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RESUMO

A reacdo de Mannich é uma das rea¢Ges mais utilizadas em quimica orgénica, sendo
também um dos primeiros exemplos de uma reacdo multicomponente descrita na
literatura. Esta reac@o resulta em compostos B-aminocarbonilados e estes permitem a
geracdo de diversas estruturas que podem ser utilizadas na sintese de moléculas
biologicamente ativas e de produtos naturais, porém poucas sdo as rotas sintéticas que
resultam na formacdo do composto [P aminocarbonilado. Nesse sentido novas
metodologias t€m sido desenvolvidas envolvendo novos catalisadores ou auxiliares
quirais na sintese de compostos
B-aminocarbonilados com atividade bioldgica. Uma dessas metodologias é a biocatalise
sendo esta uma técnica que utiliza catalisadores bioldgicos, sejam enzimas ou
microrganismos, para converter um substrato em um numero limitado de etapas
enziméticas. O emprego de microrganismos, vegetais ou enzimas isoladas como
catalisadores quirais proporcionou um avango significativo para a quimica sintética,
pois € sabido que os biocatalisadores possuem sitios cataliticos seletivos, os quais
favorecem a formacdo de produtos enantiomericamente puros e isso € de extrema
importancia, pois sabe-se que as diferencas de quiralidade podem ter efeitos
espetaculares ou trdgicos nos seres humanos. No tocante a questdo ambiental, a
biocatdlise esta inserida no contexto de uma nova filosofia denominada Quimica Verde.
Porém, no Estado de Mato Grosso do Sul as pesquisas que envolvem essa temdtica de
biocatdlise ainda é bastante incipiente visto que até o ano de 2010 havia apenas um
grupo de pesquisa cadastrado na Plataforma Lattes voltado a este tema no Estado. Por
conta da necessidade de apoio a pesquisas voltadas a este tema no Estado de Mato
Grosso do Sul e para avaliar o potencial biocatalitico de diferentes linhagens de
microrganismos e enzimas na sintese de compostos
B-aminocetdnicos via reagdo de Mannich foi proposto a utilizagdo de algumas enzimas
tais como: lipase, Lipozyme® e quimosina e também de alguns microrganismos:
Saccharomyces cerevisae (fermento de padaria), cepas de Saccharomyces isoladas da
cana-de-acucar, Xanthomonas spp e Lactobacillus acidophilus. As reagdes foram
mantidas sob agitacdo a temperatura ambiente entre 24 a 48 horas naquelas que
utilizaram-se enzimas como catalisador e por 7 dias nas que utilizaram microrganismos.
Todas as reagdes foram monitoradas por cromatografia de camada delgada O bruto de
reacdo foi purificado em coluna de silica gel (70-230 Mesh) e os compostos obtidos
foram caracterizados por espectroscopia de infravermelho, cromatografia gasosa e por
ressonancia magnética nuclear. Nas reacdes biocatalisadas por enzimas todas
apresentaram potencial biocatalico, porém a concentragdo das mesmas, a basicidade da
amina € o meio reacional interferem no rendimento da reacdo. As trés enzimas
apresentaram uma maior afinidade por solventes tanto pouco polar (THF) como muito
polar (DMSO). Nas reacdes onde utilizou-se os microrganismos os dados obtidos
corrobaram os valores anteriormente obtidos nas reagdes envolvendo as enzimas, pois
nestas os compostos também foram obtidos em meio de THF. Contudo propds-se a
introdu¢do de novos biocatalisadores de baixo custo e ambientalmente seguros nas
reacdes de Mannich.

Palavras-chaves: Mannich, biocatalisadores, biocatalise.

viii



ABSTRACT

The Mannich reaction is one of the most widely used reactions in organic chemistry,
and also one of the first examples of a multicomponent reaction already described on
the literature. This reaction results in B aminocarbonylated compounds which allow the
generation of several structures that can be used in the synthesis of both biologically
active molecules, and natural products, however, just a few synthetic routes resulting in
the formation of [ aminocarbonylated compound are known. In this sense, new
methodologies have been developed by involving new catalysts or chiral auxiliaries in
the synthesis of
-aminocarbonylated compounds with biological activity. One of these methodologies
is the biocatalysis, which is a technique that uses biological catalysts, like enzymes or
micro-organisms to convert a substrate in a limited number of enzymatic steps. The use
of micro-organisms, plants or isolated enzymes as chiral catalysts has proportioned a
significant advance in the synthetic chemistry, because it is known that the biocatalysts
have selective catalytic sites that afford the formation of enantiomerically pure products
and which is extremely important, because it is known that differences of the chirality
may have tragic or spectacular effects in humans. Concerning to the environmental
issue, the biocatalysis is placed within the context of a new philosophy called Green
Chemistry. However, in the State of Mato Grosso do Sul the researches involving this
issue of biocatalysis are still incipient once that by the year of 2010 there was only one
research group focused on this theme registered in the Lattes Platform in the
State. Because of the need of support to the researches focused on this issue in the State
of Mato Grosso do Sul and to evaluate the biocatalytic potential of different lineage of
microorganisms and enzymes in the synthesis of compounds 3 aminoketonic through
Mannich reaction it was proposed the use of some enzymes such as: lipase, Lipozyme®
and chymosin and some microorganisms: Saccharomyces cerevisiae (bakers yeast),
Saccharomyces isolated strains from sugar cane, Xanthomonas spp and Lactobacillus
acidophilus. The reactions were kept under stirring at room temperature from 24 to 48
hours in those which the enzymes were used like catalysts and for 7 days in that ones
where the microorganisms were used as catalysts. All the reactions were monitored by
thin layer chromatography. The crude of the reaction was purified on a silica gel column
(70-230 mesh) and the obtained compounds were characterized by infrared
spectroscopy, gas chromatography and nuclear magnetic resonance. All the reactions
biocatalyzed by enzymes showed biocatalytic potential, but their concentration, the
basicity of the amine and the reaction medium interfered in the reaction yield. The both
three enzymes presented a higher affinity as for the less polar solvents (THF) as for the
higher polar solvents (DMSO). In reactions in which the microorganisms were used the
obtained data corroborate with the previously obtained values in the reactions involving
the enzymes, because in these ones, the compounds were obtained also in THF medium.
However it was proposed the introduction of new low cost biocatalysts and
environmentally safe on Mannich reactions.

Key words: Mannich, biocatalysts, Biocatalysis.
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1 INTRODUCAO

1.1 REACAO DE MANNICH

A reacdo de Mannich é uma das reacdes mais utilizadas em quimica organica,
sendo também um dos primeiros exemplos de uma rea¢do multicomponente descrita na
literatura. Esta reacdo tem sido utilizada na sintese de moléculas biologicamente ativas e
produtos naturais. Em particular a reacdo de Mannich permite a geragdo de diversas
estruturas, que constitui blocos para a sintese de importantes fairmacos utilizados na
quimica medicinal (JUARISTI, 1997; CHENG et al., 2001, ROSENBLUM et al., 1998;
AREND ez al., 1998). E umas das mais importantes reacdes para a formagio da ligagio
carbono-carbono e para a sintese de moléculas contendo nitrogénio (TROST;
TERRELL, 2003, JHILLU et al., 2008).

A cada dia aumenta a necessidade de medicamentos e produtos naturais
contendo nitrogé€nio visto que os mesmos sdo de grande interesse para a industria
farmacéutica devido a seu potencial como antibidticos sintéticos e antitumorais
(CHOUDHURY; PARVIN, 2011). Exemplos desses compostos estdo dispostos na
Figura 1 sendo: o tramadol (analgésico), o osnervan (antiparkinson), o moban

(neuroléptico), o falicain (anestésico) e o Be-2254 (antihipertensivo).

OMe o
Et
..., JOH OH 1 @
Y e N
H
Tramadol Osnervan Mob’ml
Analgésico Antiparkinson ~ Neuroléptico
I i /\/©, "
jspaoloog:
nPrO H
Falicain Be-2254
Anestésico Antihipertensivo

Figura 1. Compostos bioativos contendo nitrogénio (AREND et al., 1998).



Nas reagdes de Mannich hd a insercdo de um grupo aminometila na posi¢do alfa
da cetona ou aldeido resultando, assim, nos compostos denominados Bases de Mannich.
Muitas vezes esta reacdo é executada adicionando simultaneamente trés componentes:
uma cetona, um aldeido e uma amina, ocorrendo geralmente a condensacdo
concomitante desses trés componentes tornando essas reacdes de Mannich muito
atrativas sinteticamente (SILVA, 2007). Este fato é de suma importancia, pois
possibilita uma maior economia de dtomos e torna este procedimento ambientalmente
correto.

De maneira geral a reacdo de Mannich ocorre a partir da enolizag¢do da cetona. O
enol ataca nucleofilicamente o {on iminio, formado apds a condensacdo da amina com o
aldeido para formagdo do composto -aminocetonico (Figura 2). No entanto, poucas sao

as rotas sintéticas que resultam em o aminometilacdo estereosseletiva.

Amina Ton imimo

R Aldeido

: H + RL. ,~.CH. OH
Moy H ~ F =t
R? 7 R*

]

| Cetona
R:
Composto f-aminocetonico

Figura 2. Mecanismo geral das reagdes de Mannich.

Recentemente, List (2007) empregou para esse fim a prolina e obtive

enantiosseletividade acima de 99% (Figura 3).



(0]
)J\/ R, )J\ Prolina
R1 + H R3 + R4NH2 — Rl R3

Figura 3. Utilizacdo da prolina na reacdo de Mannich.

Entre os catalisadores mais utilizados nessas reagdes destaca-se a L-prolina
devido sua eficdcia e por proporcionar altos rendimentos. A prolina (Figura 4) € um
aminodcido natural, comercializada com o centro assimétrico definido (quiralidade).
Entretanto, a forma L é normalmente utilizada em uma grande variedade de reacdes que
podem ser catalisadas através deste simples aminoacido.

Cabe neste ponto ressaltar que poucos sido os tipos de catalisadores organicos
empregados nas reacdes de Mannich, sendo a prolina o organocatalisador mais
utilizado. Isto porque se trata de uma molécula de baixo peso molecular que catalisa
algumas reagdes orgénicas, sem necessitar da presenca de qualquer aditivo

(ALEXAKIS, 1974).

ZT

H

Yo COoH

Figura 4. Estrutura quimica da L-prolina.

Os primeiros relatos de uma transformagdo enantiosseletiva baseada nesse
conceito foram descritos nos anos 70, em trabalhos independentes, por Hajos e Parrish
(1974). Esses autores descreveram o uso da L-prolina como catalisador na reacio de
anelacdo de Robinson. Apesar dos bons resultados obtidos, tanto em rendimento quanto
em excesso enantiomérico, essa transformacao ficou esquecida na literatura por 30 anos.

Esse esquecimento talvez seja devido ao grande interesse despertado, no inicio
dos anos 80, pelas reagdes catalisadas por metais No inicio dos anos 2000 a utilizacdo
da L-prolina como catalisador foi revisada por List et al. (2000) que, baseados em

estudos realizados na década de 90 sobre a atuacdo de aldolases e anticorpos na



biossintese de carboidratos, relataram os primeiros exemplos de produtos de adicdo
alddlica provenientes de uma reacdo intermolecular catalisada pela L-prolina A partir
deste marco, varios grupos de pesquisa dedicaram mais atencdo a essa estratégia de
catdlise e nos dltimos anos, novos catalisadores, que atuam de diversas maneiras e em
diferentes reacdes vem sendo desenvolvidos.

Mas ha algumas desvantagens neste tipo de reacdo, como por exemplo, o tempo
de reacdo. Apesar disso, novas metodologias t€m sido desenvolvidas envolvendo novos
catalisadores ou auxiliares quirais na sintese de compostos B-aminocarbonilados com
atividade bioldgica.

Muitos complexos metdlicos t€ém sido utilizados como catalisadores atuando
como acidos de Lewis promovendo a reagc@o sob condi¢des anidras.

Alguns écidos soldveis em dgua também apresentaram eficiéncia catalitica neste
tipo de reacdo (RAIL 2010). No entanto, esses catalisadores apresentam algumas
desvantagens, como a exigéncia de uma grande quantidade de dcido (geralmente mais
de 10% mol) e o longo tempo de reacido (RAI, 2010).

Outras limitacdes que estdo associadas a esse tipo de reagcdo € a formacdo de
produtos indesejaveis, bem como o baixo rendimento e, em alguns casos, a necessidade
de condi¢des drasticas de temperatura e pressdo, o que faz com que esse tipo de reacio
seja agressiva ao meio ambiente (VERKADE, 2008).

Em virtude disso, nos ultimos anos muitos tém sido os esfor¢os para o emprego
dessa reagdo de forma ambientalmente correta, buscando uma melhor economia atdmica
e empregando cetonas ndo modificadas (RAI, 2010). Contudo, as reagdes de Mannich
sdo importantes porque os produtos apresentam aplicagdes bioldgicas, como

antibidticos sintéticos, permitindo a geracdo de diversas estruturas.

1.1.1 Compostos -aminocetonicos

Os compostos B-aminocetonicos que podem ser sintetizados via reacdo de
Mannich apresentam grande relevéncia, pois constituem unidades estruturais para uma
série de importantes farmacos como drogas do tipo antineopldsicas, analgésicos e
antibidticos, diuréticos ou como antidepressivos. Também s@o utilizadas como

precursores de y aminoalcodis, a, B insaturados, B-lactamas (WEINHEIM, 1960).



Sistemas B-aminocetdnicos sdo amplamente encontrados na natureza
especialmente como alcaldides nas quais as estruturas estdo geralmente relacionadas
com acentuadas atividades biolégicas como: elaeocarpina (Figura 5A), a licopodina

(Figura 5B) e a cocaina (Figura 5C).

Figura 5. (A) Estrutura quimica da elaeocarpina, (B) estrutura quimica da licopodina,
(C) estrutura quimica de cocaina.

1.2 BIOCATALISE

Biocatilise é a técnica que utiliza catalisadores bioldgicos, sejam enzimas ou
microrganismos, para converter um substrato.
Esta técnica vem ganhando atencao decorrente de alguns fatores como:
» Transformagdes quimicas tradicionais empregam solventes e até
mesmo alguns reagentes nocivos ao meio ambiente;
» A biocatdlise promove produtos com alto grau de quimio-, regio- e
estereosseletividade em condicdes reacionais muito brandas;
> Reagdes biocatalisadas sdo aceleradas na ordem de 10 — 10” do que as
mesmas reagdes catalisadas quimicamente;
» Os catalisadores empregados em  biotransformagdes  sdo
biodegraddveis,

» Auxiliam na redugo dos custo de producio,



» Tecnologia importante para a sintese de compostos quimicos quirais
com alto valor agregado (COMASSETO et al., 2004).

Demain (2000) relata que a biocatélise avancou de forma significativa durante
a Primeira Guerra Mundial, o que foi um expressivo salto em termos econdmicos,
aumentando consequentemente a atengdo dos pesquisadores a referida drea. Na
Inglaterra, o quimico Chaim Weizmann em 1919, que posteriormente se tornou o
primeiro presidente do Estado de Israel, desenvolveu a fermentagdo acetona-butanol
e na Alemanha, a fermentagdo do glicerol foi formulada por Neuberg em 1941. Ambos,
acetona e glicerol foram necessdrios para a fabricacio de municdes para apoiar os
esforcos de guerra das respectivas nagdes em conflito. Tais eventos foram
acompanhados, apés a guerra, pelo desenvolvimento da fermentacdo, bioconversao e
processos enzimadticos rendendo muitos produtos Uteis com grandes expectativas de
mercado. Além disso, promoveu o desenvolvimento de reagentes e processos
ambientalmente compativeis (WITTCOFF, 1996).

Wang e Dai (2010) relatam que os beneficios destes processos incluem:

e Reducdo da poluicdo ambiental por produtos e processos industriais;

¢ Possibilidade de reducdo da dependéncia sobre os combustiveis nio-
renovaveis e outros recursos;

¢  Produgdo sustentdvel de produtos existentes € novos.

A Dbiocatdlise opera, portanto, em nivel molecular, onde as barreiras
estabelecidas na formacdo das espécies desaparecem. Isto porque todos os seres vivos
possuem 0 DNA como molécula fundamental, portadora da informagdo genética, o qual
codifica e determina as proteinas dos animais, das plantas e microrganismos. Esse
codigo simplesmente transforma a seqiiéncia dos nucleotideos do DNA (adenina,
citosina, guanina ou timina) em seqiiéncia de aminodcidos que constituem as proteinas.
Cada proteina € derivada, portanto, da transcri¢do e tradu¢do de um gene.

Atualmente, a biocatélise € utilizada para produzir uma variedade de produtos

para a industria (Tabela 1).



Tabela 1. Aplicagdes da biocatdlise nas industrias: farmacéutica, alimenticia e quimica

fina.
Item Produto Microrganismo Enzima Companhia
(S)-2- Acido
Farmacéuticos | cloropropidnico Pseudomonas sp. Desalogenase Avecia
e
Intermediérios | L-DOPA Erwinia herbicola Tirosina fenol liase Ajinomoto
Acido L- Escherichia coli
pipecdlico recombinante Mercian
Lisina aminotransferase (de
Flavobacterium lutescenns) Pirrolidina-
5-carboxilato redutase (de E.coli)
Escherichia coli Prolina hidroxilase (de Kyowa Hakko Kyowa
Hidroxiprolina recombinante Streptomyces sp) Hakko
Escherichia coli Oxidorredutases (de varios
Alcoois quirais recombinante microrganismos) Kaneka
(S)-piperazina-2-
acido carboxilico | Klebsiella Terrigena | Amidase Lonza
Pravastatina de Streptomyces
sédio carbophilus Citocromo P-450 Sankyo
Daiichi Fine
Vitaminas | Pantotenato Fusarium oxysporum | Lactonase Chemical
Rhodococcus
Nicotinamida rhodochrous Jl Nitrila hidratase Lonza
Aminodcidos | L-aminodcidos E. coli recombinante | L-hidantoinase e carbamoillase Degusa
Kyowa
Hakko e
Flavorizantes | 5-GMP E. coli recombinante XMP aminase (GMP sintase de E, coli) Ajinomoto
e AP/Ptase (de E. blattae)
Kyowa
Hakko e
>-IMP E. coli recombinante Guanosina/inosina quinase (de E. coli) Ajinomoto
AP/Ptase (de E. blattae)
Acido 6-hidréxi- | Achromobacter
Insenticidas | nicotinico xylosoxidans Niacina hidroxilase Lonza
5'-IMP: inosina-5' -monofosfato; 5'-GMP: guanosina-5' -monofosfato, AP/Ptase: fosfatase dcida/fosfotransferase.

Fonte (a) STRAATHOF, A. J.; PANKE, S.; SCHMID, A. Curr. Opin. Biotech. 2002, 13, 548-556, (b)
CARR, R.; ALEXEEVA, M.; TURNER, N. J. Org. Biomol. Chem. 2003, 1, 4133-4137.

E possivel notar que a biocatilise tem abrangido diversos setores industriais,
porém o setor farmacéutico € o que mais tem utilizado técnicas biocataliticas na sintese
de seus produtos (YAZBECK et al., 2004). Contudo, é sabido que neste setor a
obtencdo de compostos enantiomericamente puros ¢ de grande interesse (FABER;
PATEL, 2000; TEMBA et al., 2003).

Em 1987 a FDA (Food and Drug Administration) levantou questionamentos
acerca dos medicamentos ora liberados destacando a questdo dos estereoisdmeros
(RODRIGUES, 2004). Em 1992 finalmente foi estipulado que a acdo de cada produto
farmacéutico deveria ser caracterizado individualmente. Este regulamento forcou as
grandes empresas do ramo farmacéutico a investir fortemente na pesquisa de novos

processos bioquimicos que resultasse em compostos enantioméricamente puros



(RODRIGUES, 2004), pois sabe-se que as diferencas de quiralidade podem ter efeitos
distintos nos seres humanos. Um dos exemplos mais emblematicos da literatura é a
talidomida, droga usada inicialmente em 1958 e retirada do comércio em 1965, a qual
era utilizada para aliviar a ndusea matinal das mulheres gravidas. Em 1965 descobriu-se
que a talidomida era a causa de terriveis defeitos congé€nitos em muitas criancgas
nascidas ap6s o uso do farmaco por suas maes (CHAMPE et al., 2006).

Mais tarde comecaram a aparecer evidéncias que um dos enantiomeros tinha
efeito de causar a ndusea matinal, enquanto que o outro, também presente no farmaco
comercial (e em quantidades iguais ao da primeira), podia ter relacdo com os efeitos
congénitos. A evidéncia em relacdo aos efeitos dos enantidmeros se converte no outro

(Figura 6).
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Figura 6. Enantidmeros da talidomida. O enantiomero (R) possui efeito sedativo e
hipnético, enquanto o seu isdmero (S) é teratogénico.

Mas, a partir da década de 70 a sintese assimétrica destacou-se como um
método de obtencdo de compostos enatiomericamente puros, em substitui¢do de
racematos (mistura formada por iguais quantidades dos enantidmeros). Tornando-se
uma das mais importantes dreas da sintese organica contemporanea (TRAMPER, 1996).
Metodologias simplificadas para a preparacdo dessas moléculas em sua forma
enantiomericamente pura sdo de grande interesse, pois a partir delas, moléculas mais
complexas e de alto valor comercial podem ser obtidas (FABER, 1997).

Desde entdo, o preparo de farmacos e moléculas precursoras com alta pureza
enantiomérica tem contribuido para o crescente desenvolvimento de novos processos,
especialmente aqueles que se utilizam da biocatilise e de metodologias ambientalmente
corretas (FABER; PATEL, 2000).

O potencial da biocatilise na sintese de produtos quimicos € evidente e

exemplos de diversos processos industriais operacionais, por exemplo, na BASF



Ludwigshafen, Alemanha, a DSM (Geleen, Holanda), e Lonza (Visp, Suica). Essas
industrias utilizam enzimas para a producdo de compostos de alto custo que ndo podem
ser produzidos por abordagens quimicas (TRAMPER,1996).

O interesse pela biocatélise deve-se principalmente a algumas vantagens, tais
como a baixa toxicidade dos produtos quimicos empregados, a simplicidade operacional
e o baixo custo da maioria dos catalisadores de origem natural ou sintética. Além disso,
os produtos oriundos de reacdes catalisadas por compostos organicos, nao apresentam
contaminagdo por metal ou outros aditivos, o que desperta o interesse da industria
farmacéutica, que por sua vez ndo tolera a contaminagdo por metais de transicdo no
produto final.

No tocante a questdo ambiental, a biocatalise esta inserida no contexto de uma
nova filosofia denominada Quimica Verde. Esta pode ser definida como a utilizacdo de
técnicas quimicas e metodologias que reduzam ou eliminem o uso de solventes,
reagentes ou a geracdo de produtos e subprodutos que s@o nocivos a satide humana ou

aos ambientes (SHELDON et al., 2007; SHELDON, 1993).

1.2.1 Quimica verde

H4a 21 anos, ap6és a criacdo da lei de Prevencdo a Poluicdo nos
Estados Unidos, a EPA (Agéncia de Prote¢do Ambiental, Enviromental Protection
Agency), através do Instituto de Prevengdo a Poluicdo e Tdxicos (OPPT) langou o
programa de “Rotas Sintéticas Alternativas para Prevencdo de Poluicido” para financiar
projetos que visassem a prevengdo de poluicdo em suas sinteses fabricando produtos
através de processos ambientalmente corretos. Em 1993 o programa é renomeado como
Quimica Verde (FARIAS; FAVARO, 201 1).

Desde entdo o termo Quimica Verde (Green Chemistry) é usado em todo o
mundo para descrever o desenvolvimento ecologicamente correto e sustentdvel de
produtos e processos quimicos e tem sido definido como (CLARK, 2002):

“A utiliza¢do de um conjunto de principios que reduz ou elimina o uso ou a
geracdo de residuos ou substincias perigosas na concepcao, fabricagdo ou aplicacdo de

produtos quimicos” (ANASTAS, 2000).



A partir dai foram criados alguns principios bdasicos englobando muitos dos

conceitos levantados por movimentos anteriores sendo chamado de 12 Principios de

Quimica Verde (ANASTAS, 2000):

1y

2)

3)

4)

S)

6)

7

8)

9)

Prevencdo: A prevengdo de residuos é melhor que o tratamento
posterior;
Eficiéncia atdmica: A sintese quimica deve maximizar a incorporagao

de todos os atomos dos reagentes no produto final desejado;

Sintese com reagentes de menor toxicidade: A sintese quimica ideal
sempre que possivel deve utilizar e gerar substincias que ndao sejam
perigosas para a saide humana e para o meio ambiente;
Desenvolvimento de compostos seguros: Os produtos quimicos devem
ser projetados para preservar a eficicia da sua fung@o e serem atoxicos;
Catélise: Reagentes cataliticos (tdo seletivos quanto possivel) sdo
superiores aos reagentes estequiométricos;

Reducdo de solvente e auxiliares: A utilizacdo de auxiliares
(solventes, agentes de separacdo etc) deve ser minimizada ou usadas
substincias indcuas no processo;

Eficiéncia energética: A demanda de energia deve ser minimizada
através de métodos sintéticos que utilizem temperatura e pressdo
ambiente, diminuindo o impacto econdmico e ambiental;

Uso de matéria-prima renovavel: Sempre que possivel técnica e
economicamente utilizar matérias-primas cada vez mais renovaveis;
Reducdo no uso de derivados: Derivagdes devem ser minizadas, pois
processos que utilizam reagentes bloqueados, de prote¢do ou
desprote¢do, e modificadores tempordrios requerem reagentes
adicionais e, consequentemente, podem produzir subprodutos

indesejaveis.

10) Desenvolvimento de compostos degradaveis: Produtos quimicos devem

degradar em indcuo produtos tdxicos ndo permanecendo no meio

ambiente;

11) Andlise em tempo real para prevengdo da polui¢do: Processos quimicos

exigem um melhor controle por meio do desenvolvimento de
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metodologias analiticas, permitindo assim o monitoramento em tempo
real, para controle da formacao de compostos indesejaveis;

12) Quimica segura para prevencao de acidentes: As substincias e a forma
com que uma substincia é usada em um processo quimico deve ser
escolhido de forma que assegure um potencial minimo para acidentes
incluindo vazamentos, explosdes e incéndios.

Sabe-se, porém, que a quimica, e principalmente a quimica orgénica é
responsdvel por uma grande parcela da contaminag¢do ambiental atual. Fica, portanto,
evidente que o quimico deve procurar empregar cada vez mais esta filosofia em seu
cotidiano para produzir o composto de seu interesse sem agravar mais o processo de
contaminagdo ji existente no planeta.

A Quimica Verde aborda o impacto ambiental produzidos tanto pelos produtos
quimicos quanto pelos processos (SHELDON et al., 2007). No contexto moderno, os
termos “desenvolvimento sustentavel” e "quimica verde” t€m sido questionados. Esta
divergéncia com relagdo aos termos comegou em 1987 na Comissdo das Nagdes Unidas
sobre o Meio Ambiente e Desenvolvimento, (geralmente referidos como Comissdo
Bruntland) a qual observou que a coes@o econdmica de desenvolvimento pode levar a
uma deterioracdo, e ndo a uma melhoria na qualidade de vida das pessoas, o que
conduziu a definicdo atualmente aceita como “Desenvolvimento Sustentavel”.

Tal definicdo diz que este “desenvolvimento deve satisfazer as necessidades do
presente sem comprometer a capacidade das futuras geragdes satisfazerem suas proprias
necessidades” (HANDBOOK, 2002). Todavia ressalta que é naturalmente impossivel
criar produtos quimicos sintéticos sem insumos quimicos. Porém, a quimica verde
indica que hd muitos caminhos possiveis a partir de materiais alternativos para a sintese
de produtos (HANDBOOK, 2002).

Contudo, até o presente momento poucos foram os esforcos feitos para limitar
o uso de solventes organicos e substitui-los por novos meios mais “verdes” ou até
mesmo elimind-los completamente (condi¢des livres de solvente). Novos tratados
internacionais como o Protocolo de Montreal estdo comecando a aumentar a pressio
para minimizar o uso de solventes e nesse interim as industrias estdo interessadas em

alternativas economicamente viaveis (GREEN, 2005).
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1.2.2 Biocatalisadores

Catalisadores s@o substincias que aumentam a velocidade de uma reacdo
quimica, reduzindo seus requisitos energéticos. Os catalisadores promovem um
caminho com menor energia de ativacdo, e ainda sdo recuperados no final do processo
(CHAMPE et al., 2006).

O emprego de microrganismos, vegetais ou enzimas isoladas como
catalisadores quirais proporcionou um avanco significativo para a quimica sintética,
pois € sabido que os biocatalisadores possuem sitios cataliticos seletivos, os quais
favorecem a formag@o de produtos enantiomericamente puros. Tal processo se da
através da caracteristica que estes possuem e.g. a alta especificidade de seus sitios com
o substrato trazendo assim uma alta eficiéncia de reacdo. Os biocatalisadores permitem
a Dbiotransformacdo de compostos polifuncionalizados e sensiveis (OLIVEIRA;
MONTOVANI, 2009).

Ishige e Shimizu (2005) ressaltam que uma das vantagens da utilizacdo de
biocatalisadores € que as reagdes que os envolvem sdo realizadas em condicdes
reacionais brandas.

Wang e Day (2010) também destacam que a estereosseletividade do
biocatalisador faz com que a biotecnologia industrial tenha uma aplica¢io generalizada
no potencial quimico sintético. O biocatalisador trabalha em condi¢cdes ambientais
amenas, o que inclui até mesmo solucdes aquosas e temperatura ambiente, fazendo com
que a biotecnologia industrial seja uma estratégia ambientalmente agraddvel em relacio
a inddstria quimica tradicional

Diferentes enzimas e microrganismos s@o capazes de realizar transformacgdes
de vérios substratos em produtos dificilmente obtidos por rotas quimicas ou ainda atuar
em reacdes nas quais ndo existem alternativas quimicas vidveis (OLIVEIRA;
MONTOVANI, 2009).

Atualmente muitos sdo os sistemas de biocatalisadores disponiveis capazes de
catalisar uma ampla variedade de reacdes organicas (DURAN et al., 2000). Devido 2
alta régio- e estereoseletividade muitos biocatalisadores vém sendo utilizados até
mesmo para a sintese de compostos que possam atuar com potencial anticancerigeno

(FENG et al., 2010).
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Labes e Wandhausen (2008) afirmam que diversos fatores devem ser levados
em conta na escolha do biocatalisador (enzimas isoladas, células inteiras, organelas etc).
Por exemplo, se o produto desejado é convertido através de uma seqii€ncia enzimatica e
ndo da atuacdo de uma tdnica enzima, é conveniente utilizar um microrganismo que
possua essa seqiiéncia em seu metabolismo (ex. Producdo de etanol via fermentacdo de
glicose por Saccharomyces cerevisiae), pois a presenca de vdarias enzimas colocadas
para reagir de forma aleatéria pode resultar em reacdes laterais que dificultam a
separacdo do produto desejado.

Nesse sentido, Di Conti et al. (2001) afirmam que novas tecnologias de
biologia molecular, metodologias de selecdo de biocatalisadores e novas abordagens
estdo sendo desenvolvidas a fim de se obter catalisadores com suas especificidades
alteradas bem como a exploragdo da biodiversidade.

O biocatalisador pode também ser utilizado na forma livre ou usa-se a técnica
de imobilizacio (WENDHAUSEN, 1998, 2005), uma vez que o suporte cria um micro
ambiente protetor ao redor das células. Pode-se aumentar a concentragdo celular
aerando o meio de crescimento. Ishikara (2003) também ressalta o as vantagens da
utilizacdo de células imobilizadas:

e As células se tornam resistentes a danos como cisalhamento;

e (élulas imobilizadas podem ser utilizadas vdarias vezes durante um
periodo de tempo prolongado;

e As concentragdes de biomassa sdo possiveis, possibilitando altas
conversdes de substrato;

¢ O método facilita a recuperagcdo da massa celular e produtos;

e Tratamentos quimicos seqiienciais sdo possiveis.

Muitos processos biocataliticos t€m obtido maturidade em nivel industrial
como, por exemplo, a produ¢do de gama lactonas as quais sdo usadas como flavorizante
de frutas (aroma de pé€ssego). Este processo tem como reagente de partida o dleo de
castor que € um éster do dcido ricinoleico. Cheethan (1995) descobriu uma espécie de
levedura (Candida petrofilium ATCC202226) capaz de hidrolisar o 6leo de castor a
acido graxo.

O emprego de catalisadores bioldgicos em sinteses quimicas € evidente devido
ao grande numero de catalisadores biolégicos e pela variedade de processos industriais

que utilizam os mesmos. Tais processos vdo desde a fabricacdo de produtos quimicos
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como acrilamida, frutose, dcidos mdlico e aspartico até a sintese de medicamentos
aplicando-se comercialmente em grande escala na inddstria farmacéutica para a
producdo de compostos de alto custo (ZAKS, 2001).

Essa expansdo pode ser atribuida aos recentes progressos na drea de biologia
molecular. De fato, a evolucdo in vitro ou evolucdo dirigida e as tecnologias de
engenharia metabdlica levaram a producdo de muitos biocatalisadores (ZAKS, 2001). A
importancia do uso de biocatalisadores para producdo industrial de moléculas
biologicamente ativas deve-se fundamentalmente a sua quiralidade intrinseca
(ABARZUA et al., 2008). O aproveitamento desta vantagem inigualdvel depende,
todavia, de condi¢des que viabilizem o uso do biocatalisador com custos moderados e
melhores rendimentos (ABARZUA et al., 2008).

As técnicas utilizadas para se alcancar melhores resultados de rendimentos
variam de acordo com a reacgdo catalisada (ABARZUA at al., 2008). Como resultado do
desenvolvimento dessas técnicas, o campo da biocatilise industrial tem avancado e os
bioprocessos estdo sendo transferidos do ambiente de laboratério para a fabricacdo
(ZAKS, 2001).

A sintese de produtos quimicos biocatalisados aparece como uma metodologia
promissora para reduzir o impacto ambiental da indistria de processos (FABER e
PATEL, 2000), considerando que a mesma oferece uma forma ecologicamente correta
de realizar processos quimicos sob condi¢des reacionais brandas e com um alto grau de

seletividade (Figura 7).
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Figura 7. Fonte de biocatalisadores naturais mais utilizados.
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1.3 MICRORGANISMO EM SINTESE ORGANICA

Desde estes primordios, muitas transformacdes quimicas realizadas com a
utilizacdo de microrganismos foram tema de estudos e muitas destas sdo exploradas
economicamente tanto em escala laboratorial quanto em escala industrial.

Os microrganismos sdo responsaveis por uma série de transformagdes quimicas
com as quais o ser humano tem tomado contato desde sua primitiva existéncia, mesmo
sem ter qualquer consciéncia disto. A preparacdo de vinhos, queijos, massas de pdes e
outros produtos empregados no cotidiano do ser humano sdo exemplos de
transformagdes quimicas realizadas por microrganismos. Uma das primeiras
transformacgdes quimicas conscientes que empregou microrganismos foi a producdo da
penicilina pelo fungo Penicillium notatum composto este empregado como um potente
bactericida em 1928 por Alexander Fleming (CORREA e ZUIM, 2009).

De acordo com Demain (2000) ha muitos anos os microrganismos tém sido
utilizados para nos fornecer produtos tais como pao, cerveja, vinho, aguardente, vinagre,
queijo, picles dentre outros materiais fermentados. No principio tais processos eram
desenvolvidos para a preservagdo de frutas, legumes e leite. Contudo, foram
desenvolvidos produtos sofisticados que satisfazem o paladar e a psique do ser humano
e Louis Pasteur em 1862 foi um quem estabeleceu a base cientifica destas antigas
aplicagdes através da oxidag@o do dlcool a 4cido acético usando uma cultura pura de
Bacterium xylinum.

Demain (2000) justifica que a principal razdo para o uso de microrganismos,
sejam estes isolados de plantas ou de animais, na produ¢@o de compostos € a facilidade
de aumento da producgdo pela manipulacdo genética ou ambiental.

Porém, o uso de microrganismos incluem outras vantagens, tais como a grande
variedade de reacdes que os mesmos sdo capazes de realizar, a capacidade de adaptacdo
a uma grande variedade de ambientes, o que permite que uma cultura seja transportada
de sua natureza para o baldo de laboratério ou para o fermentador de uma fabrica, onde
ele é capaz de crescer devido as fontes de carbono e nitrogénio.

Ramos et al. (2009) e Piovan et al. (2008) ressaltam que o uso de células
microbianas inteiras € um processo vantajoso porque as mesmas contém os cofatores
necessarios (NADH e NADPH) e as vias metabdlicas para a sua regeneracdo, visto que

o uso de enzimas purificadas, no entanto, implica no alto custo do cofator que estd na
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faixa de US$ 500 por mL de NAD a US$ 200.000 por mL de NADPH (WONG;
WHITESIDES, 1994). Os cofatores ndo estdo ligados permanentemente a molécula da
enzima, mas na auséncia deles, a enzima € inativada. A fracdo protéica de uma enzima,
na auséncia do seu cofator, € chamada de apoenzima. A enzima associada ao seu cofator
¢ chamada haloenzima. Este cofator pode ser regenerado (BRENELLI,1994), mas este
processo € igualmente caro e de dificil controle.

Vieira et. al (2010) corrobora o uso de novas linhagens de microrganismos
como biocatalisadores pois os mesmos podem oferecer uma oportunidade alternativa
para investigar os recursos locais para a realizacdo eficaz das principais transformagdes
sintéticas com importancia econdmica e implicacdes ecoldgicas.

Atualmente muitos sdo os processos que envolvem o uso de microrganismos.
Cerca de 1,6 milhdes de libras de glutamato monossédico, um potente realgador de
sabor sdo feitas a partir da fermentacdo usando vérias espécies dos géneros
Corynebacterium e Brevibacterium (por exemplo Corynebacterium glutamicum,
Brevibacterium flavum e Brevibacterium lactofermentum) Hoje, esses produtores de
glutamato sdo classificados como subespécies de C. glutamicum (por exemplo C.
glutamicum ssp. flavum e C. glutamicum ssp. lactofermentum). O glutamato

monossddico é vendido por cerca de US $ 0,95 por libra (WILKE, 1999).

1.3.1 Leveduras

As leveduras tornaram-se uma valiosa ferramenta para a preparacdo de
importantes compostos para a industria farmacéutica.

Estas, na qualidade de organismos vivos, sdo taxonomicamente classificadas
em reinos, grupos, familias e subfamilias segundo diversas caracteristicas que vado de
morfoldgicas a genéticas.

O biocatalisador mais empregado é a levedura Saccharomyces cerevisiae,
amplamente utilizada na producdo de bebidas alcodlicas. Esta levedura é
taxonomicamente definida como pertencente ao Reino Fungi, dominio Eucariotal,
género Ascoporogenous, subfamilia Saccharomycodeael (juntamente com mais 22
géneros) e familia Saccharo-cetaceae (KREGER-VAN, 1980). A morfologia celular
varia entre os géneros existentes, podendo ser ovais, circulares, cilindricas etc.

(KREGER-VAN, 1980), reproduzindo-se por brotamento formando células desiguais.
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Algumas espécies de Saccharomyces sdo capazes de crescimento anaerdbio
facultativo, o que lhes confere a possibilidade de sobrevivéncia em diversos ambientes.
Se houver oxigénio, essas leveduras respiram aerobicamente para metabolizar hidratos
de carbono formando diéxido de carbono e 4gua; na auséncia de oxigénio, elas
fermentam os hidratos de carbono e produzem etanol e diéxido de carbono. Essa
fermentagdo € utilizada na producio de cerveja, vinho e nos processos de panificacio
(TORTORA et al., 2005).

Esta levedura tem sido reportada hd muito tempo como catalisador de
transformagdes que geram produtos quirais e pode ser considerada como um
biocatalisador ideal pelo fato de estar amplamente disponivel e ser de facil manuseio
(FABER, 1997). De acordo com Baraldi e Corréa (2004) esta levedura pode ser
empregada para muitos tipos de reacdes tais como reducdo de carbonilas de cetonas e

aldeidos, nitrilas, o e B-cetoésteres, andlogos e duplas ligacdes C=C.

1.4 VEGETAIS EM SINTESE ORGANICA

Outra forma de se utilizar técnicas biocataliticas € o emprego de
biocatalisadores vegetais, dentre os quais se destaca a cenoura (Daucus carota)
principalmente na reducdo de carbonilas (CORREA; ZUIM, 2009). A biocatilise
empregando vegetais vem ganhando espaco nas pesquisas voltadas a obtengdo de
compostos com alto grau de pureza enantiomérica porque estas metodologias
biocataliticas dao origem a produtos com alto valor agregado, empregando
metodologias simples, baratas e eficientes (CORREA; ZUIM, 2009).

No tocante a comparagdo entre a biocatdlise empregando microrganismo e
empregando vegetais, esta apresenta vantagens sobre aquela no que tange a
simplicidade operacional, larga disponibilidade dos biocatalisadores, pouca exigéncia
quanto a cuidados de assepsia e/ou esterilizacdo, aos altos rendimentos e
estereosseletividade e reprodutibilidade (CORREA; ZUIM, 2009).

Quanto a desvantagem em se utilizar plantas integras como biocatalisadores ao
invés de microrganismos ou enzimas isoladas é que o isolamento do composto de
interesse pode ser um pouco mais complexo decorrente de processos enzimaticos

competitivos realizados como sub-rota no meio reacional.
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1.5 ENZIMAS EM SINTESE ORGANICA

Enzimas sdo catalisadores bioldgicos produzidos por organismos vivos. O
reagente em uma reagdo catalisada por enzimas é chamada de substrato ou precursor. As
enzimas sdo proteinas com alto peso molecular, (CHAMPE et al., 2006) constituidas
basicamente de L-aminoacidos ligados covalentemente numa sequencia definida
(LABES; WENDHAUSEN 2008). As enzimas possuem uma regido especifica
denominada sitio ativo, formado de poucos aminodcidos, sendo responsavel pela acao
catalitica (CHAMPE et al., 2006). A forma espacial como o substrato se liga a enzima
determina a formag¢do de um estereoisOmero como Unico produto (LABES;
WENDHAUSEN, 2008).

Em 1961 a Comissdo para enzimas (Enzyme Commission — EC) da Unido
Internacional de Bioquimica (IUB), estabeleceu uma classificacdo para as enzimas e
dividiu-as em seis classes, de acordo com a reacdo catalisada (CABRAL, 2003).

Sao elas:

. 1° Oxidorredutases: Sdo enzimas que catalisam reacdes de
transferéncia de elétrons, ou seja, reacdes de oxi-redug@o. As mais conhecidas
sdo as Desidrogenases e as Oxidases.

. 2° Transferases: S@o enzimas que intervém em reacgdes de
transferéncia de diversos grupos funcionais, como aldeido, cetona, acila, amina,
carboxila, etc.

. 3° Hidrolases: Sao enzimas que catalisam reacdes de hidrélise. A
extensdo de grupos hidrolisdveis € ampla, e incluem ésteres, amidas, peptideos e
outras fun¢des que contem grupos C-N, anidridos e muitos outros.

. 4° Liases: Catalisam as reag¢des de remocdo ou fixacdo de grupos
quimicos, envolvendo ligagdes C=C, C=N e C=0 de forma nio hidrolitica. Sao
bons exemplos as Dehidratases e as Descarboxilases.

. 5° Isomerases: Catalisam diversos tipos de isomerizacao,
incluindo a racemizagdo.

. 6° Ligases: Sdo enzimas que catalisam rea¢des de formacdo e
novas moléculas a partir de duas ja existentes. Nesta classe sdo denominadas

frequentemente sintetases, que produzem a formagdo C-O, C-S e C-N.
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As oxidorredutases e as hidrolases sdo as mais empregadas em sintese na drea

de catalise enzimatica.

A capacidade de atuacdo em temperaturas brandas, condi¢des neutras e

aquosas, além do elevado nimero de ciclos cataliticos, torna vantajoso o uso de enzimas

em sintese quimica (OLIVEIRA; MONTOVANI, 2009).

De maneira geral a sintese utilizando enzimas estd associada a trés

caracteristicas principais (WONG, 1994):

a)

b)

Quimiosseletividade: uma vez que o propdsito da enzima € atuar em um
unico grupo funcional, outras funcionalizagdes sensiveis que deveriam
reagir normalmente com certo grau sob catélise quimica, sdo preservadas.
Regiosseletividade: devido a sua complexa estrutura tridimensional,
enzimas podem distinguir entre grupos funcionais que estdo quimicamente
situados em regides diferentes do mesmo substrato.

Enantiosseletividade: todas as enzimas sdao formadas de L-aminodcidos e,
assim, sdo catalisadores quirais, acarretando o reconhecimento da
quiralidade presente no substrato. Desse modo um substrato pro-
quiral/racémico pode ser transformado em um produto opticamente ativo, e
ambos os enantidmeros de um substrato podem reagir com diferentes

velocidades dispondo-se de uma resolugéo cinética.

A combinagdo entre biocatdlise e sintese utilizando diferentes enzimas tem

despontado no setor industrial principalmente no setor farmacé€utico devido a crescente

demanda por compostos enantiomericamente puros. Com o passar dos anos, processos

interessantes vem sendo utilizados na industria catalitica utilizando hidrolases, liases,

oxirredutases dentre outros biocatalisadores, despontando como uma nova metodologia

para sintese de intermedidrios na indudstria farmacéutica (FABER; PATEL, 2000).
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1.5.1 Lipases

As lipases sdo enzimas pertencentes a classe das hidrolases e desempenham um
papel fundamental na digestdo de gorduras pela clivagem de triglicerideos de cadeia
longa. Devido a polaridade oposta entre a enzima (hidrofilica) e seus substratos
(lipofilico), as reacdes que envolvem a lipase ocorrem na interface entre as fases
aquosas e oleosas (PAIVA et al.,2000). Por este motivo, as interfaces sio os pontos-
chave para a biocatdlise e um local apropriado para lipdlise. O conhecimento sobre os
efeitos da composicdo interfacial em catélise onde se utilizam a lipase ainda é limitado e
0 que se observa na literatura sdo apenas termos como “a qualidade interfacial”.

Porém, estudos com base em uma abordagem biofisica permitiram, pela
primeira vez, mostrar os efeitos do microambiente em catdlise interfacial das lipases.
Estes estudos demonstraram que a atividade da lipase em relagdo a sua composicdo
interfacial estd mais atribuida a inacessibilidade do substrato do que a desnaturacdo da
enzima ou até mesmo sua inativacdo, como o que se era proposto. As andlises de
interface revelaram que a reagdo de lipdlise € auto-regulada (REIS, 2009).

Esta enzima extracelular foi descrita pela primeira vez em 1973 (REETZ,
2002). As lipases sdo encontradas em microrganismos, em animais e em vegetais,
porém, industrialmente os microrganismos sdo a principal fonte para a produgdo, uma
vez que tem alta velocidade de sintese, alto rendimento de conversdo de substrato em
produto, grande versatilidade e mais simplicidade na manipulagdo ambiental e genética
de sua capacidade produtiva (ILLANES, 1994).

As lipases microbianas pertencem a familia de enzimas o /[ hidrolases e
catalisam, a principio, a hidrélise de triglicerideos em glicerol e 4cidos graxos (REETZ,
2006). Além disso, as mesmas sdo freqiientemente utilizadas como biocatalisadores em
sintese organica, devido & sua disponibilidade, baixo custo de produgdo, nado
necessidade de cofatores, ampla especificidade de substrato, alta enantioseletividade,
bem como alta estabilidade em meios niao aquosos, como fluidos supercriticos e
solventes organicos (JAEGER et al., 1999, BREM et al., 2011).

As duas principais categorias em que as reagdes catalisadas pela lipase podem
ser classificadas sao:

1) Hidrdlise:

RCOOR’ + HO—RCOOH + R'OH
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2) Sintese: reacdes desta categoria podem ser classificadas em
a) Esterificacio
RCOOH + R'OH—RCOOR' + H,0
b) Interesterificacdo

RCOOR' + R"COOR*—R"COOR* + R"COOR’

Contudo, essas enzimas realizam intimeras outras reac¢des tais como: hidrélise
ou sintese de ésteres, alcodlises, amindlises, peroxidacdes, epoxidacdes e
interesterificacdes. Isto se deve a uma caracteristica denominada na literatura de
prosmicuidade da enzima, que as tornam aplicdveis em diversas dreas como a de
produtos farmacéuticos, producdo de biodiesel e modificagdo de alimentos.

Esta versao recente, em relacdo a atividade enzimética, é chamada também de
ajuste induzido o qual sugere que o sitio ativo ndo é rigido, como no modelo chave-
fechadura proposto por Emil Fischer em 1894. Ou seja, decorrente da interagdo entre o
sitio ativo da enzima e o substrato, hd uma alteracdo conformacional do complexo
enzima-substrato.

Porém para o uso de qualquer tipo de enzima na inddstria é preciso considerar
seu mecanismo de ag@o peculiar (RODRIGUES, 2010). O mecanismo de agdo das
lipases envolve intimeros fatores relacionados com a ativagdo da atividade catalitica.

Um dos fatores que pode afetar as propriedades cataliticas dessas enzimas é a
estabilidade em solventes orgéinicos. As conformagdes abertas e cataliticamente
competentes de varias lipases t€ém como caracteristica comum o fato de que a drea em
torno do sitio catalitico possuir carater hidrofébico (FOJAN et al., 2000). Esta € a face
da superficie das lipases que € direcionada a camada lipidica.

Por outro lado, devido a extrema flexibilidade dos centros ativos das lipases, as
suas propriedades cataliticas podem ser facilmente alteradas sem inativar a enzima.
Assim, as propriedades das lipases podem ser moldadas por pequenas mudancas nas
condicdes de reacdo, principalmente dos solventes, o que pode originar novos produtos
opticamente ativos e ampliar consideravelmente as possibilidades de aplicacdes
comerciais destas enzimas (PALOMO et al., 2005; CHAUBEY et al., 20006;
CHAUBEY et al., 2009).

Por isso, as lipases sdo excelentes alternativas para as sinteses quimicas

classicas, com aplicacdo na industria de alimentos, detergentes, o6leoquimica,

21



farmacéutica, de quimica fina, de cosméticos e fragrincias, de polpas e papel, de couro,
de biossensores e no tratamento de efluentes ricos em 6leos e graxas (PANDEY et al.,
1999; HASAN et al., 2006).

Um processo ja tradicional realizado pela empresa holandesa DSM ¢ a
obtenc¢do de um precursor do Diltiazem, um dos dez farmacos mais vendidos no mundo.
O Diltiazem € um derivado benzodiazepinico utilizado no tratamento de hipertensao
arterial, com acdo vaso dilatadora devido a seu antagonismo ao canal de célcio
(SCHIMID et al., 2002, MATSUMAE et al., 1993). Em uma das etapas realiza-se a
resolugdo do éster metil-3-(4-metoxifenilglicidato) rac€émico empregando-se uma lipase

de Serratia marcescens (GAO et al., 2004) (Figura 8).
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Figura 8. Resolu¢do enzimatica do éster metil-3-(4 metoxifenilglicidato).
Atualmente, as pesquisas buscam sua caracterizacdo estrutural, elucidagdo do
mecanismo de acdo, exploragdo e aprimoramento das propriedades enantiosseletivas das

lipases, assim como, a clonagem e a expressdo de genes de lipases com caracteristicas
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interessantes em organismos de facil cultivo, em larga escala (REETZ, 2002;

ALMEIDA et al., 2006).

1.5.2 Quimosina

A quimosina, também conhecida como renina, € uma aspartil protease que
catalisa a quebra das ligacdes peptidicas em outras proteinas sendo encontrada no
abomaso (quarto estdbmago dos ruminantes) de bezerros lactentes e de outros ruminantes
jovens (CHITPINITYOL e CRABBE, 1998).

Foi a primeira enzima recombinante derivada de fonte geneticamente
modificada a receber aprovacdo para uso alimentar na Suica, em 1988, e nos Estados
Unidos, em 1990. Sdo uma classe de enzimas com indmeras aplicacdes tanto no
campo fisioldgico quanto no comercial (GUPTA et al., 2002). No entanto, poucos sio
os trabalhos de sintese organica que reportam o uso dessas enzimas.

Bioquimicamente € uma proteina com cadeia polipeptidica tnica de 323
residuos de aminoacidos e massa molecular de 35600 Da (GILLILAND et al., 1990;
NEWMAN et al., 1991). Diferente das outras proteinas gdstricas aspdrticas que
processam todas as proteinas no limem géstrico, a quimosina é especifica para uma das
proteinas do leite: a caseina k, apresentando baixa atividade proteolitica sobre as outras
proteinas e devido a isto, esta enzima tornou-se atraente para a industria de queijo
(FOLTMANN, 1993).

Existem duas formas alélicas de quimosina naturalmente produzidas de
bezerros: quimosinas A e B que diferem em apenas um residuo de aminoicido na
posicdo 244: um aspartato na quimosina A e uma glicina na quimosina B. A presenga
desses aminoécidos garante uma maior afinidade da quimosina A pela caseina k devido
a uma estabilizacdo adicional eletrostitica adicional do complexo caseina-k-quimosina,
e uma maior estabilidade da quimosina B em pH abaixo de 5 (CHITPINITYOL e
CRABBE, 1998).

Devido a problemas de escassez e de flutuacdo no custo de coalho de bezerro,
bem como sua qualidade insatisfatéria, os cientistas comegaram a investigar a
possibilidade de atribuir a microrganismos a producdo de quimosina idéntica a
produzida pelas células do estdmago do bezerro. Para isso foi introduzido o gene do

bezerro responsavel pela producdo de quimosina num microrganismo hospedeiro, a
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Escherichia coli, que € um microrganismo conhecido, facilmente cultivivel em grandes
quantidades, porém outros microrganismos foram identificados como produtores de
quimosinas como Mucor pusillus, Mucor meihei, Aspergillus oryzae (MARTIN et al.,
1980, CHRISTENSEN et al., 1988), estas sdo denominadas quimosinas recombinantes.
Atualmente apenas trés empresas internacionais (Pfizer, Chr-Hansen e Girst Brocades)
produzem e comercializam quimosinas recombinantes (MOHANTY et al., 2003).

As quimosinas recombinantes passam por rigorosos testes bioquimicos,
toxicoldgicos e microbioldgicos para garantir a sua pureza. A FDA (Food and Drug
Administration) concluiu que as enzimas recombinantes sdo idénticas e mais puras que
os extratos enzimdticos extraidos do bezerro, o que conferiu o status GRAS (Generally
Regarded as Safe) para estas preparacdes (JOHNSON e LUCEY, 2006).

A quimosina recombinante representa cerca de 60% das vendas de todas
as enzimas industriais do mundo devido &s suas aplicacdes em diversos setores
industriais como nos detergentes, alimentos, produtos farmacéuticos, produtos
quimicos, couro, papel e celulose e industrias de seda (GUPTA et al., 2002), ja que
estas apresentam custos reduzidos e podem ser produzidas em quantidades satisfatdrias

em fermentagdes industriais.

1.6 HISTORICO NO ESTADO DE MATO GROSSO DO SUL

Segundo Beatriz, Lima e Marques (2005) em Mato Grosso do Sul, a linha de
pesquisa em biotransforma¢des comecou com Lima (2005) no inicio deste século,
quando o mesmo retornou da Inglaterra, onde fez seu pds-doutorado na area, justamente
para promover um re-direcionamento de suas pesquisas em sintese orginica. Nessa
mesma época, Marques (2005), com o seu conhecimento em Bioquimica e
Microbiologia, deu um cariter interdisciplinar para a recém implantada linha de
pesquisa na Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). Com isso, as
disciplinas de Bioquimica, Microbiologia e Quimica Orgéanica se uniram para pesquisar
temas que estdo nas interfaces dessas trés importantes areas da ciéncia.

Beatriz, Lima e Marques (2005) ainda ressaltam que uma das dificuldades
encontradas para solidificar essa linha de pesquisa no estado de Mato Grosso do Sul era
a falta de equipamentos especificos para andlises dos compostos sintetizados. Contudo,

em 2002 formou-se primeira mestre nessa area em Mato Grosso do Sul, tendo como
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tema de dissertacdo “Transformacdes Microbioldgicas de Norbornan-7-onas e de
Substincias Liquénicas” (ARRUDA, 2002). Neste trabalho, estudou-se a biorredugédo
seletiva de duas cetonas monoterpénicas sintéticas por Beauveria densa e Curvularia
lunata. Esses microrganismos foram capazes de reduzir as cetonas nos respectivos
alcodis (E) e (Z). Uma seletividade n-facial nas biorreducdes foi observada (ARRUDA
et al., 2005).

Observando o panorama do Estado de Mato Grosso do Sul frente a pesquisas
que envolvam a temédtica de biotransformacdo e, conseqiientemente, a de Quimica
Verde, fica mais evidente a necessidade de apoio a pesquisas voltadas a este tema, pois
no referido Estado, até o ano de 2010, havia apenas um grupo de pesquisa cadastrado na
Plataforma Lattes voltado a este tema, apesar de o Estado ser possuidor de um dos
biomas mais ricos em biodiversidade: o pantanal. Hoje o tema ja € abordado com maior
freqiiéncia, contudo ainda estd aquém do ideal para um Estado que busca o avango

técnico/cientifico como € o caso do Mato Grosso do Sul.
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2.0BJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial biocatalitico de diferentes linhagens de microrganismos e

de enzimas na sintese de compostos -aminocetonicos via reagdo de Mannich.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Comparar a atividade catalitica de células integras de fermento bioldgico de
padaria bem como de outras linhagens de Saccharomyces spp isoladas da cana-
de-acucar;

» Comparar a atividade catalitica das bactérias Xanthomonas spp e Lactobacillus
acidophilus.

» Comparar a atividade catalitica das enzimas quimosina, lipase e Lipozyme® na

sintese de [1-aminocetonas;
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3. MATERIAIS

3.1 ENZIMAS

As enzimas utilizadas foram lipase tipo II em estado bruto obtida de pancreas
suino (Sigma-Aldrich), Lipozyme® (lipase imobilizada em resina de troca iOnica
macroporosa) obtida de Mucor miehei da Sigma Chemical Company (St. Louis. USA) e
quimosina obtida de Aspergillus niger var. awamori cedida pela empresa internacional

Chr-Hansen.

3.2 MICRORGANISMOS

Os microrganimos utilizados para as sinteses foram Saccharomyces cerevisiae
sp (fermento biolégico de padaria) da marca Fleishman, Xanthomonas spp,
Lactobaccillus acidophilus (9061 OLA IDN, 19.10#2) e diferentes linhagens de
microrganismos do género Saccharomyces isolados da cana-de-acicar gentilmente

cedidas pelo Prof® Dr. Gustavo Graciano Fonseca (Tabela2).

Tabela 2. Microrganismos isolados da cana-de-agticar.

Microrganismos Utilizados
Bactérias Fungos

Xanthomonas spp Saccharomyces cerevisiae meyen
(Isolada da cana-de-agucar) (Fermento Bioldgico Seco)
Lactobaccillus acidophilus Isolado 23*

Isolado 05*

Isolado 08*

Isolado 23*

Isolado 24*

Isolado 99*

Isolado 91*
* Diferentes linhagens de microrganismos do género Saccharomyces isolados da
cana-de-agucar.
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3.3 REAGENTES E SOLVENTES

Os reagentes empregados neste estudo foram: acetofenona (Vetec),
ciclohexanona (Dindmica), ciclopentanona (Sigma-Aldrich), cicloheptanona (Sigma-
Aldrich), formaldeido (Vetec), benzaldeido (Dindmica), anilina (Synth),
tetrahidrofurano (Vetec), dimetilsulféxido (Vetec), hexano (Dindmica), etanol
Proquimios) e acetato de etila (Vetec) todos com grau de pureza PA. Como secante nas
reacdes foi utilizado o sulfato de sdédio (Proquimios) grau de pureza PA. Para
purificacdo e separagdo dos compostos de interesse foi utilizado cromatografia em

coluna com fase estaciondrio silica gel 70-230 Mesh (Vetec).

3.4 EQUIPAMENTOS

¢ Cromatégrafo gasoso 431-GC (Varian) acoplado ao detector de massas
210-MS (Varian).

e Egpectrofotdmetro de infravermelho, FTIR modelo 4000 (Jasco).

e Agitador magnético (Marconi).

e Balanca analitica digital (Marte).

e Rotaevaporador (Fisatom).

e Estufa a vicuo (Marconi).

e Shaker (incubadora com agitacio orbital) TE-420 (Tecnal).

e Autoclave vertica CS (Prismatec).

e BOD (incubadora) BT 62 (Biothec)

e (entrifuga 206 BL (Fanem).

e (Camara de fluxo laminar (Marconi).

e Ressonancia Magnética Nuclear (Bruker).
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4. METODOS

4.1 METODOLOGIA UTILIZADA - MICRORGANISMOS

Os meios nutrientes e de manutengdo dos microrganimos foram preparados
com extrato de malte (2g/L), dgua destilada e agar potato dextrose (PDA). Os meios
preparados foram autoclavados por 20 minutos a 121°C, colocados em placas de Petri e
tubos de ensaios. Em seqiiéncia os microrganismos foram semeados com o auxilio de
uma al¢a de platina sobre o meio de manutencdo. Alguns cuidados foram tomados nesse
processo, como a flambagem da alga de platina antes e depois de ser usada para nio
haver contaminacdo, ndo tocar na rolha com a mio e nem pousar sobre a bancada. Apds
a retirada do material com a alca, flambou-se a boca do erlenmeyer e colocou-se o
tampdo novamente. As placas de Petri foram abertas préximo ao bico de bunsen para
evitar contaminacdo do ar, incubadas a 30°C por 24 horas e depois guardadas na

geladeira para o procedimento do trabalho.

4.2 PREPARO DO INOCULO

Para cada microrganismo utilizado, foram preparados 50 mL do meio liquido
(extrato de malte) os quais foram previamente esterilizados na autoclave por 20 minutos
a 120°C. O mesmo foi resfriado a temperatura ambiente e em seguida com o auxilio de
uma al¢a de platina uma pequena quantidade de células foi retirada de uma placa de
petri ou tubo de ensaio e semeada em meio liquido recém preparado. Na seqii€ncia, os
frascos foram mantidos no Shaker por 7 dias (130 rpm, 30° C). Esse procedimento

ocorreu em meio estéril.

4.3 PREPARO DO MEIO DE CRESCIMENTO PARA OBTENCAO DE MASSA
CELULAR

Foram preparados 200 mL do meio liquido (extrato de malte), autoclavados e
resfriados a temperatura ambiente. Para este meio foram transferidos 5 mL do inéculo
mantidos por 7 dias, 30°C no Shaker. Este procedimento ocorreu em meio nao aerado.

Para a linhagem de Xanthomonas spp os meios foram centrifugados e das

suspensdes obtidas foram retiradas aliquotas para calcular a massa celular microbiana.
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4.4 DETERMINACAO DA MASSA CELULAR

A massa de células hidratadas foi determinada a partir da massa seca levando-
se em consideragio que 70% do conteido celular é formado por dgua
(WENDHAUSEN, 1998).

Para esta determinac¢do de massa seca, as células necessitam estar separadas do
seu meio de cultura, por isso devem ser filtradas ou centrifugadas. O conteudo filtrado

foi colocado em um recipiente previamente pesado.
4.5 SINTESE DOS COMPOSTOS p-AMINOCETONICOS

A sintese dos compostos -aminocetonicos foi realizada a partir da variagdo de

diferentes cetonas, aldeidos, enzimas e sistemas solventes conforme a Figura 9.

0]

NH, 0 0 Rs
+ | + )L enzima
_—
Ph-4'-X
Ry R, H R Solvente/t.a
s R, N——Ph
Ry

R; =R; = -CHy-(CH,),-CH,-
-CH,-(CH,);-CH,-
-CHy-(CHy)4-CHy-

ou

R,=CH;eR,=Ph

R;=H, Ph

X= OCH3, CH3’ H, Cl, N02

Figura 9. Descricdo geral para as reagdes de Mannich biocatalisadas.

As reagOes foram mantidas sob agitacdo a temperatura ambiente entre 24 a 48
horas naquelas que utilizaram-se enzimas como catalisador e por 7 dias nas que
utilizaram microrganismos. Todas as rea¢des foram monitoradas por cromatografia de
camada delgada (CCD).

Observada a ausé€ncia da mancha referente a cetona, as reacdes foram extraidas

com acetato de etila e dgua, secas com sulfato de sodio e rotaecvaporadas. O bruto de
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reacdo foi purificado em coluna de silica gel (70-230 Mesh) utilizando hexano e acetato

de etila na concentragdo 9:1.

4.6 BIOSSINTESE GERAL DOS COMPOSTOS B-AMINOCETONICOS

Em um baldao de 50 mL, adicionou-se 1,0 equivalente do composto cetonico,
1,0 equivalente do aldeido, 1,0 equivalente da amina, em 17,0 mL de solvente. A reagdo
processou-se com agitacdo por 1 ou 2 dias nas reacdes realizadas com enzimas e por 7
dias nas reacdes realizadas por microrganismos, porém, todos a temperatura ambiente.
Ap6s esse tempo filtrou-se a reacdo e a fase orgénica foi extraida com acetato de etila e
dgua. Rotaevaporou-se a fase organica final obtendo-se o bruto de reacdo o qual foi
purificado por coluna cromatogréfica de silica gel. Este composto foi analisado por
cromatografia gasosa, espectroscopia de infravermelho e por espectroscopia de

ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (Figura 10).

> 4

e =
E —_—T _,-u.‘ = “
a8

Microrganismo Inéeulo Meio de
- Crescimento

Ll Meio reacional
Extracado

£ mm—t h L}

Analise por
CCD

Identificacio por técnicas
espectroscopicas

Figura 10. Etapas operacionais para a realizacdo de uma reag¢do biocalizada com
microrganismo. Adaptado de CHARTRAIN, M; Asymmetric bioredations: application
to the synthesis of pharmaceuticals, Journal of Molecular Calalysis B: Enzymaticl1
(2001) p.504.

31



4.7 SINTESE CLASSICA (QUIMICA) DOS COMPOSTOS
B-AMINOCETONICOS

Em um baldo de 50 mL, adicionou-se 1,0 equivalente composto cetdnico, 1,0
equivalente do aldeido, 1,0 equivalente da amina e o catalisador L-prolina (10% mol)
em 30 mL de THF. A reacdo processou-se com agitacdo por dois dias. Rotaevaporou-se
a mistura até que ndo se retirasse mais solvente organico. A fase orgénica foi extraida
com acetato de etila e 4gua. Rotaevaporou-se a fase orginica final obtendo-se o bruto de
reacdo, o qual foi purificado por coluna cromatografia de silica. Este composto foi
utilizado como padrdo nas andlises cromatograficas, de infravermelho e de

espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de hidrogénio.

4.8 SINTESE DO COMPOSTO 2-[(N-FENILAMINO)METIL]
CICLOHEXANONA

Iz

Adicionou-se 0,57 g de ciclohexanona (4,92 mmol), 0,39 g de formaldeido
(4,92mmol), 0,45 g de anilina (4,92mmol) , 0,50g de enzima ou 2,0g de microrganismo
em 17 mL do respectivo solvente.

CG/MS [M(%)] 204 (37) M*+H, 203 (44) M", 106 (100) M*-ciclohexanona;
IV/em™ (KBr) 1602 (C=C); 1698 (C=0); 3361 (N-H).

RMN 'H d (CDCI3/TMS): 1,6 (m, 3H); 1,87 (m, 1H); 2,11 (m, 2H); 2,38 (m,
2H); 2,63 (m, 1H); 3,1 (dd J=13,5 e 7,5 Hz); 3,42 (dd J=13,5 e 7,5 Hz); 4,16 (s, 1H);
6,58 (m, 3H); 7,16 (m, 2H).
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49 SINTESE DO COMPOSTO 2-[(FENIL)-(FENILAMINO)-METIL]-

CICLOHEXANONA
&5?
N/O
H

Adicionou-se 0,33 g de ciclohexanona (3,36 mmol), 0,36 g de benzaldeido (3,36
mmol), 0,31 g de anilina (3,36 mmol) , 0,50 g de enzima em 17 mL do respectivo

solvente.
CG/MS [M(%)] 180 (100) M" - [ciclohexanona — 2H], 181 (63) M" -

[ciclohexanona-H]; 182 (24) M" -ciclohexanona.

410 SINTESE DO COMPOSTO 2-[(4’-METIL-FENILAMINO)-METIL]-
CICLOHEXANONA

NH

CHs

Adicionou-se 0,45 g de ciclohexanona (3,36 mmol), 0,46 g de formaldeido (3,36
mmol), 0,49 g de para-toluidina (3,36 mmol), 0,50 g de quimosina em 17 mL do
respectivo solvente.

CG/MS [M(%)] 217 (28) M", 120 (100) [ M" - ciclohexanona], 106 (58); 91
(33).
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RMN 'H d (CDCIy/TMS): 1,63 (m, 3H); 1,82 (m, 1H); 2,07 (m, 2H); 2,23 (m,
3H); 2,46 (m, 1H); 2,64 (m, 1H); 3,06 (dd, J=13,5 e 4,6 Hz); 3,23 (dd, J=13,5 ¢ 4,6 Hz);
6,60 (m, 2H); 6,96 (m, 2H).

4.11 SINTESE DO COMPOSTO 2-[(4’-METOXI-FENILAMINO)-METIL]-
CICLOHEXANONA

NH

OCHj

Adicionou-se 0,42 g de ciclohexanona (3,36 mmol), 0,42 g de formaldeido (3,36
mmol), 0,52 g de p-anisidina (3,36 mmol), 0,50 g de quimosina em 17 mL do
respectivo solvente.

CG/MS [M(%)] 233 (83) M™, 136 (100) [ M" - ciclohexanona], 123 (44); 108
(51).

RMN 'H d (CDCIy/TMS): 1,60 (m, 3H); 1,89 (m, 1H); 2,10 (m, 2H); 2,37 (m,
2H); 2,62 (m, 1H); 3,05 (dd J= 13,3 e 4,7 Hz, 1H); 3,38 (dd J= 13,3 e 4,7 Hz, 1H); 3,74
(m, 3H); 6,75 (m, 4H).

5. CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS OBTIDOS

Os compostos obtidos foram caracterizados por espectroscopia de
infravermelho, cromatografia gasosa e por ressonancia magnética nuclear. Para as
analises realizadas no cromatdgrafo gasoso utilizou-se as seguintes condi¢des de
operacao:
> Temperatura do injetor: 280°C.
> Temperatura do detector: 280°C.
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Fluxo do gés de arraste: (He) 80 kPa de pressao.
Razao de split: splitless 1/25.

Fluxo na coluna: 1mL/min.

YV V V VY

Temperatura do forno: 250°C.
5.1 MEDIDAS NO INFRAVERMELHO

Os espectros de infravermelho foram registrado no espectrometro da Jasco.

Os espectros de infravermelho foram realizadas utilizando uma cela de KBr.
As regides de interesse analisadas nos espectros foram as regides correspondentes a
transicdo fundamental da vibracdo de estiramento da carbonila (1750 — 1600 cmM)ea
regido referente a vibragc@o de estiramento da ligagdo N-H que compreende a regido de
3500 a 3100 cm™'. Para este procedimento utilizou-se cela de KBr 0,5 mm de caminho
optico. Os espectros foram registrados a temperatura ambiente. As condi¢cdes gerais nas

quais as bandas foram registradas, sendo as mesmas para todos os compostos, sdo:

> Numero de scans (varreduras) por amostra: 180

> Numero de background (brancos) por amostra: 180
> Resolugio: 1,0 cm’!

> Niimero de onda: 400 24000 cm'™.

> Modo: Transmitancia.

5.2 MEDIDAS DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de 1H foram registrados no
espectrometro (Bruker).

Os espectros de ressonincia magnética nuclear foram determinados em
solucdes de concentracio ca. 5x10" M em CDCl; como referéncia interna.

Utilizou-se um campo magnético de 11,74 Tesla e radiofreqiiéncia de 500 MHz
para 1H. os valores de deslocamento quimico foram atribuidos em parte por milhdo
(ppm) e as constantes de acoplamentos (J) em Hertz (Hz). As dreas dos picos dos
espectros de RMN de 1H foram obtidas por integragdo eletronica e as multiplicidades

descritas do seguinte modo: s: singleto; dd: duplo dubleto e m: multipleto.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 TESTES REACIONAIS ENVOLVENDO A QUIMOSINA

Os dados dispostos na Tabela 3 foram obtidos através da variacao das cetonas,
dos aldeidos e os solventes mantendo-se sempre a mesma amina (anilina) e baseado no
trabalho descrito por He e colaboradores (2010), o qual utilizou 10% (m/m) do

biocatalisador.

Tabela 3. Cetonas, aldeidos, catalisadores, rendimentos (%) e solventes utilizados nas
reacdes de Mannich biocatalisadas por quimosina (0,10g)*.

Experimento Cetona VGG Solvente ‘ Rend ‘
(%)*
1 Ciclopentanona Formaldeido THF* b
22 Ciclopentanona Formaldeido Etanol b
3 Ciclohexanona Formaldeido THF* b
4 Ciclohexanona Formaldeido Etanol b
5 Cicloheptanona Formaldeido THF* b
6 Cicloheptanona Formaldeido Etanol b
7 Acetofenona Benzaldeido THF* b
8 Acetofenona Benzaldeido Etanol b

*Condic¢des reacionais: leg/mol de cetona, leq/mol de aldeido, 1 eq/mol de anilina, 0,10g de enzima em
17 mL do respectivo solvente, t.a/ 2 dias.

a) Rendimento obtido apds a purificagdo via coluna cromatografica.
b) Neste experimento foi obtida apenas a imina e a cetona de partida.
C) Refere-se ao tetrahidrofurano.

Para as reagdes seguindo essa metodologia, nio foi obtido o composto desejado
e foram obtidas, conforme apresentado na Tabela 3, apenas as iminas e a cetona de
partida.

De posse destes dados (Tabela 3), foi necessiria a avaliagdo do processo
reacional como um todo e, portanto, os passos de reagdo foram descritos e analisados
em conformidade com os dados experimentais (Figura 11).

Como se pode averiguar pela Figura 11 o primeiro passo da reacdo é
dependente da atividade catalitica da enzima. Isso porque esse passo propicia a
formacgao da enamina (Passo 2) que serd responsavel pelo ataque a imina (Passo 3). Esta
imina é resultado da condensagdo entre o aldeido e a amina (Passo 3). E possivel

investigar a acdo catalitica da enzima tendo em vista que a imina sempre foi obtida na
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reacdo independentemente da atividade do catalisador (Tabela 3), por que a mesma
procede de passos reacionais que ndo dependem do catalisador. J4 a obtencdo do
composto de interesse reflete a atividade enzimadtica, isto porque o passo determinante
da reagéo € a formacdo da enamina, sem a qual ndo ocorre tanto a adi¢cdo desta a imina
quanto a formacdo do produto de interesse (Passos 4 € 5).

Inicialmente foram utilizadas as reagdes envolvendo a ciclopentanona, o
formaldeido e a quimosina (10%) como apresentado na Tabela 3, experimentos 1 e 2.

Nestas reagdes variaram-se apenas os solventes entre tetrahidrofurano e etanol
para padronizar o grau de polaridade ideal para reacdo. Isto porque € sabido que
solventes altamente polares sdao capazes de absorver 4gua avidamente e retirar a camada
de hidratacdo da enzima, provocando perda das atividades cataliticas por inativacdo ou
desnaturagdo. Cabe salientar que o etanol é um solvente polar prético (constante
dielétrica 24,3 e momento de dipolo 1,69) e, portanto, esperava-se que sua utilizacdo
facilitasse o processo reacional tendo em vista que diversos passos reacionais sio
dependentes de prétons (Passo 1, 3, 4 e 5). Como observado nestes experimentos,
mesmo variando o solvente pouco polar aprético, THF (THF: constante dielétrica 7,52 e
momento de dipolo 1,63D), a um polar prético, etanol, apenas a imina e a cetona de
partida foram obtidas ao término das mesmas. Com estes resultados foi proposto que o
tamanho da cetona, juntamente com a reatividade da mesma pudesse interferir no
processo reacional.

Portanto, realizou-se o “screening” de cetonas avaliando entre a ciclohexanona
(Tabela 3 entradas 3 e 4) a acetofenona (Tabela 3 experimentos 7 e 8).

Apesar da mudanga na estrutura da cetona (Tabela 3 experimentos 3-6) as
quais envolveu a ciclohexanona e a cicloheptanona o resultado obtido foi 0 mesmo das
reacdes que envolveram o uso da ciclopentanona, ou seja, a imina e a cetona de partida.
Posteriormente uma tentativa para se avaliar tanto o volume do composto cetdnico
quanto a reatividade do grupamento carbonila foi utilizado a acetofenona (Tabela 3
experimentos 7 e 8). Estes experimentos foram executados conforme descrito na
literatura (KIDWAY et al., 2011) para obten¢do dos adutos de Mannich utilizando
organocatalisadores. Porém, também nesses experimentos o composto idealizado ndo
foi obtido.

Outro fator contido na Tabela 3 refere-se a alteracdo do aldeido. Esta alteracdo

¢ importante, pois o formaldeido e o benzaldeido apresentam reatividades diferentes

37



frente a condensacdo com a anilina. Porém, nas reagcdes executadas e descritas na
Tabela 3 a imina foi sempre obtida. E de suma importancia proceder a anélise estrutural
destas iminas, pois as mesmas sio produtos provenientes da condensacdo entre a anilina
e 0 benzaldeido e a anilina e formaldeido, a N-benzilidenoanilina e N-metilinoanilina
respectivamente, e estas alteragdes estruturais proporcionam reatividades distintas.
Portanto, se o fator sine qua non compreendesse a adicdo a imina quanto a sua
reatividade, o produto da reagdo envolvendo principalmente o formaldeido deveria ser
obtido tendo em vista este composto ser mais reativo em decorréncia de seus fatores

eletronico e estéreo.

(o]
-H,O | ion iminium

Enz

RN/

Base (HZO) enamina

Ph

(0]
NH, -H,O N ..
- - ™

Ph H H

Ph &

- Enz
RN
v
+ ‘ ‘ -H,O )|\) ion iminium

Enz Ph Ph
@D
RN HNT
+H20

Figura 11. Mecanismo reacional para as reacdes de Mannich utilizando
biocatalisadores (enzimas).
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Logo, ha no processo reacional algum fator intrinseco a rea¢do que a impede de
gerar o composto de interesse.

Decorrente das anélises anteriores, apenas o fator que ainda ndo havia sido
avaliado era a quantidade enzimadtica presente na reacdo. Portanto, passou-se a averiguar

a quantidade ideal de biocatalisador nas rea¢des de Mannich.

6.2 OTIMIZACAO DA QUANTIDADE DE QUIMOSINA NO PROCESSO
REACIONAL

Para se averiguar se o fator primordial para que a reacdo ocorresse advinha da
quantidade enzimdtica no processo, foi proposta a realizacdo da reacdo entre a
ciclohexanona, formaldeido e anilina variando-se a quantidade enzimética de 0,10g a

0,50g em THF e etanol (Tabela 4 e Figura 12).

Tabela 4. Reacdes de Mannich biocatalisadas por quimosina (0,20g e 0,30g)
envolvendo ciclohexanona, formaldeido e anilina*.

Entrada ‘ Solvente Catalisador Conversao

() (%)"
1 THF* Quimosina (0,20g) 1,95
2 Etanol Quimosina (0,20g) 2,15
3 THF* Quimosina (0,30g) 1,80
4 Etanol Quimosina (0,30g) 1,52
5 THF* Quimosina (0,50g) 58,81
6 Etanol Quimosina (0,50g) 13,02

*Condigdes reacionais: 0,57g de ciclohexanona (4,92 mmol), 0,39g de formaldeido (4,92mmol), 0,45g de
anilina (4,92mmol) , 17 mL do respectivo solvente, t.a/l dia.

a) Refere-se ao tetrahidrofurano.
b) Refere-se aos dados da andlise obtida do GC/MS
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Figura 12. Efeito da quantidade do biocatalisador frente a quantidade de conversdo do
produto.

A partir da andlise dos dados da Tabela 4 e Figura 12 pdde-se concluir que
valores de quantidade de enzimas inferiores a 0,50g ndo produziam o composto de

interesse. Portanto, foi proposta como quantidade padrao de enzima 0,50g .

6.3 OTIMIZACAO DAS CONDICOES REACIONAIS COM QUIMOSINA A
0,50g

Obtidos os melhores resultados reacionais em relacdo a conversao, passou-se a

realizar reacOes com esse quantitativo enzimatico conforme descrito na Tabela 5.
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Tabela 5. Reacdes de Mannich biocatalisadas por quimosina a 0,50g envolvendo
ciclohexanona e anilina*.

'd o O ™\
o]
NH, Quimosina
+ + | —_— NH
H R Ph t.a / solventes
Ph
Entrada Solvente Rend (% )*
1 H DMSO 60*
2 H THF® 80"
3 H | DMSO/H,O b
4 Ph THF® 34°
5 Ph Hexano 20°
6 Ph DMSO* 30°

*Condicdes reacionais: leq/mol de ciclohexanona, leq/mol de aldeido, 1 eq/mol de anilina, 0,50g de
enzima em 17 mL do respectivo solvente, t.a/ 2 dias.

a) Rendimento obtido apds a purificagdo via coluna cromatogréfica.
b) Neste experimento foi obtida apenas a imina e a cetona de partida.
c) Refere-se ao tetrahidrofurano.

d) Refere-se ao dimetilsulféxido.

e) Refere-se a conversao.

Decorrente da andlise dos resultados das reacdes envolvendo formaldeido
(Tabela 5 experimentos 1-3) pdde-se observar que a quimosina desempenhou o papel
catalitico a contento tanto em solvente pouco polar (THF) quanto em um solvente polar
(DMSO). Este dado é de suma importancia decorrente do alto espectro de solventes que
podem ser utilizados neste tipo de reacdo. Tendo em vista esta possibilidade, realizou-se
a mesma reagdo em um meio que envolvesse dgua. Para tanto se escolheu 0 DMSO, que
proporciona solucdes com adicdo de 4gua e efetuou-se a tal reacdio em meio de
DMSO/H,0 50%.

Surpreendentemente a adicdo desta quantidade de dgua no meio reacional
diminui drasticamente o rendimento da reacdo (Tabela 5 experimento 3).

Este dado pode ser explicado em decorréncia de fatores que envolvem tanto a
amina utilizada quanto & enzima- a quimosina.

No que se refere a amina, a anilina, € importante salientar que a mesma néo é

solivel em meio aquoso e, portanto com a diminuicdo da solubilidade ocorre a
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diminui¢do do rendimento da reacdo. Outro fator importante que envolve a amina € que
a reacdo de condensagdo entre esta e o fomaldeido libera uma molécula de dgua e a
quantidade de dgua presente no meio reacional desloca a reagdo para os reagentes pelo
principio de Le Chattelier diminuindo, assim, o rendimento reacional como observado.
A diminui¢do da quantidade de imina estd intimamente ligada a quantidade de
rendimento do produto.

No tocante 4 enzima, é sabido que as quimosinas sdo caracterizadas por
empregarem uma molécula de dgua, ligada a dois residuos de aspartato, agindo como
nucledfilo. Esse ataque nucleofilico, na referida reacéo € realizado no passo dependente
de prétons com eliminag¢do de dgua (Figura 11 passos 1 e 2). Desse modo o efeito do
solvente pode aumentar a solubilidade do substrato, possibilitando assim maior ataque
enzimético tanto quando se refere a sua acdo como catalisador ou pela sua ag¢do na
transferéncia de prétons (BARROS, 2002). Este também € um fator importantissimo no
processo reacional, pois, como dito anteriormente, a transferéncia de prétons acelera o
processo reacional.

Logo a concomitincia destes eventos indica que a reacdo descrita no
experimento 3 da Tabela 5 nao levaria a rendimentos consideraveis.

Outro indicio importante que estd incluso na Tabela 5 experimentos 4-6 € que o
aumento do tamanho do aldeido e, consequentemente da imina formada, interfere no
rendimento reacional. Esse efeito é descrito analisando-se os experimentos 1 e 4 da
Tabela 5. Analisando-se as reacdes executadas em DMSO pode-se verificar uma
diminui¢do de 50% do rendimento quando se altera o aldeido de formaldeido para
benzaldeido. A mesma andlise realizada para as reagdes em meio de THF indicam uma
diminuicdo de 46% quando se executa a mesma variacdo. Esse dado pode ser explicado
envolvendo-se a reatividade da imina precursora ou pelo volume (efeito estéreo)
inerente a imina.

Quando se leva em consideragio a reatividade da imina formada, sabe-se que a
N-benzilidenoanilina é menos reativa que a N-metilinoanilina em decorréncia do fator
eletronico que envolve a eletrofilicidade do carbono iminico e o efeito estéreo que o
grupamento fenila impde a imina, impedindo a adi¢do do enol (Passo 4 Figura 11).
Levando-se em conta esse mesmo fator estéreo, pode-se inferir que este aumento do
volume molecular, passando-se de N-metilinoanilina para N-benzilidenoanilina,

dificulta o contato com o sitio ativo, pois 0 mesmo encontra-se num profundo sulco
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presente na estrutura tercidria da enzima e esta estrutura apresenta uma forma bilobular

(Figura 13).

Figura 13. Estrutura tridimensional da quimosina bovina. Em vermelho, as a-hélices,
em verde, folhas P pregueadas e em rosa, os residuos de acido aspartico cataliticos.
Figura extraida do site MEROPS (http://www.merops.sanger.ac.uk/).

Cabe salientar, através dos dados descritos na Tabela 5 é que a polaridade dos
solventes orginicos também altera a capacidade catalitica da quimosina como se pode
observar nos experimentos 1 e 2, e 4, 5 e 6, por exemplo. Nas reagdes que envolveram o
formaldeido (Tabela 5 experimentos 1 e 2) o aumento da polaridade, ou seja, a troca de
THF por DMSO implica em um decréscimo de 25% do rendimento reacional. Com a
insercdo de 50% de 4gua, a diminuicdo é de 100% do rendimento.

Ja para as reacdes que envolveram o benzaldeido (Tabela 5 experimentos 4 e
6), o aumento da polaridade afeta muito pouco o percentual de conversdo (13%). Ja a
diminui¢do da polaridade do solvente, alterando-se o meio reacional de THF para
hexano diminui consideravelmente o rendimento da reacdo em 41%. Logo, conclui-se
para as reacOes envolvendo a ciclohexanona, anilina e quimosina (0,5g),
independentemente do aldeido utilizado, o meio que mais possibilita a reagdo é o THF.

Para o processo catalitico de obtencdo das Bases de Mannich, propde-se um

mecanismo para a acfo catalitica da quimosina na qual a mesma participa de processos
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de transferéncia de prétons no meio reacional ativando grupos organicos essenciais para
que a reagdo aconteca e como catalisador através da formacdo de uma imina
proveniente da condensacio entre o grupamento cetdnico e grupos aminos presentes na
enzima conforme Figura 11 passo 1.

Obtidos os compostos de interesse envolvendo a anilina, propds-se a troca da
amina aromdtica por seus derivados contendo grupos doadores de elétrons (OCHj; e

CHj3) e retiradores de elétrons (NO; e Cl) (Tabela 6).

Tabela 6. Reacdes de Mannich biocatalisadas por quimosina com a utilizacdo de
aminas substituidas, ciclohexanona e formaldeido*.

(0]
)J\ Qulmosma NH
t.a./ 1 dia / solvente ©
X

Experimento Amina Solvente ‘ Rend?*(%)
1 p-anisidina | DMSO"/H,0 (50/50) 50
2 p-anisidina THF d
3 p-anisidina DMSO 50
4 p-toluidina | DMSO"/H,0 (50/50) 60
5 p-toluidina THF® d
6 p-toluidina DMSO"° 50
7 p-cloroanilina | DMSO"/H,0 (50/50) d
8 p-cloroanilina THF® d
9 p-cloroanilina DMSO" ¢
10 p-nitroanilina | DMSO®/H,0 (50/50) ¢
11 p-nitroanilina THF® d
12 p-nitroanilina DMSO® d

*Condicdes reacionais: 1eq/mol de ciclohexanona, 1eq/mol de formaldeido, 1 eq/mol de amina, 0,50 g de
enzima em 17 mL do respectivo solvente, t.a/ 1 dia.

a) Rendimento obtido ap6s a purificagdo via coluna cromatogréfica.

b) Refere-se ao dimetilsulféxido

C) Refere-se ao tetrahidrofurano.

d) Ao término da reag@o foram obtidas as aminas de partida e as respectivas iminas.

As reagdes envolvendo a p-anisidina (4-metéxianilina) (Tabela 6 experimentos
1-3) indicaram diferentemente da reacdo que envolveu a anilina, que a quimosina

realizou seu papel catalitico apenas em solventes de alta polaridade (DMSO e



DMSO/H;0). A mesma tendéncia foi observada para as reagdes envolvendo a p-
toluidina (4-metilanilina) (Tabela 6 experimentos 4-6).

Essa preferéncia a solventes de alta polaridade apresentada pelas reacdes
envolvendo a p-anisidina e a p-toluidina frente a anilina é referente a solubilidade destas
em solvente muito polares. De acordo com a literatura a p-anisidina apresenta log P’ de
0,95 (HANSCH et al.,1995) o que confere a mesma uma alta solubilidade em dgua de
2,10x10* mg/l. a 20°C (VERSCHUEREN, 2001), a p-toluidina apresenta um
log Kow' de 1,39 (HANSCH, er al., 1995) o que resulta numa solubilidade em dgua de
6,50 g/L (6,50x10”° mg/L) a 15°C (YALKOWSKY e YAN, 2003).

Nas reacdes utilizando a p-cloroanilina e p-nitroanilina (Tabela 6 experimentos
entrada 7-12) ndo foi observado a sintese do composto de interesse, tendo-se somente a
precipitacdo da imina, produto da condensagdo entre o aldeido e a amina.

Para as reagdes onde se testaram como amina a p-toluidina e a p-anisidina os
produtos desejados foram alcangados com rendimentos moderados. (Tabela 6
experimento 1, 3, 4, 6). Contudo, analisou-se uma queda de rendimento frente a anilina
que provavelmente pode ser devido a razdes estéreas, levando em consideracdo que a
substitui¢do eletrofilica final ndo ocorreu de forma satisfatdria. Isso pode ser observado
em se comparando os valores de rendimento nas reacdes onde utilizou-se a anilina
(Tabela 5 experimentos 1 e 2 ) a p-anisidina e a p-toluidina.

Nas reagdes com a utilizacdo da anilina, o solvente que garantiu melhores
rendimentos fora o DMSO e o THF. Ja para as reacdes onde se utilizou a p-anisidina e a
p-toluidina o melhor solvente fora o DMSO e o0 DMSO e agua na proporcao de 50%
cada um (Tabela 6 experimentos 1, 3, 4, 6). Nas reacdes onde o THF fora o solvente ndo
houve formagdo do composto de interesse.

Esta diferenciacdo é decorrente de dois principais fatores, a solubilidade das
iminas e sua basicidade.

Ja o fator basicidade estd extremamente relacionado ndo apenas com a amina
utilizada, mas também com o intermedidrio formado, a imina. No tocante & amina
utilizada era de se esperar que a p-anisidina e a p-toluidina apresentassem os maiores

rendimentos em decorréncia de serem as aminas mais basicas e nucleofilicas da série

" Log P ¢é definido como o logaritimo do coeficiente de particio de uma substincia em um sistema padrio
de duas fases dgua/l-octanol

" Log Kow é definido como o logaritimo do coeficiente de particio de uma substincia em um sistema
padrio de duas fases 1-octanol/dgua
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utilizada. Tais aminas apresentam grupos doadores de elétrons (OCH3; e CH3) que quer
seja por ressondncia (OCH3) quer seja por efeito indutivo +I (CH3), tornariam o par de
elétrons mais disponivel para que a reagdo ocorra, ou seja, maior pKa da correspondente
amina frente a anilina (Figura 14). Porém, no que tange a imina formada esses efeitos
operam de forma contraria no que se refere a eletrofilicidade do carbono iminico,
tornando-o menos eletrofilico e, portanto, menos reativo. Logo, o rendimento reacional

¢ afetado como visto nos dados apresentados Tabela 6.

Anilina p-Toluidina isidi . -
- _ p-Anisidina p-Nitroanilina
pKa= 4,63 pKa= 5,08 pKa=5,34 pKa=1,00
NH, NH, NH, NH,
N~ <5 &
H
Efeito I+ Efeito Efeito I' e R
doa e’ por R+ doa.e retira e” por
efeito por efeito efeito de
indutivo de ressonincia
ressonancia

Figura 14. Descri¢do do pKa referente a anilina, p-toluidina, anisidina e p-nitroalinina.

A diminuicdo da basicidade das aminas p-cloroanilina e principalmente a p-
nitroanilina, confirmou os dados reacionais nos quais o produto final é a imina e
principalmente a amina de partida. A diminui¢do da basicidade, diminui a adicdo da
amina ao aldeido e a presenca da imina é condi¢fo essencial para que a reacdo possa se
processar Figura 11 (passo 3).

Além dos dados referentes as iminas, outro dado que é de suma importancia, é
referente a alteracdo de pH do meio reacional e o reflexo dessa alteracdo frente a
alteracdo conformacional da enzima, mais especificamente no seu sitio ativo. A

quimosina torna-se ativa em pHs 4cido passando de sua forma inativa (pro-quimosina)
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para sua ativa (quimosina). Em pH neutro a quimosina fica estavel na sua forma pro-
quimosina (inativa) ja, em pH abaixo de 5 os residuos dcidos na por¢éo ativa da enzima
sdo protonados promovendo mudangas conformacionais na estrutura tridimensional da
enzima (Figura 13). Esse dado confirma a diminuicdo da atividade enzimatica quando
aplica-se a p-nitroanilina, pois a mesma apresenta um pKa = 1.

Dentre os diversos parametros utilizados para correlacionar a atividade
catalitica de uma enzima, tais como constante dielétrica (g¢), momento dipolar (u),
pardmetro de solubilidade de Hildebrand (8) o Log P é afirmado por alguns autores
como Ilaane ef al. (1998) como o melhor pardmetro de comparacdo para a atividade
enzimética. Desta maneira o Log P, denominado logaritimo do coeficiente de particdo
em um sistema bifdsico padrdo octonal/dgua foi introduzido como uma medida
quantitava da polaridade do solvente. O tetrahidrofurano apresenta um Log P de 0,49, o
hexano 3,50, dimetilsulféxido de -1,30, o etanol de -0,24.

Na maioria das vezes a atividade catalitica enzimdtica é baixa em solventes
hidrofilicos, que apresentam Log P inferior a 2, moderada em solventes que apresentam
Log P entre 2 e 4 e € alta em solventes apolares, onde o Log P € superior a 4.

Outro fator é a solubilidade dos reagentes no meio reacional, pois reagentes
polares tendem a permanecer na camada de dgua da enzima e isso causard inativacdo da
mesma ou até reagdes secunddrias.

Porém, neste estudo o solvente que mais contribuiu para que a enzima
realizasse seu papel catalitico fora o THF, onde o Log P é de 0,49 fato que comprova
que ndo existe um pardmetro quantitativo confidvel para ilustrar as interagdes entre

enzima-solvente orgénico.
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6.4 REACOES COM LIPASE E LIPOZYME®

Otimizadas as reac¢des envolvendo a ciclohexanona, a anilina e o formaldeido
para a quimosina realizou-se a mesma reacio envolvendo outras enzimas como a Lipase
tipo II e a Lipozyme® para a comparagdo dos dados de atividade catalitica das

diferentes enzimas.

Tabela 7. Reacdes de Mannich biocatalisadas por lipase e Lipozyme® com a utilizacdo
de ciclohexanona, formaldeido e anilina*.

Experimento Solvente Catalisador Rendimento
(0,50g) (%)
DMSO° Lipase 75
THF* Lipase 70°
3 DMSO“/ H,0 Lipase B
(50/50)
DMSO* Lipozyme® 60"
THF* Lipozyme® 80*°
6 DMSO H,0 Lipozyme® b
(50/50)

*Condigdes reacionais: 0,57g de ciclohexanona (4,92 mmol), 0,39g de formaldeido (4,92mmol), 0,45g de
anilina (4,92mmol) , 0,50g de enzima, 17 mL do respectivo solvente, t.a/2 dias.

a) Rendimento obtido apds a purificacdo via coluna cromatogréfica
b) Neste experimento foi obtida apenas a imina e a cetona de partida.
C) Refere-se ao tetrahidrofurano.

d) Refere-se ao dimetilsulféxido.

Nas reacdes que envolvem a lipase como biocatalisador (Tabela 7) pode-se
verificar que tanto em solvente pouco polar (THF) como em solvente muito polar
(DMSO) as reagdes se processam com rendimentos apreciaveis (Tabela 7 experimentos
1 e 2). Porém, a adicdo de dgua, da mesma forma que para as reagdes envolvendo a
quimosina, nesta reacdo, proporciona uma diminui¢@o drastica no rendimento reacional
(Tabela 7 experimento 3). Uma explicacdo para tal € que a apesar da adi¢do de dgua
possibilitar uma melhor solvatacdo sob a estrutura da enzima, e assim, ativar seu sitio
reacional, esta adi¢do diminui drasticamente a solubilidade dos compostos organicos no
meio reacional impossibilitando a obten¢d@o dos intermedidrios reacionais.

Uma plausivel explica¢do para a obtencdo dos compostos de interesse em meio
organico (THF e DMSO) provém da adequagdo da estrutura enziméatica das lipases em

meio organico. Estas enzimas quando imersas em meios organicos dirigem seus sitios
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cataliticos para a fase orgénica e possibilitam assim a inser¢do dos compostos organicos
em seu sitio catalitico (COSTA, 1999).

Com a finalidade de se verificar se a utilizacdo de enzimas imobilizadas
confere maiores rendimentos para as reacdes foi testada, como catalisador bioldgico, a
Lipozyme®, uma lipase imobilizada sobre resina de troca iOnica macroporosa. A
Lipozyme®, de acordo com a literatura apresentaria algumas vantagens em relacdo a
enzima livre, neste caso a lipase, as quais sdo: a) aproveitamento a atividade catalitica
por maior periodo de tempo, uma vez que a enzima ndo deve ser desnaturada ao final do
processo em batelada; b) operacdo de forma continua o que possibilita maior controle
das varidveis do processo; c) facilidade de separacdo do catalisador e do produto da
reacdo, por estar na forma insolivel ao meio reacional sem contamina¢do com o
biocatalisador; d) prevencdo da ocorréncia de reagdes indesejdveis e a contaminacdo do
meio reacional; por alterar, em alguns casos, as propriedades cataliticas da enzima em
relacdo a sua forma livre, como, por exemplo, conferir maior estabilidade ao pH e a
temperatura, reduzir os efeitos de inibicdo pelo substrato e produto, e facilitar a
interrupcdo do processo reacional, quando se atinge determinado grau de conversio,
pela remocdo do biocatalisador, se a operacdo estd sendo realizada em batelada
(CASTRO; ANDERSON, 1995).

No entanto através dos dados da Tabela 7 (experimentos 4-6), pode-se observar
que mesmo com a utilizacdo da enzima imobilizada (Lipozyme®) os rendimentos em
meios organicos (THF e DMSO) dos produtos ndo sofreram alteragdes consideraveis
em relacdo a enzima livre (quimosina). Porém, quando se adiciona dgua ao meio
reacional de DMSO observa-se o decréscimo no rendimento. Novamente atribui-se esse
decréscimo de rendimento a insolubilidade dos materiais de partida utilizados na reacéo
como descrita anteriormente.

Geralmente a biocatilise é mais favordvel em meio aquoso, entretanto, estudos
mostram que esses biocatalisadores podem executar seu papel em diversas reagdes em
uma ampla variedade de solventes orgéinicos. (ILAANES, 1994) Ha alguns anos,
pesquisadores t€ém incluido meios organicos nas biocatdlises convencionais. Em escala
industrial a aplicacdo destes meios orgénicos alternativos ainda € baixa, isto por que ha
uma visdo imprecisa que tais meios desnaturam as enzimas. Esta teoria vem sendo
elucidada e desmistificada através de estudos empregando solventes orgédnicos em

biocatalise.
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Com a finalidade de se analisar conjuntamente os dados obtidos para os trés
biocatalisadores nos meios orgédnicos que propiciaram os maiores rendimentos foi

transcrita a Tabela 8.

Tabela 8. Comparacio entre os rendimentos apresentados pelas enzimas em diversos
solventes.

o o)
0
NH, Enzima
+ | NH
H R Ph t.a/ THF
Enzima Rendtur(%) Ar#* Rendpyvso(%) Ar#*
Quimosina 80 - 60 -
Lipase 70 -12,5 75 +25
Lipozyme® 80 0 60 0

__Rend.Quimosina—Rend. de outra enzima

* Ar

Rend.Quimosina

A Tabela 8 demonstra novamente através da comparagéo entre os rendimentos
obtidos para as trés enzimas nos solventes THF e DMSO mostra que a quimosina
assemelha-se muito a Lipozyme®, enzima imobilizada, e que a alteracdo do solvente
pode afetar o rendimento da reacdo. Os dados da Tabela 8 indicam que a quimosina e a
Lipozyme® apresentam uma preferéncia por solventes polares aproticos.

E importante salientar que nio hd na literatura nenhuma descricdo sintética
para a utilizag¢do da quimosina sendo que a mesma atuou a contento como biocatalisador

nas reagdes descritas neste trabalho.

6.5 REACOES COM FUNGOS

As reacOes foram realizadas a temperatura e pressdo ambiente € o0s
biocatalisadores utilizados foram a Saccharomyces cerevisiae (fermento de pao

industrial) e as cepas de Saccharomyces spp isoladas da cana-de-acticar na concentragao
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de 50% m/m em relagdo ao produto conforme adequagio realizada para a quimosina.
Em algumas reacdes foi utilizada a glicose como aditivo, pois segundo Labes e
Wendhausen (2008) a literatura as leveduras utilizam glicose ou sacarose como fonte de
carbono. Para se obter o composto de interesse as reacdes processaram-se em sete dias

e os dados estdo dispostos na Tabela 9.

Tabela 9. Reacdes de Mannich biocatalisadas por leveduras (2g) com a utilizagdo de
ciclohexanona, formaldeido e anilina*.

Experimento Catalisador Solvente Rend.

(%)

Saccharomyces spp (Isolado 23da THF 40°
cana-de-agucar)

2 Saccharomyces cerevisiae meyen THF 80°
(Fermento Biolégico Seco)

3 Saccharomyces spp (Isolado 23 da Agua d
cana-de-agucar)

4 Saccharomyces cerevisiae meyen Agua d
(Fermento Biologico Seco)

5 Saccharomyces spp (Isolado 91 da Agua d
cana-de-agucar)

6 Saccharomyces spp (Isolado 08 da Agua d
cana-de-agucar)

7 Saccharomyces spp (Isolado 99 da Agua d
cana-de-agucar)

8 Saccharomyces cerevisiae meyen Agua d
(Florax) + Glicose

9 Saccharomyces spp (Isolado 05 da Agua d
cana-de-agucar Glicose)

10 Saccharomyces spp (Isolado 24 da Agua d
cana-de-agucar + Glicose)

11 Saccharomyces spp (Isolado 24 da Agua d
cana-de-agucar)

*Condicdes reacionais: 0,57g de ciclohexanona (4,92 mmol), 0,39g de formaldeido (4,92mmol), 0,45g de
anilina (4,92mmol) , 2g de levedura, 17 mL do respectivo solvente, t.a/7 dias.

a) Refere-se ao tetrahidrofurano.

b) Refere-se a rendimento obtido via coluna cromatogréfica.

c) Refere-se a conversio.

d) Neste experimento foi obtida apenas a imina e a cetona de partida.

Optou-se pelo fermento de pao porque segundo a literatura o mesmo pode ser
empregado na redugdo de carbonilas de cetonas e aldeidos, nitrilas, a- e B-cetoésteres,
andlogos e duplas ligagdes C=C (BARALDI e CORREA, 2004). Com o objetivo de
propor uma nova aplicacdo deste microrganismo em rea¢des de Mannich proconizou-se
tal reacdo. Porém, alguns autores apontam algumas desvantagens na utilizacdo do

fermento de pao tais como:

51



» Pouca solubilidade em &dgua do substrato orginico o que da a
possibilidade do uso de etanol ou de outros co-solventes (BARALDI et
al., 2002);

» Existéncia de diversas cepas podendo interferir na reprodutibilidade do
experimento (BARALDI et al., 2002).

» Presenca de um sistema multienzimatico intra e extracelular o que pode
aumentar a seletividade pela modificagcdo no substrato ou alteragdes no
meio reacional e/ou adi¢io de inibidores (HOGBERG et al., 1994);

De acordo com Wong (1995) este sistema multienzimdtico presente no meio
celular da levedura sdo de enzimas da classe das oxidorredutases, que podem ser
subdivididas em oxidases, oxigenases e desidrogenases (DHs).

Segundo Baralti e Corréa (2004) para que as DHs atuem é necessdria a
presenca de cofatores e neste caso o cofator utilizado s@o do tipo nicotinamidas
NAD(P)H sendo este um aspecto mecanistico importante. A autora ainda ressalta que a
relacdo entre substrato e sitio ativo das enzimas presentes na levedura é outro ponto a
ser considerado em se falando de mecanismo de reacio.

Porém existem diversas vantagens na utilizacdo de células integras de levedura
tais como:

» Estar amplamente disponivel (FABER, 1997).

Ser de facil manuseio (FABER, 1997).

A\

» Possuir os cofatores necessirios (NADH e NADPH) e as vias
metabdlicas para a sua regeneracdo (RAMOS et al., 2009, PIOVAN et
al., 2008).

» Facilidade de aumento da produgcdo pela manipulacdo genética
(DEMAIN 2000).

» Redugdo do impacto ambiental, pois 0os mesmo ndo oferecem risco ao
meio ambiente (FABER, 2000).

Do que fora apresentado referente as enzimas, projetou-se a utilizacdo de
microrganismos que pudessem realizar a mesma reacdo contendo a ciclohexanona,
formaldeido e anilina alterando-se os solventes entre tetrahidrofurano e dgua. O meio
aquoso tem sido o mais frequentemente utilizado nas reacdes mediadas por S.
cerevisiae, pois nesse meio as condi¢cdes ambientais ideais para a sobrevivéncia do

microrganismo sdo mantidas. Entretanto, a solubilizacdo dos reagentes no meio
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reacional e a posterior extracdo do produto formado tornam-se fatores limitantes ao
processo, e podem ser superados com o uso de um meio organico (THF).

Para estas reacdes estudadas obteve-se o composto de interesse com maior
rendimento com tetrahidrofurano. Os dados referentes ao meio de THF corroboram com
os valores anteriormente obtidos nas reacdes envolvendo as enzimas (Tabela 5
experimentos 2).

Frequentemente, como dito anteriormente, € aceito que solventes organicos sdo
téxicos para células microbianas, porém a andlise dos dados deste estudo empregando
células integras de levedura apresentou melhores rendimentos com o uso do solvente
tetrahidrofurano.

WENDHAUSEN et al. (2005) estudou a toxicidade do solvente para a levedura
Saccharomyces cerevisiae e analisou que em um sistema misto a toxicidade da fase
orginica aumenta em relacdo a toxicidade do solvente em um sistema tnico. A partir
dai o autor sugeriu que a essa toxicidade pode ser causada pelo contato direto da célula
com o solvente e pela extracdo de nutrientes através da fase aquosa, causando uma
disponibilidade limitada de nutrientes como resultado da aderéncia das células para a
interface aquosa ou aprisionamento dos mesmos em uma emulsdo. Essa toxicidade
molecular poderia resultar na inibicdo da enzima, na desnaturacdo de proteinas e na
modificagdo da membrana.

Porém, contrariamente ao exposto acima as reacdes envolvendo leveduras
forneceram o composto de interesse em meio de THF. Uma explicagdo plausivel para a
obtencdo do composto refere-se a morfologia do microrganismo utilizado como
biocatalisador. As leveduras sdo seres eucarionte e sendo assim reagem a estimulos
externos garantindo sua prépria sobrevivéncia. Nesse sentido quase todos 0s processos
de sinalizacdo envolvidos empregam proteinas quinases especificas. Nestes organismos
a sinalizacdo envolve um grau elevado de complexidade. Em fermento de pao
Saccharomyces cerevisiae algumas proteinas atuam como mediadores na resposta a
diferentes estimulos tais como ambiente, feromdnios, privagdo de nitrogénio, alta,
média ou baixa osmolaridade, a condi¢des adversas levando a esporulagdo de células
dipldides, ou aos sinais que regem o crescimento vegetativo. Uma das proteinas que
exercem esse papel sdo denominadas MAPK (proteina mitégeno quinase ativada) e
atuam em cascata, no minimo seis cascatas de MAPK. Em leveduras a proteina quinase

estd envolvida em muitos processos de sinalizagc@o. Dessa forma levantamos a hipdtese
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de que o tetrahidrofurano promova ativacio dessas proteinas quinase o que faz com que

a reacdo aconteca.

6.6 REACOES COM BACTERIAS

Valendo-nos da mesma proposi¢do para os fungos, empregou-se nas reacdes de
Mannich com algumas cepas de bactérias para verificar-se suas atividades biocataliticas.
Foram empregados bactérias do género Xanthomonas spp , e Lactobacillus acidophilus
(9061 OLA IDN, 19.10#2).

O género Xanthomonas representa uma das bactérias de maior importancia
epidemioldgica nas zonas tropicais. Nesse gé€nero, a espécie campestris tem causado
grandes prejuizos econdmicos porque a mesma ataca cultivares de plantas comestiveis e
ornamentais (ZAPATA; GAUD, 2001). A classificagdo dessa espécie campestris tem
sido motivo de muitos estudos taxondmicos decorrente disso foi proposto a mudanga da
espécie campestris a axonopodi. Por fim muitos cultivares serdo classificados neste
ultimo grupo (axonopodi) por existir evidencias significativas que sustente a mudanga
na classificacdo (ZAPATA; GAUD, 2001).

A familia Xanthomonadaceae apresenta formato de bastonetes retos ou curvos,
sdo gram-negativos, flageladas e crescem aerobicamente sem formacao de esporos. Nao
obtém energia por fermentacdo (HOLT et al., 1994) Essa bactéria € caraterizada pela
variedade de substratos que podem usar. Estdo presentes no solo, dgua, ar e esgoto.
Cresce em meio de cultura simples como o PDA. Algumas Xanthomonas sdo
patégenos de plantas com pigmentacdo amarelada. Outras como a Xanthomonas
campestris secretam polissacarideos resistentes a acio enzimatica.

Devido a grande facilidade de cultivo e a ampla disponibilidade na natureza
desta bactéria optou-se por realizar testes reacionais com a finalidade de agregar valor a

mesma (Tabela 10).
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Tabela 10. Reacdes de Mannich biocatalisadas por bactérias com a utilizacdo de
ciclohexanona, formaldeido e anilina.

Entrada Catalisador Solvente Rend.
(%)

1 Xanthomonas spp (Isolada da cana-de- THF* 50°
actcar)

2 Lactobaccillus acidophilus THF* 65°

3 Xanthomonas spp (Isolada da cana- Agua c
de-aciicar)

*Condicdes reacionais: 0,57g de ciclohexanona (4,92 mmol), 0,39g de formaldeido (4,92mmol), 0,45g de
anilina (4,92mmol) , 0,10g de Xanthomonas spp ou 1g de Lactobaccillus acidophilus, 17 mL do
respectivo solvente, t.a/7 dias.

a) Refere-se ao tetrahidrofurano.
b) Refere-se a rendimento obtido de coluna.
c) Neste experimento foi obtida apenas a imina e a cetona de partida.

Nas reagcdes nas quais empregou-se a Xanthomonas spp utilizou-se a
ciclohexanona, o formaldeido, a anilina e 0,1g do catalisador.

Assim como nas reagdes envolvendo a ciclohexanona, o formaldeido e a
anilina com utilizac@o das enzimas quimosina, lipase e Lipozyme®, nestas empregando-
se bactéria também obteve-se o composto de interesse para a referida reacdo em THF.
Contudo, optou-se por testar a 4gua como solvente, pois a segundo He at al. (2010) a
dgua poderia acelerar a protonacdo da cetona e torni-la mais facil de reagir. Porém,
observou-se que o composto de interesse ndo foi sintetizado, fato que pdde ser
explicado, como anteriormente, pela solubilidade dos reagentes no meio reacional.

Com o objetivo de avaliar mais uma bactéria na sintese de compostos -amino-
cetOnicos realizamos reagdes com a o uso do Lactobacillus acidophilus (9061 OLA
IDN, 19.10#2) seguindo a mesma metodologia utilizada nas reacdes com Xanthomonas
spp.

O Lactobacillus acidophilus € um microrganismo probidtico habitante normal
do intestino de muitos animais, incluindo os seres humanos, gram-positivos e
apresentam forma de bastonetes isolados ou em cadeias curtas. (SHAH et al., 1995).
Nao possuem flagelos, e s@o incapazes de formar esporos. Algumas cepas produzem
H,0, e bacteriocinas. Seu crescimento ideal ocorre em temperaturas entre 37° a 41° e
em pH entre 6 e 7. O crescimento pode ser inibido em valores de pH abaixo de 4,5 ou
acima de 9,5 e a taxa de crescimento € minimizada em temperaturas em torno de 25 a

28°C (OLIVEIRA, 2007). Estes microrganismos sdo homofermentativos, ou seja,
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realizam a fermentacdo e produzem dcido latico a partir da lactose (LAROIA et al.,
1991).

Esse microrganismo possui uma grande aplicacdo indistria alimenticia e
estima-se que mais de 70 produtos que contenham Lactobacillus acidophilus, incluindo
creme de leite, manteiga, iogurte, leite em pd, congelados e sobremesa sdo produzidos
em todo o mundo. As espécies mais utilizadas para fins comerciais sdo L. acidophilus,
L. casei, Lactobacillus GG (semelhante ao L. casei rhamnosus subgrupo, ATCC
53.103) (COSTELLO, 1993).

Portanto, quando se realizou tal reacdo em meio de THF o composto de
interesse foi obtido.

E importante ressaltar que para ambas as bactérias utilizadas nesse trabalho
nenhum trabalho contendo a descricdo de complexos enzimdticos excretados para
reacdes quimicas € encontrado na literatura. Portanto, ndo h4d nenhuma hipdtese
adequada nesse instante que possa explicar a obten¢@o do composto de interesse. Porém,

este trabalho introduz essas bactérias como biocatalisadores nas reacdes de Mannich.
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7. CONCLUSOES

Todas as enzimas testadas apresentaram potencial biocatalico, porém o estudo
da concentracdo das mesmas é fundamental para que a sua atividade catalitica seja
desencadeada. Nas reacdes em que adicionou-se a quantidade de 10% (m/m) de
quimosina em relacdo a massa referente ao rendimento quantitativo do produto ndo se
obteve a formagdo do composto de interesse. Com a utilizacdo da quimosina nas
concentracdes de 20 e 30% (m/m) foi observada uma baixa porcentagem de conversao.
A partir desses dados optou-se pela utilizacdo de 50% (m/m) de enzima em relagdo ao
produto de interesse e o mesmo foi obtido com rendimentos considerdveis.

A quimosina € capaz de realizar sua atividade catalitica com a utilizacdo de um
amplo espectro de solventes visto que apresentou afinidade por tanto por solvente pouco
polar (THF) quanto por solvente polar (DMSO).

Um fator importante no rendimento das reacdes que envolveram a quimosina é
o aumento do tamanho aldeido e consequentemente da imina. O aumento do volume
molecular da imina dificulta a interacdo entre este intermedidrio e o complexo
enzimético enzima-cetona, o que diminui o rendimento da reagao.

A adi¢do de dgua no meio reacional diminui abruptamente, em alguns casos, o
rendimento da reacdo com utilizacdo de quimosina. Como néo hé na literatura nenhuma
aplicagdo pratica da quimosina na drea de sintese organica, a conclusdo que se pode tirar
desta queda acentuada de rendimento provém do aumento da insolubilidade dos
reagentes de partida nesse meio.

O fator basicidade da amina também infere no rendimento das reacdes, e esse
fator estd extremamente relacionado ndo apenas com a amina utilizada, mas também
com o intermedidrio formado, a imina. A diminuicdo da basicidade da amina diminui a
nucleofilicidade e a adi¢do da amina ao aldeido, impossibilitando a formagdo da imina a
qual é condi¢@o essencial para que a reagio possa se processar.

Contudo, ndo existe um parametro quantitativo confiavel para ilustrar as
intera¢des entre enzima-solvente organico, e assim correlacionar a atividade catalitica
de uma enzima e o meio reacional na qual ela esta inserida.

Para as reagdes que envolvem a lipase e a Lipozyme® foi verificado que tanto
em solvente pouco polar (THF) como em solvente muito polar (DMSQO) as reacdes se

processam com rendimentos aprecidaveis. Porém, a adicdo de dgua, da mesma forma que
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para as reagdes envolvendo a quimosina, diminui drasticamente o rendimento reacional
decorrente da diminui¢do da solubilidade dos reagentes utilizados. Uma plausivel
explicacdo para a obtengcdo dos compostos de interesse em meio organico (THF e
DMSO) provém da adequacdo da estrutura enzimdtica dessas enzimas em meio
organico.

No caso da Lipozyme®, mesmo esta sendo uma lipase imobilizada em uma
resina de troca idnica macroporosa, nio foi observado maiores rendimentos em relacio
a quimosina na mesma propor¢do enzimatica (50% m/m).

A comparagdo entre os rendimentos obtidos para as trés enzimas nos solventes
THF e DMSO mostra que a quimosina assemelha-se muito & Lipozyme®, enzima
imobilizada, e que a alteracdo do solvente pode afetar o rendimento da reacdo. Os dados
indicam que a quimosina e a Lipozyme® apresentam uma preferéncia por solventes
polares aproticos.

Porém, é importante salientar que nio hd na literatura nenhuma descri¢do
sintética para a utilizagdo da quimosina sendo que a mesma atuou, a contento, como
biocatalisador nas reacdes descritas neste trabalho o que atribui uma nova aplicacio
catalitica para quimosina em quimica orginica. Cabe salientar que a quimosina &
biodegradavel, é facilmente extraida do meio reacional, de baixo custo e poderd ser
reutilizada.

Ja, para as reacdes envolvendo microrganismos como biocatalisadores, os
dados obtidos para a utilizagdo do fungo Saccharomyces cerevisae (fermento de
padaria) e das cepas de Saccharomyces isoladas da cana-de-acticar em meio de THF
corroboram com os valores anteriormente obtidos nas reagdes envolvendo as enzimas.
Porém, neste caso, a hipétese para tal fato refere-se a ativacdo, através do THF, das
proteinas MAPK (proteina mitégeno quinase ativada), pois é sabido que estas atuam
como mediadores na resposta a diferentes estimulos tais como ambiente (solvente).

Nas reacdes de Mannich com o uso das bactérias Xanthomonas spp e
Lactobacillus aciphilus como biocatalisadores, assim como nas reagdes com utilizacdo
de enzimas, obteve-se o composto de interesse para a referida reacdo em THF.

Para ambas as bactérias utilizadas nesse trabalho nenhum trabalho contendo a
descri¢do de complexos enzimaticos excretados para reacdes quimicas é encontrado na
literatura. Portanto, ndo ha nenhuma hipdtese adequada nesse instante que possa

explicar a obtencdo do composto de interesse.
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A biocatalise atualmente € um dos estudos mais importantes na area de quimica
fina, principalmente na preparacdo de enantidmeros. Nesse sentido € importante que
pesquisadores e estudantes, que estdo envolvidos em quimica organica facam o uso de
biocatalisadores, pois os resultados sdo excelentes.

Do exposto acima, a importancia deste trabalho refere-se & introdugdo de novos
biocatalisadores de baixo custo e ambientalmente seguros nas reacdes de Mannich,
levando em consideracdo que os mesmo geram afluentes de baixa ou nenhuma
toxicidade, além de introduzir uma nova aplicacdo para microrganismos que sao
considerados patégenos para os vegetais, principalmente para a cultura de cana-de-

acucar.
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10. ANEXOS
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ANEXO A - Espectro de infravermelho do composto 2-[(N-fenilamino)metil]ciclohexanona em KBr.
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ANEXO B - Cromatograma do composto 2-[(N-fenilamino)metil]ciclohexanona.
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ANEXO C - Espectro de RMN do composto 2-[(N-fenilamino)metil]ciclohexanona em CDCls.
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ANEXO D - Espectro de infravermelho do composto 2-[(fenil)-(fenilamino)-metil]-ciclohexanona em KBr.
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spectrum 1A
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ANEXO E - Cromatograma do composto 2-[(fenil)-(fenilamino)-metil]-ciclohexanona.
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ANEXO F - Espectro de infravermelho do composto 2-[(4’-metdxi-fenilamino)-metil]-ciclohexanona em KBr.
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ANEXO G - Cromatograma do composto 2-[(4’-metoxi-fenilamino)-metil]-ciclohexanona.
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ANEXO H - Espectro de RMN do composto 2-[(4’-metdxi-fenilamino)-metil]-ciclohexanona em CDCls.
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ANEXO I - Espectro de infravermelho do composto 2-[(4’-metil-fenilamino)-metil]-ciclohexanona em KBr.
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ANEXO J - Espectro de massa do composto 2-[(4’-metil-fenilamino)-metil]-ciclohexanona.
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