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RESUMO: Existe na literatura uma grande quantidade de vegetais utilizados em processos
biocataliticos como fonte de enzimas (Biocatalisadores). A indUstria almeja uma grande parte
dessas enzimas, pois tem forte interesse nas reacdes de biorreducéo de compostos carbonilados
(Biocatéalise), especificamente para producdo de farmacos, cosméticos e agroquimicos. O
trabalho em questdo tem como objetivo geral estudar o potencial biocatalitico das fabaceas,
para a biorredugdo de diferentes substratos carbonilicos. A metodologia consiste na biorreducéo
de cetonas aromaticas e alifaticas partir de redutases presentes em células integras da espécie
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vegetal, feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis), para a biorreducdo de diferentes substratos
carbonilicos, a fim de obtermos seus alcoois correspondentes. Foram utilizadas as sementes da
espécie vegetal, feijdo-de-porco, como biocatalisador, em solu¢do aquosa, juntamente com 0s
substratos (acetonaftona (1), 2,4-dicloroacetofenona (2), acetofenona (3), 4-aminoacetofenona
(4)) onde em seguida, os produtos foram purificados em cromatografia em coluna e
identificados atraves de espectroscopia no infravermelho. Os resultados obtidos a partir das
biotransformacdes de cetonas utilizando o feijdo-de-porco como biocatalisador, revelam a
presenca de enzimas redutases, mas nao tdo expressivas como responsaveis por biorredugdes.
Pode-se perceber isso através do espectro de infravermelho do bioproduto com a presenca de
banda caracteristica de hidroxila de alcool indicando que a ocorreu reacao apenas no substrato:
acetofenona (3). Nos substratos: 1-acetonaftona (1), 2,4-dicloroacetofenona (2) e 4-
aminoacetofenona (4) ndo houve a formacdo dos bioproduto, logo ndo houve reacdo. Dessa
forma, podemos afirmar que o feijdo-de-porco atua como biocatalisador, porém ndo tdo
promissor em reacOes de biorreducéo.

PALAVRAS-CHAVE: Biocatéalise; Feijao-de-porco; Compostos carbonilados; Enzimas.

ABSTRACT: There is a large amount of vegetables in the literature used in biocatalytic
processes as a source of enzymes (Biocatalysts). The industry targets a large part of these
enzymes, as it has a strong interest in the bioreduction reactions of carbonyl compounds
(Biocatalysis), specifically for the production of drugs, cosmetics and agrochemicals. The work
in question has as general objective to study the biocatalytic potential of fabaceas, for the
bioreduction of different carbonyl substrates. The methodology consists of the bioreduction of
aromatic and aliphatic ketones starting from reductases present in whole cells of the plant
species, hog bean (Canavalia ensiformis), for the bioreduction of different carbonyl substrates,
in order to obtain their corresponding alcohols. The seeds of the vegetable species, pig beans,
were used as a biocatalyst, in aqueous solution, together with the substrates (acetonephton (1),
2,4-dichloroacetophenone (2), acetophenone (3), 4-aminoacetophenone (4)) where the products
were then purified by column chromatography and identified by infrared spectroscopy. The
results obtained from the biotransformations of ketones using the pork bean as a biocatalyst,
reveal the presence of reductase enzymes, but not as expressive as responsible for
bioreductions. This could be seen through the infrared spectrum of the bioproduct with the
presence of a characteristic alcohol hydroxyl band indicating that the reaction occurred only on
the substrate: acetophenone (3). In the substrates: 1-acetonephton (1), 2,4-
dichloroacetophenone (2) and 4-aminoacetophenone (4) there was no formation of the
bioproducts, so there was no reaction. Thus, we can affirm that the pig bean acts as a biocatalyst,
but not so promising in bioreduction reactions.

Keywords: Biocatalysis; Pork beans; Carbonyl compounds; Enzymes.

1 INTRODUCAO

O Feijdo-de-Porco (Canavalia ensiformis) é uma leguminosa de origem americana. E
muito cultivado em regides tropicais e equatoriais. Possui crescimento herbaceo ereto nédo
trepador, atingindo 1,2 a 1,5 metros de altura (FORMENTINI, 2008). Devido ao seu elevado
valor nutricional suas sementes sdo empregadas na alimentagdo do gado e suas folhas na

alimentacdo humana. Ela é bastante resistente as varia¢6es das condi¢cdes ambientais, insetos e



microorganismos (SILVA-LOPEZ, 2012).

A biotransformacédo surgiu como um processo eficiente para a sintese de compostos
organicos quirais e pode ser definida como modificagdes especificas da estrutura molecular de
uma substancia catalisada por meios biolégicos (MACHADO et al., 2009; DIAS; FERREIRA,
CUNHA, 2012). As reacdes quimicas envolvendo células inteiras, organelas celulares ou
enzimas isoladas tém sido estudadas como agentes potenciais em reacdes de biotransformacdes
(BERTINI et al., 2012; MACHADO et al., 2008). O crescente interesse € devido ao grande
potencial biotecnoldgico das reacdes enzimaticas (ANDRADE et al., 2006).

A exploracdo da biodiversidade na busca de novos catalisadores por técnicas de sele¢do
de microorganismos, de plantas ou células animais, representam os métodos tradicionais de
descoberta de novas enzimas para o desenvolvimento da biocatalise em escala industrial. A
importancia do uso de enzimas em biocatélise tem se mostrado cada vez mais evidente: a grande
versatilidade de reagdes catalisadas, condi¢des brandas de reacdo, natureza regio, quimio e
enantiosseletiva sdo algumas de suas vantagens (CARVALHO et al.,, 2005). A érea
multidisciplinar de biocatalise encontra-se atualmente em amplo desenvolvimento. Pesquisas
realizadas em varios ramos da quimica e da biologia tem como principal objetivo o

desenvolvimento de novos catalisadores para o uso industrial (CONTI et al., 2001).

O emprego de células integras de vegetais na biorredugéo de cetonas para a producéo
de alcoois vem aumentando atualmente em relacdo ao uso de enzimas isoladas, pois nao
necessitam de cofatores e sua regeneracdo ndo € necessaria para a manutencdo de sua atividade
catalitica. Destaca-se também, o fato que sdo de mais facil obtencdo, baixo custo e mais estaveis
(SOUZA, 2012; KURBANOGLU et al., 2010).

Células de vegetais sdo utilizadas em reac6es de biorreducéo de compostos carbonilicos
e suas enzimas representam um importante meio para a obtencéo de produtos de elevado valor
agregado como farmacos ou insumos farmacéuticos em suas formas enantioméricas com
elevada pureza 6tica (SANTIAGO, 2017).

As pesquisas nas areas de biocatalise crescem a cada dia, e seu trunfo é extremamente
atil para a producdo de novos materiais, e no melhoramento de processos, pois a fabricacdo de
produtos enantiosseletivos, regioespecificos, obtidos de forma limpida podem ser aplicados em

diversos campos da ciéncia, em conotacdo a industria (MORAES, 2014).

Nesse contexto o presente trabalho objetivou-se ampliar os estudos relacionados a

biocatalise de compostos organicos, dando continuidade as pesquisas nessa area desenvolvidas



pelo nosso grupo, buscando a investigagcdo de novas fontes vegetais com potencial promissor
para biotransformacéo de substratos, destacando-se o feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis)

na biorreducdo a partir de células integras.

2 METODOLOGIA
2.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO

A coleta do material botanico da espécie estudada nesta pesquisa foi realizada no
campus do Centro de Ciéncias Agrarias e Biodiversidade da Universidade Federal do Cariri
localizado no municipio de Crato-CE. O mesmo constituido integralmente pelas sementes de

Canavalia ensiformis.

2.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS ENZIMATICOS
Inicialmente o material vegetal, foi triturado em pedacos pequenos conforme figura 1 e
pesado. Em seguida, foi lavado com uma solu¢édo de hipoclorito de sédio 5% por 10 minutos.

Logo apds, foi acondicionado em erlenmeyer.

Figura 1 - Sementes de feijdo-de-porco trituradas

Fonte: Os autores.

2.3 REACOES BIOCATALITICAS

A metodologia a ser empregada foi aquela desenvolvida por Machado (2006). Nos
experimentos foram utilizadas as sementes da espécie vegetal, feijdo-de-porco, como
biocatalisador, em solucdo aquosa, juntamente com os substratos (acetonaftona (1), 2,4-
dicloroacetofenona (2), acetofenona (3), 4-aminoacetofenona (4)) a serem testados e agitados
em Shake (150 rpm). A biorredugdo de cetonas e aldeidos aromaticos e alifaticos foram



realizadas usando a propor¢do de 150 mL de agua, 200 mg de substrato, acondicionada em
Erlenmeyer (250 mL) (figura 2), e submetidas a agitacdo em Shaker (150 rpm) por um periodo
de 72 h. As amostras entdo foram filtradas e o filtrado foi extraido com AcOEt (3x40mL). A
purificagdo dos produtos foi efetuada através de coluna cromatogréfica de silica gel. As fases
organicas foram secas com Na>SO4 anidro e concentradas sob presséo reduzidas.

Figura 2 - Material vegetal em solugdo aquosa

Fonte: Os autores.

24 CARACTERIZAQAO POR INFRAVERMELHO

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho foram registrados em
espectrometro para Perkin Elmer modelo Spectrum Two pertencente ao Laboratdrio de
Caracterizacdo de Materiais da UFCA. Onde para as substancias sélidas, foram utilizadas
pastilhas de KBr e para as demais foram preparados filmes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As biorredugdes foram realizadas a 30°C durante 72 horas, para avaliar o potencial
redutor das enzimas presentes nos biocatalisadores.

As biotransformacdes, especificamente as biorredugdes, descrevem um sistema de
reducdo economicamente viavel e ambientalmente correto. Diferentes metodologias tém sido
desenvolvidas no sentido de sintetizar alcoois. A reducdo estereosseletiva esta sendo um dos
métodos mais empregados, uma vez que permite a producdo desses derivados em rendimentos
quantitativos (BIZERRA et al., 2010). A Figura 3 apresenta 0 esquema das biotransformacoes
dos substratos (padr@es) utilizados e os seus respectivos alcoois esperados.

Figura 3 - Esquema das biorreduc@es dos substratos aos seus respectivos alcoois
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Fonte: Os autores.

3.1 REDUCAO DOS SUBSTRATOS COM NaBH4
A sintese quimica dos alcoois padrbes foi realizada com NaBH., um reagente
quimiosseletivo empregado na redugédo de grupos carbonila. Este € um agente redutor brando

que reage rapidamente com aldeidos e cetonas.

3.2 ACETONAFTONA (1)
As andlises no infravermelho comprovam que ndo ocorreu a biorreducdo do composto



carbonilico ao alcool correspondente. A Figura 4 apresenta o espectro de 1V obtido para o
composto 1 (acetonaftona) e seu bioproduto de biorreducdo encontra-se na Figura 5. A partir
da anélise do espectro de infravermelho os compostos puderam ser caracterizados. No espectro
IV do substrato 1 (Figura 4) verificamos a presenca de banda de carbonila de cetona conjugada
proxima a 1.700 cm™. Na Figura 5, espectro do bioproduto, constatamos que n&o houve reagéo
de biorreduc&o, pois ndo observamos uma banda em 3.300 cm™ correspondente a hidroxila de

alcool, o que nos sugere que ndo houve formacéo do alcool 1-naftiletanol.

Figura 4 - Acetonaftona (1)
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Figura 5 - Bioproduto da biorreducdo da 1-acetonaftona com células integras do
feijdo-de-porco
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Fonte: Os autores.

3.32,4-DICLOROACETOFENONA (2)
As analises no infravermelho comprovam que ndo ocorreu a biorredu¢do do composto



carbonilico ao alcool correspondente. As Figuras 6-7 representam os espectros de IV obtidos

para o composto 2 (2,4-dicloroacetofenona) e seu bioproduto de biorreducdo. A partir da

analise do espectro de infravermelho os compostos puderam ser caracterizados. No espectro

IV do substrato 2 (Figura 6) verificamos a presenca de banda de carbonila de cetona em 1.697

cm™. Na Figura 7, espectro do bioproduto, constatamos que n&o houve reacio de biorreducéo,

pois ndo observamos uma banda simétrica proxima a 3.300 cm™ correspondente a hidroxila de

alcool, o que nos sugere a ndo formacdo do alcool 1-(2,4-diclorofenil)etanol.
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Figura 6 - 2,4-dicloroacetofenona (2)
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Figura 7 - Bioproduto da biorreducao da 2,4-dicloroacetofenona com células integras
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3.4 ACETOFENONA (3)
As analises no infravermelho comprovam que ocorreu a biorreducdo do composto

carbonilico ao alcool correspondente. As Figuras 8-9 representam o0s espectros de IV obtidos
para 0 composto 3 (acetofenona) e seu bioproduto de biorreducdo. A partir da anélise do
espectro de infravermelho os compostos puderam ser caracterizados. No espectro 1V do
substrato 3 (Figura 8) verificamos a presenca de banda de carbonila de cetona conjugada em
1.709 cm. Na Figura 9, espectro do bioproduto, constatamos que houve reagdo de biorreducéo,
pois observamos uma banda préxima a 3.400 cm™ correspondente & hidroxila de alcool, o que
nos sugere a formagédo do alcool 1-feniletanol. Porém a reacdo ndo ocorreu totalmente, uma
vez que verificamos no espectro do bioproduto a presenca de banda proxima a 1.680 cm™ de

carbonila de cetona conjugada.

Figura 8 - Acetofenona (3)
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Figura 9 - Bioproduto da biorreducdo da acetofenona com células integras do feijdo-
de-porco
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3.5 4-AMINOACETOFENONA (4)
As andlises no infravermelho comprovam que ndo ocorreu a biorredugdo do composto

carbonilico ao alcool correspondente. As Figuras 10-11 representam os espectros de 1V obtidos
para 0 composto 4 (4-aminoacetofenona) e seu bioproduto de biorreducao. A partir da analise
do espectro de infravermelho os compostos puderam ser caracterizados. No espectro 1V do
substrato 4 (Figura 10) verificamos a presenca de banda de carbonila de cetona em 1.705 cm”
!, Na Figura 11, espectro do bioproduto, constatamos que nio houve reacgdo de biorreducéo,
pois ndo observamos uma banda simétrica proxima a 3.300 cm™ correspondente a hidroxila de

alcool, o que nos sugere a nao formacdo do alcool 1-(4-aminofenil)etanol.

Figura 10 - 4-aminoacetofenona (4)
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Figura 11 - Bioproduto da biorreducédo da 4-aminoacetofenona com células integras
do feijdo-de-porco
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos a partir das biotransformac6es de cetonas utilizando o feijdo-de-
porco como biocatalisador, revelam a presenca de enzimas redutases, mas nao tao expressivas
como responsaveis por biorreducdes. Pode-se perceber isso através do espectro de
infravermelho do bioproduto com a presenca de banda caracteristica de hidroxila de alcool
indicando que a ocorreu reagdo apenas no substrato: acetofenona (3). Nos substratos: 1-
acetonaftona (1), 2,4-dicloroacetofenona (2) e 4-aminoacetofenona (4) ndo houve a formagéo
dos bioproduto, logo ndo houve reacdo. Dessa forma, podemos afirmar que o feijao-de-porco
atua como biocatalisador, porém nao tdo promissor em reacGes de biorreducdo, de forma que
ha muito que se investigar tanto nesse vegetal quanto em outros, buscando através da

biotecnologia, bioprodutos com mais aplicabilidade no setor industrial/sintético.
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