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RESUMO

Existem processos que usam enzimas de vegetais nas industrias com perspectiva econdmica ¢
ecologica como biocatalisadores. Varios estudos sdo feitos com o uso de plantas para os processos
de biorredugdo com inten¢ao de produzir diversos tipos de produtos, como cosméticos e farmacos.
O projeto tem como objetivo estudar o potencial de biocatalise da familia Fabaceae, utilizando
partes dos vegetais para transformagdo de cetonas e aldeidos a fim de obtermos seus alcoois
correspondentes. A metodologia aplicada consiste na biorredugao de diferentes substratos a partir
de redutases presentes em células integras da espécie vegetal flamboyanzinho (Caesalpinia
pulcherrima). As reagdes de Biocatalise foram realizadas, porém devido a restrigdes de acesso aos
laboratorios por causa da pandemia COVID-19, ainda encontram-se em processo de obtengdo dos
resultados. A partir dos resultados obtidos se chegard a conclusdo se ocorreram as
biotransformagdes esperadas ou néo.
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ABSTRACT: There are processes that use plant enzymes in industries with an economic
and ecological perspective as biocatalysts. Several studies are done using plants for
bioreduction processes with the intention of producing different types of products, such as
cosmetics and drugs. The project aims to study the biocatalysis potential of the Fabaceae
family, using parts of vegetables to transform ketones and aldehydes in order to obtain
their corresponding alcohols. The applied methodology consists of the bioreduction of
different substrates from reductases present in whole cells of the flamboyanzinho plant
species (Caesalpinia pulcherrima). Biocatalysis reactions were carried out, however due to
restrictions on access to laboratories due to the COVID-19 pandemic, they are still in the
process of obtaining the results. The extraction of the enzymatic concentrate from
flamboyanzinho was carried out and for this determination two routine laboratory methods
will be used: the Lowry Method, modified by Hartree (HARTREE, 1972) and the Bradford
Method (BRADFORD, 1976). From the results obtained, it will be concluded whether the
expected biotransformations occurred or not.
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1 INTRODUCAO

As biotransformagoes sao definidas como modificagdes da estrutura molecular de
uma substancia catalisada por meio bioldgico e sdo ditas como processos eficientes para a
produgdo de compostos organicos quirais (MACHADO, et al 2009). Dessa forma, existe
uma procura intensa por essas substincias pelo simples fato do seu potencial
biotecnoldgico (ANDRADE et al, 2006).

Os catalisadores bioldgicos tém composigdes especificas e caracteristicas
singulares que os tornam diferentes dos catalisadores convencionais. Somado a isso, eles
ainda contribuem para uma quimica mais verde. Com inten¢do de reduzir o uso de
matérias-primas de fontes nao renovaveis, a busca por produtos naturais vem aumentando
continuamente (OMORI, PORTAS, DE OLIVEIRA 2012).

O emprego de células integras de vegetais como agentes biocatalisadores que
atuam na reducdo das cetonas para a producdo de alcool vem aumentando bastante. Isso
acontece porque esse novo modelo de utilizagdao de plantas como agentes biorredutores tem
varios pontos positivos, como a facilidade no acesso dos materiais, baixo custo e
estabilidade (SOUZA, 2012; KURBANOGLU et al., 2010).

Dessa forma, pesquisas relacionadas as areas de biocatalise sdo importantes para a
producao de novos produtos e no melhoramento de técnicas e processos. Segundo Moraes
(2014), a fabricacdo de compostos enantiosseletivos e regioespecificos, obtidos de forma
limpa, podem ser aplicados em diversos campos da ciéncia e na industria.

O projeto tem como fung¢do realizar e observar as biotransformag¢des em compostos



carbonilicos (substratos) tais como aldeidos e cetonas aromaticas e alifaticos utilizando as
células integras de espécies vegetais, da familia Fabaceae. A planta em estudo ¢ o
flamboyanzinho (Caesalpinia pulcherrima). Ela é uma planta da América Central que se
adaptou ao clima brasileiro e, por isso, ¢ bem distribuida em todo o pais. Segundo
Oderinde (2008), o flamboyanzinho ¢ um arbusto com cerca de 2 a 3 m de altura, com
flores e espinhos nos galhos. E uma planta bastante cultivada por suas flores vistosas e por

sobreviver em climas extremos.

Figura 1 - Imagem da flor do Flamboyanzinho

Fonte: imagem do autor (2020)

Essa espécie de arbusto possui potencial para ser um biocatalisador pelo alto teor
de proteina presente nas sementes. Segundo em seus testes, Yusuf (2007) fala que as
leguminosas sdo importantes fontes de proteina em paises tropicais. Além disso, ele cita
que a composi¢cdo de sementes de Flamboyanziho ¢é aproximadamente de 48% de
proteinas. Esse valor ¢ maior do que em plantas como Acacia mellifera (com 41,6%), a
Bauhinina triandra (com 42,7%), Lathyrus odoratus (42,8%), e Glycine max (nome
comum: soja, com 42,8%) (Prakash et al., 2001).

O Flamboyanzinho pode ser uma boa fonte de proteinas e de baixo custo. Junto a
1sso0, associa-se ao fato de que as enzimas sao proteinas, o que supde que as sementes de
Caesalpinia pulcherrima podem ser grandes agentes biocatalisadores. As células das
plantas podem ser utilizadas em reagdes de reducdo de compostos carbonilicos ja que suas

enzimas podem ser utilizadas para a produ¢do de produtos de elevado valor agregado,



como farmacos ou cosméticos com elevada pureza (SANTIAGO, 2017).

Assim, o projeto busca contribuir para o conhecimento da diversidade bioldgica
vegetal, explorando a nivel molecular fontes naturais vegetais, buscando implantar a
biocatalise como uma nova linha de pesquisa de produtos naturais na Universidade Federal
do Cariri. O projeto de biocatalise estuda a capacidade de biorreducdo de cetonas e
aldeidos com o uso de sementes de vegetais da familia Fabaceae. Foi analisado o potencial
biorredutor das cascas e sementes da Caesalpinia pulcherrima, buscando a investigagdo de
novas fontes vegetais com potencial promissor para biotransformacao de substratos a partir

de células integras.

2 METODOLOGIA

O biocatalisador utilizado para a realizagdo das biorreducdes foi o flamboyanzinho
(Caesalpinia pulcherrima). As sementes usadas na pesquisa foram coletadas dos arbustos
de casa e também das plantas que estdo no campus da UFCA de Juazeiro do Norte

localizado no municipio de Juazeiro do Norte-CE.

Figura 2- Imagens das sementes e das cascas do Flamboyanzinho.

Fonte: imagem do autor (2020)

2.1. OBTENCAO DOS EXTRATOS ENZIMATICOS

Inicialmente o material vegetal foi separado da casca, foi triturado em pedacgos
pequenos e pesados. Em seguida, foi lavado com uma solug@o de hipoclorito de s6dio 5%
por 10 minutos. Logo apds, foi acondicionado em erlenmeyer. Nos experimentos foram

utilizadas as sementes do flamboyanzinho como biocatalisadores da reacdo. Em solugdo



aquosa, misturou com os substratos a serem testados e foram agitados em um agitador
rotativo a 150 rpm. Os substratos foram benzaldeido (1), 2,4-dicloroacetofenona (2),
acetofenona (3), 4-aminoacetofenona (4). Cada substrato foi analisado de forma separada e
a biorreducao de cetonas, aldeidos aromaticos e foram realizadas usando uma proporgao de
75 ml de 4gua, 100 mg de substrato e aproximadamente 10 g de sementes de
Flamboyanzinho. Estes foram acondicionados em Erlenmeyers de 250 ml e foram
submetidos a agitacdo em mesa agitadora orbital a 150 rpm por 72 horas. As amostras
entdo foram filtradas e o filtrado foi extraido com AcOEt (3x40mL). Essa metodologia foi

desenvolvida por Machado (2006).

Também foi testada o potencial de redugdo das cascas das sementes do
flamboyanzinho, no qual seguiu as mesmas etapas citadas acima mas com propor¢des
diferentes. Assim, foi usada a proporcdo de 150 ml de agua, 200 mg de substrato e
aproximadamente 24 g das cascas de Flamboyanzinho, acondicionada em Erlenmeyer (250

ml) e foram submetidos a agitacdo em mesa agitadora orbital a 150 rpm por 72 horas.

Figura 3- Mistura com as cascas e sementes que ficaram 72 horas na mesa giratoria.

Fonte: imagem do autor (2020)



Figura 4 - Massa com alta viscosidade que foi formada com a mistura realizada com
sementes.

Fonte: imagem do autor (2020)

Os padrdes dos alcoois racémicos foram obtidos através de sintese quimica a partir
das cetonas e dos aldeidos padrdes com borohidreto de s6dio. Em erlenmeyers de 250 mL
adicionou-se, respectivamente, 1 g de cada substrato e 50 mL de etanol. A solugdo
resultante foi colocada em um banho de gelo e agitada, utilizando um agitador magnético.
Agitando-se o erlenmeyer constantemente, 200 mg de borohidreto de sédio foi adicionado
em pequenas por¢des usando-se uma espatula. Apos adi¢cdo, o sistema foi deixado em
agitacdo por cinco horas. Com o fim da reacdo, adicionou-se lentamente HCI 0,1M (20
mL) até cessar o desprendimento de hidrogénio, seguido de mais 50 mL de 4agua . A
purificacdo dos produtos foi efetuada através de coluna cromatografica de silica gel. Todos
os padrdes foram analisados por infravermelho.

A determinagdo estrutural dos produtos de biotransformacdes foi realizada através
da andlise dos dados espectroscopicos obtidos na andlise por IV. As descrigdes dos
modelos e condi¢des dos aparelhos utilizados para caracterizagdo das substancias
encontram-se a seguir:

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram registrados em



espectrometro Perkin-Elmer modelo 720. Para as substancias sdlidas foram utilizadas

pastilhas de KBr e para as demais foram preparados filmes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o flamboyanzinho, foram realizadas todas as etapas para averiguar se 0 mesmo
possui potencial para ser um biocatalisador.

Para as sementes ficou inviavel porque formou-se uma solugdo altamente viscosa
que dificultou a realizagao das reagdes e consequentemente dos bioprodutos. Para as
cascas, foi possivel fazer as andlises de infravermelho em quatro bioprodutos.

As biorreducdes 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
redu¢do economicamente vidvel e ambientalmente correto. Diferentes metodologias tém
sido desenvolvidas no sentido de sintetizar alcoois. A reducao estereosseletiva estd sendo
um dos métodos mais empregados, uma vez que permite a producdo desses derivados em
rendimentos quantitativos (BIZERRA et al., 2010).

Por fim, os resultados obtidos pela espectroscopia no infravermelho foram
comparados com os alcoois padrdes para conferir se reagiu.

Reducdo dos substratos com NaBH,

A sintese quimica dos alcoois padroes foi realizada com NaBH,, um reagente
quimiosseletivo empregado na reducdo de grupos carbonila. Este ¢ um agente redutor
brando que reage rapidamente com aldeidos e cetonas.

Benzaldeido (1)

As andlises no infravermelho comprovam que ocorreu a biorredu¢do do composto
carbonilico ao alcool correspondente. A Figura 4 apresenta o espectro de IV obtido para o
composto 1 (benzaldeido) e seu bioproduto de biorredug¢do encontra-se na Figura 5. A
partir da analise 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 houve reacdo de biorredugdo, pois observamos uma banda em torno de 3.300 cm™
correspondente a hidroxila de alcool, o que nos sugere que houve formagao do alcool
benzilico.



Figura 5: Benzaldeido (1)
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Figura S: Bioproduto da biorredugdo do benzaldeido com células integras do
flamboyanzinho
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2 4-dicloroacetofenona (2

As andlises no infravermelho comprovam que ocorreu a biorredugdo do composto
carbonilico ao 4lcool 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 houve reagio
de biorreducdo, pois observamos uma banda simétrica proxima a 3.300 cm’
correspondente a hidroxila de alcool, o que nos sugere a formacdo do dalcool
1-(2,4-diclorofenil)etanol.



Figura 6: 2,4-dicloroacetofenona (2)
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Figura 7: Bioproduto da biorredugado da 2,4-dicloroacetofenona com células integras do
flamboyanzinho
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Acetofenona (3)

As andlises no infravermelho comprovam que ocorreu a biorredugdo do composto
carbonilico ao alcool correspondente. As Figuras 8-9 representam os espectros de IV
obtidos para o composto 3 (acetofenona) e seu bioproduto de biorreducdo. A partir da



analise do espectro de infravermelho os compostos puderam ser caracterizados. No
espectro IV do substrato 3 (Figura 8) verificamos a presenga de banda de carbonila de
cetona conjugada em 1.709 cm™. Na Figura 9, espectro do bioproduto, constatamos que
houve reagdo de biorredugdo, pois observamos uma banda proxima a 3.400 cm’
correspondente a hidroxila de 4lcool, o que nos sugere a formagao do alcool 1-feniletanol.
Porém a reacdo ndo ocorreu totalmente, uma vez que verificamos no espectro do
bioproduto a presenga de banda proxima a 1.680 cm™ de carbonila de cetona conjugada.

Figura 8: Acetofenona (3)

<
2w
=
50
g
E 40
SR I
C=0 com o LG 3
20 | conjugagao G = i s T
il __y| aromatico <« dobramento  monossubstituigao | il
(i} L e fOI‘-{’:l do Plam 1
0. Gilinl ) 3 > £
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
4000 o800 £ e & NUMERO DE ONDA (CM-') =

Fonte: PAVIA (2010)

Figura 9: Bioproduto da biorredu¢do da acetofenona com células integras do
flamboyanzinho
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4-aminoacetofenona (4)
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As andlises no infravermelho comprovam que ndo ocorreu a biorredu¢do do composto
carbonilico ao alcool correspondente. As Figuras 10-11 representam os espectros de IV
obtidos para o composto 4 (4-aminoacetofenona) e seu bioproduto de biorreducdo. A partir
da andlise do espectro de infravermelho os compostos puderam ser caracterizados. No
espectro IV 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 ndo houve
rea¢do de biorredu¢do, pois ndo observamos uma banda simétrica proxima a 3.300 cm™
correspondente a hidroxila de dalcool, o que nos sugere a ndo formacdao do &lcool
1-(4-aminofenil)etanol.

Figura 10: 4-aminoacetofenona (4)
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Figura 11: Bioproduto da biorredugdo da 4-aminoacetofenona com células integras do
flamboyanzinho
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Devido a restrigdes de acesso aos laboratorios por causa da pandemia COVID-19
ainda encontra-se em processo de obten¢do dos resultados dos demais bioprodutos.

4. CONSIDERACOES FINAIS

As biorredugdes de cetonas e aldeido aromatico utilizando o flamboyanzinho (Caesalpinia
pulcherrima) como biocatalisador, revelam a presenga de enzimas redutases. Através dos
espectros de infravermelho dos bioprodutos, verificamos que os substratos benzaldeido
(1), 2,4-dicloroacetofenona (2) e acetofenona (3) foram reduzidos aos seus alcoois
correspondentes. Assim concluimos que ocorreu reagdo para os substratos 1, 2 e 3, porém
para o substrato 4-aminoacetofenona (4) ndo houve reagdo. Portanto, afirmamos que o
flamboyanzinho atua como um promissor biocatalisador em reacdes de biorreducao.
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