).

Utilizou-se este suporte da forma como foi adquirido no mercado, ou seja, ja pronto
(em forma de microesferas) por isso ndo houve necessidade de prepara-lo. A utilizacdo dessas
esferas nos processos de imobilizagdo é vantajosa, porque sao de facil aquisicao e baixo custo.

Preparou-se novos extratos celulares dos vegetais (frutos do morango e talos do

mamoeiro) para o processo de imobilizagdo usando a mesma metodologia acima apresentada.
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A metodologia empregada no processo de imobilizacdo foi adaptada de literatura
(SILVA et al., 2008; MENDES, 2011; JESUS et al., 2013). Sendo assim, para imobilizagdo
das células utilizou-se o processo de Kalogeris (KALOGERIS et al., 2006). Primeiramente,
uma leitura no espectrofotdometro de UV foi efetuada a partir dos extratos celulares (de
morangos e talos do mamoeiro) para determinar o teor (LO = 0,9%) total de proteinas dos
talos do mamoeiro e teor (LO = 0,7%) total de proteinas dos morangos através de uma curva
de calibracdo obtida utilizando solucdes padrdes de albumina bovina. Aos extratos celulares,
foram adicionadas as microesferas de poliacrilamida para imobilizacdo das células (Figura
4a). Este processo durou 24 horas (tempo necessario para absor¢do dos extratos pelas
microesferas de poliacrilamida) e ocorreu a temperatura de 27°C e pH 7,6.

Terminado o tempo de imobilizacdo, as esferas foram separadas por filtracdo e a partir
dos filtrados (de talos do mamoeiro e morangos) efetuou-se leituras no espectrdmetro. Os
valores dessas leituras L1= 0,045% (para o filtrado dos talos do mamoeiro) e L1= 0,05%
(para o filtrado dos morangos) foram divididos pelos valores das primeiras leituras (LO) e
multiplicados por 100, obtendo-se assim, a percentagem de proteinas nao imobilizadas (Lni =
5% para os talos do mamoeiro e Lni = 7,1% para 0s morangos), como mostra a formula
abaixo. As percentagens obtidas foram subtraidas de 100 fornecendo a percentagem (95,0%)
de enzimas presentes nas células imobilizadas dos talos do mamoeiro e 92,9% de enzimas

presentes nas celulas imobilizadas dos morangos.
Lni = L1 100
n1 = Lo X

Terminado este processo, as esferas foram colocadas em placas de petri e postas em
estufa bioldgica com temperatura controlada de 40° C, para serem desidratadas sem risco de

desnaturacédo (Figura 4b).
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Figura 4a: Esferas das Figura  4b:  Esferas

poliacrilamidas incorporadas incorporadas e secas.

5.1.5. ReacGes com células imobilizadas dos frutos do morango e dos talos do

mamoeiro

e Reacdo de acetilacao do linalol

As células imobilizadas, foram empregadas nas reacdes de acetilacdo do linalol,
utilizando para este propoésito 200 mg de linalol, 148 mg de anidrido acético, 20 mL de
hexano e 100 mg de esferas imobilizadas e desidratadas. Posteriormente as misturas
reacionais resultantes foram postas sob agitacdo a 150 rpm, a temperatura de 30°C durante 72
horas de reacéo.

Terminado o tempo reacional, as misturas foram extraidas com acetato de etila e secas
com sulfato de sédio anidrido. As fases organicas devidamente secas, foram colocadas (cada
uma) em um baldo e concentradas sob presséo reduzida em rota-evaporador rotativo.

Infelizmente nesta pesquisa as células imobilizadas empregadas nos processos
reacionais ndo foram reutilizadas, desta forma, ndo se pode testar a capacidade de reutilizacéo
das mesmas. E também utilizou-se apenas as células que foram imobilizadas e desidratadas, o
que impossibilitou comparar a eficiéncia catalitica destas frente as ndo desidratadas. Sendo
assim, espera-se que novas pesquisas sejam desenvolvidas com a finalidade de obter esses

resultados.
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5.1.6. Dados Espectroscopicos

As anélises dos produtos formados foram feitas empregando-se as técnicas de
cromatografia em camada delgada (CCD); a quantificacdo dos mesmos foi feita com base nas
técnicas de cromatografia gasosa acoplada aos espectros de massas (CG-EM), e ressonancia
magnética nuclear (RMN) de *H e *C unidimensionais.

5.2. Reacgdes com células integras da dgua de coco

e Reacdo de reducdo e hidrolise do 4-nitroacetanilida

Utilizando metodologia adaptada de literatura (MACHADO et al., 2006; FONSECA et
al.,, 2009) fez-se a determinacdo proteica da agua de coco pelo método de Bradford,
resultando em aproximadamente 2,4 mg de proteina presente na dgua de coco.

A mistura reacional foi preparada utilizando-se 100 mg do substrato 4-nitroacetanilida
e 200 mL de agua de coco. A mistura reacional resultante foi posta sob agitacdo durante 120
horas, em agitador magnético na velocidade de 150 r.p.m e temperatura ambiente. Terminado
o tempo reacional, a mistura foi coletada, filtrada, extraida com solvente orgénico (20 mL de
acetato de etila), desidratada com sulfato de sddio anidro e concentrada sob pressao reduzida.

Para identificacdo e quantificacdo dos produtos formados, foram empregadas as

técnicas ja referidas.
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5.3.METODOS DE ANALISE EMPREGADOS

5.3.1. Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As cromatografias de adsor¢do em camada delgada (CCD) foram realizadas
utilizando-se silica gel 60 (® = 0,004-0,005 mm) cddigo 1094 da marca VETEC, em placas
de vidro na dimensdo de 10 x 5 cm com uma das faces revestida por uma camada de 0,5 mm
de espessura. Também foram utilizadas cromatoplacas de gel de silica 60 (® = 2-25 pm)
sobre poliéster T-6145 da SIGMA CHEMICAL CO, com camada de 250 um de espessura e
dimensdes de 20 x 20 cm.

As revelacdes das substancias nas cromatoplacas analiticas foram realizadas, através
da exposicao destas, a irradiagéo ultravioleta (UV) nos comprimentos de onda 254 ¢ 366 nm,
emitidos por lampada modelo UVSL-25 da Mineral Ligth e/ou pela borrifagdo com solucao
de vanilina (CgHgO3) 5¢g/100 mL da solucdo de &cido perclorico (HCIO,) 0,75 M/100 mL de
EtOH (C,H¢O), seguida de aquecimento em estufa (= 150 °C), por aproximadamente

3 minutos, ou ainda pela exposi¢éo a vapores de iodo.

5.3.2. Cromatografia Gasosa Acoplada aos Espectros de Massas (CG-EM)

Os espectros de massas dos produtos de biocatalise foram obtidos no espectrémetro de
massa Hewlett-Packard, modelo HP-5971 A, acoplado a cromatégrafo gas-liquido, modelo
HP-5890 A, série Il (CGL/EM), provido de coluna capilar de metil-fenil silicone (25,0 m x
0,20 mm x 0,25 um) utilizando hélio a 1,0 mL/min como gas carreador no modo split,
operando com gradientes de temperatura que variavam dependendo da natureza quimica dos
compostos analisados. Para os compostos de baixa Massa Molecular utilizou-se um gradiente
de 10°C/min (40-180°C) e de 40°C/min (180°-300°C) e para os de Massa Molecular mais
elevada um gradiente de 10°C/min (100-180°C) e de 40°C/min (180-300°C), com a
temperatura de injetor de 250°C e detector de 280°C.
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5.3.3. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de Préton (RMN *H) e carbono-13
(RMN *3C) uni e bidimensionais, foram obtidos em espectrdmetro Bruker, modelos DRX-300
e DPX-500, operando na frequéncia de 300 e 500 MHz para préton e para carbono-13 75 e
125 MHz, respectivamente.

Os solventes deuterados utilizados na dissolucdo das amostras e obtencdo dos
espectros foram: cloroférmio (CDCl3), acetona [(CD3),CO], metanol (CDs;OD), e piridina
(CsDsN). As multiplicidades das absorgdes foram indicadas segundo a convencdo: s
(singleto), d (dubleto), dd (duplo dubleto), t (tripleto), ddd (duplo dubleto dubleto) hep
(hepteto) e m (multipleto).

O padréo de hidrogenagdo dos carbonos em RMN C foi determinado através da
utilizacdo da técnica DEPT (Distortionless Enhancement by Polarization Transfer), com
angulo de nutacdo de 135°, CH e CH3; com amplitude em oposi¢do ao CH,. Os carbonos néo-
hidrogenados foram caracterizados pela subtracdo dos sinais do espectro BB (Broad Band) e
DEPT e segundo convencdo, a terminologia metilico, metilénico e metinico, foi aplicada para

0s grupos CHgs, CH; e CH, respectivamente.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1.Reacdes com células integras dos talos do mamoeiro e frutos do morango

Nestes testes obtiveram-se os produtos reduzidos das células integras presentes nos
talos do mamoeiro, com uma conversdo em massa de 112mg (56%) do alcool formado a partir
do benzaldeido e uma conversao de 90mg (45%) do alcool formado e um e.e. de 97%, através
da reacdo com o uso da acetofenona (Esquema 1).

Para as células integras presentes nos frutos do morango, obtiveram-se os produtos
reduzidos com uma conversdo em massa de 96mg (48%) do alcool formado a partir do
benzaldeido e uma conversao de 62mg (31%) do alcool formado e um e.e. de 97%, através da

reacao com o uso da acetofenona (Esquema 2).

. 1" &lcool benzilico
1 R= H- benzaldeido 2' 1-feniletanol

2 R=CH3;- acetofenona

Esquema 1: Biorreducao dos compostos carbonilicos a partir das células integras dos talos do

mamoeiro (CITM).

0O
I
©/\R CIEM | ©/\R

) 1" alcool benzilico
1 R= H- benzaldeido 2' 1-feniletanol

2 R=CHj;- acetofenona

Esquema 2: Biorreducao dos compostos carbonilicos a partir das células integras dos frutos do
morango (CIFM).
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Os resultados acima apresentados permitem-nos refletir acerca das aplicacOes
industriais que os respectivos vegetais podem ter, pois por meio da atividade catalitica das
enzimas presentes em suas estruturas € possivel obter uma classe especial de alcoois, 0s
alcoois quirais (como no caso do 1-feniletanol) que servem como precursores e auxiliares
quirais. S8 uma importante classe de compostos organicos que devido as suas propriedades
bioativas servem de materiais de partida para a sintese de varias moléculas complexas,
biologicamente ativas (CAPOZZIELLO; LATTANZI, 2003). No caso dos alcoois obtidos
nesta pesquisa podem ser aplicados nas mais diversas areas industriais como, por exemplo, na
indUstria farmacéutica, fragrancia e agroquimica. E quando preparados por métodos
biotecnoldgicos, podem ser aplicados na inddstria de alimentos e aromas naturais (VIEIRA et
al., 2010).

Silva et al., (2012) e Omori et al., (2012) relatam em suas pesquisas que é possivel
obter bons rendimentos na conversdo da acetofenona e benzaldeido utilizando também os
catalisadores quimicos, como no caso do borohidreto de sodio (NaBH,), porém esses
catalisadores sdo pouco seletivos. O NaBH,, por exemplo, por ser um agente redutor aquiral
guando reage com substratos pré-quirais (como no caso da acetofenona), leva a formacéo de
alcodis racémicos (ZUIN et al., 2009).

Silva et al., (2012) obtiveram rendimento quimico de 82% de 1-feniletanol racémico
usando NaBH, como catalisador. Na mesma reacdo usando enzimas presentes nas células
integras da cenoura obtiveram uma conversdo (80,55%) comparavel a processos quimicos
convencionais, porém, com excesso enantiomérico maior que 99%. A obtencdo de produtos
que contém excesso enantiomerico (ou que contém apenas um Unico enantibmero) em vez de
racematos é importante em varios setores industriais, pois em muitos casos apenas um dos
enantibmeros apresenta atividade desejada, sendo que o outro pode ser inativo ou até mesmo
apresentar um efeito indesejado, necessitando nesse caso de uma reciclagem envolvendo uma
etapa adicional de racemizacdo (SOLOMONS; FRYHLE, 2012).

Apesar da maioria dos rendimentos obtidos se mostrarem inferiores a 50%, o0s
biocatalisadores empregados nas reagdes de reducdo de compostos quirais (como no caso da
acetofenona) mostraram-se bastantes seletivos, chegando atingir excessos enantioméricos de
97%, podendo desta forma, ser empregados na obtencdo de substancias enantiomericamente

puras.
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6.1.1. ReacOes com células imobilizadas dos talos do mamoeiro e dos frutos do

morango

Com relacdo as células imobilizadas foi possivel obter resultado com a reacdo de
acetilacédo do linalol, apresentando um rendimento de acetato de linalila de 35% para a reacéo
com as células imobilizadas dos talos de mamoeiro (Esquema 3) e 30% para a reagdo com as

células imobilizadas dos frutos do morango (Esquema 4).

Ve

HeC—
CHs CHg €7 CH c
HO 0 3 H3
/\/ /\/|\ gr:i-lt—jlyildo acetico \/ /|
exano /\/
H,C= CHy ——» § C_/ \CH3
,C=
Linalol

Acetato de Linalila

Esquema 3: Acetilacdo do Linalol utilizando células imobilizadas dos talos do mamoeiro (CITM).

Ve

HeC—
CHs; CHj 3 \ CH
o T . NS
anidrido acético

HC_/ /\/\CH3 hexano o /\/\/\CH
AdE H C: 3

2

Linalol

Acetato de Linalila

Esquema 4: Acetilacdo do Linalol utilizando células imobilizadas dos frutos do morango (CIFM).

Chaar (2000) prop6e em sua pesquisa a realizacdo desta reacdo sem uso de
biocatalisador, porém mediante o acetato de sodio e na temperatura de 120 °C e obteve um
rendimento de 49% de acetato de linalila, que se comparado com os rendimentos obtidos
nesta pesquisa € maior. Mas analisando as condic¢Bes reacionais em que a referida reacdo
ocorre, é viavel o uso de biocatalisadores, pois permitem condi¢des reacionais mais brandas,

como as apresentadas nesta pesquisa.
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A obtencdo do acetato de linalila € importante principalmente para a inddstria de
cosmeéticos que emprega esse produto como fixador de aromas em perfumes (WEI et al.,
1997).

6.1.2. ReacOes com células integras da 4gua de coco

Neste teste verificou-se a formacdo de dois produtos, a 4-aminoacetanilida resultante
da biorreducdo do substrato proposto (4-nitroacetanilida) e a 4-nitroanilina obtida a partir da
hidrélise desse mesmo substrato. Os rendimentos obtidos tiveram uma variacdo de 52,20%
para o produto resultante da biorreducdo e 40,30% para o produto resultante da hidrélise,
conforme apresentado na tabela 2.

Analisando as estruturas dos produtos obtidos, verificou-se que as mesmas sdo
favoraveis a sintese do paracetamol, principalmente a 4-aminoacetanilida, que sofrendo uma
substituicdo do grupo amino pela hidroxila transforma-se no paracetamol. Desta forma, estes

produtos podem servir de precursores para sintese desse farmaco.

Tabela 2. Biorredugéo de compostos usando CIAC.

Reagente Produtos Produtos (%) Identificacdo dos produtos
1(4-nitroacetanilida) I 52,20 4-aminoacetaniliada
17 40,30 4-nitroanilina

A seguir esta apresentado o esquema reacional que ilustra a bioconversdo do substrato
4-nitroacetanilida:

o}

)k O
HN HN)J\ NH,
‘ —_— \ +
NO, NH, NO,
4-nitroacetanilida 4-aminoacetanilida  4-nitroanilina

Esquema 5 — Esquema reacional da 4-nitroacetanilida.
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O mecanismo da sintese da 4-nitroacetanilida descrito na literatura envolve diversas
etapas que sdo sensiveis e podem influenciar no resultado empirico do experimento
(SOLOMONS; FRYHLE, 2012). Ferreira et al., 2013 desenvolveram a reacdo de hidrolise
deste substrato utilizando acido sulfurico a 70% como catalisador na presenca do hidréxido de
sodio e obtiveram rendimento de 68,5%.

Apesar de se obter bons rendimentos via catalise quimica, o emprego de
biocatalisadores torna-se importante porque limita as etapas do processo reacional, alem de
contribuir para o desenvolvimento de uma sintese menos agressiva ao meio ambiente.

A biotransformacdo da 4-nitroacetanilida constitui-se também numa rota essencial de
obtencdo de precursores que podem ser utilizados na preparacdo de compostos ativos, como

0s anti-inflamatoérios nio esteroidais (AINE’s).
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7. CONCLUSAO

Os vegetais estudados apresentaram-se como potenciais agentes biocatalisadores, pois
a partir de suas células integras e imobilizadas foi possivel obter resultados que comprovaram
sua eficécia, na obtencdo de produtos com rendimentos positivos como, por exemplo, 56% de
alcool benzilico, 45% de 1-feniletanol, 35% de acetato de linalila, 52,20% de 4-
aminoacetanilida e 40,30% de 4-nitroanilina.

Os resultados obtidos permitem-nos refletir acerca das aplicagdes industriais que as
espécies estudadas podem ter, uma vez que podem ser empregadas nas reacdes de biorredugéo
e acetilacdo tanto na forma in natura (células integras) como imobilizada. Quanto a &gua de
coco, verificou-se que a mesma possui potencial enzimatico que possibilita seu emprego, na
preparacdo de compostos ativos, como os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINE’S).

Apesar da maioria dos rendimentos obtidos se mostrarem inferiores a 50%, o0s
biocatalisadores empregados nas reacdes de reducdo de compostos quirais (como no caso da
acetofenona) mostraram-se bastantes seletivos, chegando atingir excessos enantioméricos de
97%, podendo desta forma, ser empregados na obtencdo de substancias enantiomericamente

puras.
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ANEXO A _ DADOS OBTIDOS POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA
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Cromatografia em camada Cromatografia em camada
delgada do benzaldeido e delgada da acetofenona e seu
seu respectivo alcool. (R: respectivo alcool.

reagentes e P: produtos)

ANEXO B _ ESPETROS DE MASSAS
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ANEXO C _ ESPECTROS DE RESSONANCIA MAGNETICA
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Espectro de RMN de 1H (300 MHz, CDCI3 1,88mmolL-1 do benzaldeido).
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