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Os termos biocatalise ou biotransformacéo, de maneira geral, abrangem o processo em que um catalisador
bioldgico é utilizado para a conversdo de um substrato em um ndmero limitado de etapas enzimaticas. O
mamoeiro (Carica papaya) é da familia Caricaceae e seu fruto, conhecido como “mamio”, contém
compostos biologicamente ativos. O presente artigo tem por finalidade verificar o potencial
biotecnoldgico das enzimas encontradas em amostras de talos de mamoeiro, bem como, a utiliza¢do de
células imobilizadas a fim de realizar inimeras reacBes, pois as mesmas podem ser reutilizadas,
otimizando o processo reacional.
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Reduction of Carbonyl Compounds: the papaya tree shafts (Carica papaya) as biocatalyst reagent

The term Biocatalysis or biotransformation, generally encompass the processes in which a biological
catalyst is used for the conversion of a substrate in a limited number of enzymatic steps. The papaya
(Carica papaya) is the family Caricaceae, its fruit, known as "papaya”, contains biologically active
compounds. This article is intended to verify the biotechnological potential of enzymes found in samples
of papaya stalks as well as, the use of immobilized cells in order to perform numerous reactions, because
they can be reused by optimizing the reaction process.
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1. INTRODUCAO

A Dbiocatalise ¢ um tipo de biotransformacdo, que tem como finalidade a transformacéo
guimica, e que consiste no uso de catalisadores naturais - as enzimas - para realizar estas
transformacdes em compostos organicos. Envolve os processos em que um catalisador biolégico
é utilizado para a conversdo de um substrato em um namero limitado de etapas enziméticas.™* A
escolha de um biocatalizador em quimica orgénica envolve a especificidade (quimio-, regio- e
enantiosseletividade) e a velocidade que a transformagdo desejada € efetuada. Estes pontos
envolvem atributos relacionados a bases estruturais e mecanisticas das transformacdes
quimicas® As enzimas podem ser encontradas em células animais ou de plantas, bem como em
microrganismos. Entretanto, quando a permeabilidade da membrana celular € insuficiente para a
passagem do substrato ou quando ocorrem reacdes laterais indesejaveis, é necessario conduzir a
biotransformacdo com enzimas isoladas ou purificadas® As enzimas apresentam varias
propriedades que as tornam atrativas como catalisadores para biotransformagfes. S&o
catalisadores versateis, existindo um processo enzimatico equivalente para cada tipo de reacdo
organica’

Realizar biotransformagdo em compostos organicos utilizando apenas enzimas vegetais é de
grande relevancia para a quimica orgénica e tem uma forte veia para o desenvolvimento em
novas tecnologias, contribuindo para o conhecimento em Biotecnologia e Quimica Organica, o
que constitui em uma poderosa ferramenta para a chamada “quimica ecologicamente correta”, a
quimica verde. Essas reacBes sdo de extrema importadncia para o desenvolvimento de
medicamentos, cosmeticos, feromodnios e na industria de biocombustiveis, e desta forma,
poderéo contribuir para as &reas ambientais, farmacéuticas, industriais e de biotecnologia®.
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A imobilizacdo de células ou enzimas representa uma alternativa para a conducdo de
bioprocessos uma vez que, teoricamente, os biocatalisadores imobilizados ficam retidos para
serem utilizados por tempo indefinido’. Uma vantagem relacionada ao uso da imobilizagdo
enzimética se d& pela dificuldade em se recuperar a enzima do meio reacional ao final da
catdlise, aliada a instabilidade e frequente inadequabilidade para uso em determinados solventes
e/ou condicdes de pH, temperatura e exposicao a agentes desnaturantes, podendo ser superadas
por meio da imobilizagdo. A enzima imobilizada pode ser reutilizada e é normalmente mais
estavel em relacdo a enzima livre, com a vantagem adicional de possibilitar a realizacdo de um
processo continuo®.

O mamoeiro (Carica papaya) é da familia Caricaceae, e seu fruto, conhecido como
“mamao”, contém compostos biologicamente ativos. A papaina, por exemplo, € uma enzima
encontrada na casca do fruto, sendo Util na digestdo, por ter a capacidade de realizar hidrdlise
em certos compostos organicos no organismo®.

Existem diversos materiais que podem ser utilizados como suporte para imobilizagdo das
células. A poliacrilamida € um polimero formado pela mistura de dois monémeros, acrilamida e
bisacrilamida, formando uma espécie de rede. Nesta perspectiva, foi utilizada a poliacrilamida,
gue com o seu alto potencial de absorcdo se destaca como uma matriz bastante utilizada para a
imobilizacao de enzimas'®.

Face ao exposto, e dando continuidade ao projeto de detectar agentes biorredutores em
determinados vegetais, o presente trabalho tem como objetivo investigar o potencial enzimatico
dos talos de mamédo bem como, investigar o potencial enzimatico dos talos de mamoeiro na
forma imobilizada, pois as enzimas sdo catalisadores extremamente eficientes e sdo sensiveis a
inativag&o por fatores como temperatura, solvente, pH, entre outros. Assim, um mecanismo de
protecdo das enzimas é essencial para que seu potencial catalitico se mantenha.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Experimental
2.1.1 Para células integras:

Os talos do mamoeiro (Carica papaya), apos coletados, foram lavados com solucéo a 5% de
hipoclorito s6dio em repouso por 10 minutos. Em seguida, foram cortados em pequenos
pedacos (cerca de 1 centimetro de comprimento) utilizando-se uma faca esterilizada. Logo em
seguida, foram adicionados 200mg dos substratos: benzaldeido (1) e acetofenona (2) a cada 20g
dos talos de mamoeiro e 140 mL de agua destilada. Essa mistura reacional (Figura 1), foi posta
sob agitacdo durante 72 horas, em agitador orbital na velocidade de 150 r.p.m. Apés o término
do tempo reacional, a mistura foi coletada e extraida com solvente orgénico (20 mL de acetato
de etila), por trés vezes, depois foi secada com sulfato de sédio anidro e concentrada sob pressdo
reduzida.

Figura 1: Mistura reacional.
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2.1.2. Para células imobilizadas:

Repetiu-se 0 experimento anterior, em seguida, as enzimas dos talos do mamoeiro foram
imobilizadas com poliacrilamida em meio aquoso (Figura 2a), por tempo necessario para
absorcdo das enzimas pelas poliacrilamidas (24 horas). Depois as esferas foram colocadas em
uma placa de petri e postas em estufa biologica com temperatura controlada de 40° C, para
secagem (Figura 2b).

Logo em seguida, foram utilizados 200 mg de linalol, 148 mg de anidrido acético, 20 mL de
hexano e 100 mg de esferas imobilizadas e secas sob agitacdo a 150 rpm, a temperatura de 30°C
durante 72 horas de reagéo.

—

Figura 2a: As esferas das poliacrilamidas Figura 2b: As esferas incorporadas e
incorporadas. secas.

2.2 Extragéo e isolamento

Apos os procedimentos de extracdo, a fase organica devidamente seca, foi colocada em um
baldo e concentrada sob pressdo reduzida. Os residuos foram separados por filtragdo numa
coluna curta de silica gel, utilizando-se como eluentes o acetato de etila e 0 hexano numa
proporcdo de 2:8. Assim, obtiveram-se os produtos reduzidos de Carica papaya, com uma
conversdo em massa de 112mg (56%) do alcool formado a partir do benzaldeido e uma
conversdo de 90mg (45%) do alcool formado e um e.e. de 97%, através da reagcdo com o uso da
acetofenona (Esquema 1). Para as células imobilizadas foi possivel obter relativo resultado com
reacdo de acetilacdo. As enzimas encontradas nos talos de mamoeiro foram incorporadas a uma
matriz polimérica de poliacrilamida, com a finalidade de fornecer maior estabilidade, facilitar a
recuperacao e reutilizagdo desses catalisadores. O acetato de linaloila foi obtido com rendimento
de 35%. (Esquema 2).

®) OH
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Esquema 1: Biorredugdo dos compostos carbonilicos a partir das células integras dos talos do mamoeiro

(CITM).
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Esquema 2: Acetilagdo do Linalol utilizando as enzimas imobilizadas dos talos do mamoeiro (EITM).
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2.3 Dados espectroscopicos

Os produtos foram analisados por GC-MS e FID e dados espectrais de RMN 'H, em
comparagdo com os valores da literatura, e foram totalmente caracterizados de acordo com 0s
seus dados espectrais.**?

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados referem-se as reagdes descritas anteriormente de aldeido e cetona
(benzaldeido e acetofenona). A andlise inicial foi feita através de cromatografia em camada
delgada (Figura 3a e 3b), na qual se pode perceber a diferenca do fator de retencdo do reagente
e do seu respectivo produto.

3a 3b

Figura 3. (3a) Cromatografia em camada delgada do benzaldeido e seu respectivo alcool. (3b) Cromatografia em
camada delgada da acetofenona e seu respectivo alcool.

Os produtos foram analisados posteriormente por GC-MS, foi observado a partir das analises que
houve a biorreducdo dos compostos carbonilicos, quando comparado 0s espectros dos substratos e seus
respectivos produtos. A Figura 4 demonstra as analises para o benzaldeido (Figura 4a), e 0 seu
respectivo alcool (Figura 4b).
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Figura 4a: Espectro de massa do benzaldeido.
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Figura 4b: Espectro de massa do alcool benzilico.

A sequir, nas Figuras 5a e 5h, sdo apresentados os espectros de RMN 'H do benzaldeido e o alcool
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benzilico, respectivamente. Estes resultados confirmaram aqueles ja obtidos por GC-MS. Os
deslocamentos quimicos (&) foram expressos em partes por milhdo (ppm) tendo como referéncia interna
para 0 RMN de ‘*H o cloroférmio deuterado (CDCly).
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Figura 5b: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl; do &lcool benzilico).
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As andlises dos cromatogramas da acetofenona (Figura 6a), e do seu referido alcool (Figura 6b),
assim como os espectros de RMN *H do substrato (Figura 7a) e do produto (Figura 7b), também
comprovaram que houve biorredugdo a partir das CITM. Os deslocamentos quimicos (&) foram

expressos em partes por milhdo (ppm) tendo como referéncia interna para 0 RMN de 'H o cloroférmio
deuterado (CDCl,).
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Figura 6a: Espectro de massa da acetofenona.
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Figura 6b: Espectro de massa da 1-feniletanol.
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Figura 7a: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl; 1,66mmolL™ da acetofenona).
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Figura 7b: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl; do 1-feniletanol).
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Para a imobilizacdo das enzimas foi utilizado o processo de Kalogeris™. Primeiramente, uma leitura
no espectrofotdmetro de UV foi efetuada a partir do material enzimatico e que foi utilizada para
determinar o teor (0,9%) total de proteinas através de uma curva de calibracdo obtida utilizando solugoes
padrdes de albumina bovina. Ao material enzimético (talos de mamoeiro em solucdo), foram adicionadas
as microesferas de poliacrilamida para imobilizagdo das enzimas. As esferas foram separadas por
filtracdo e a partir do filtrado foi efetuada uma leitura no espectrémetro. O valor dessa leitura (L,) foi
dividido pelo valor da primeira (Lo) e multiplicado por 100, obtendo-se assim, a percentagem de
proteinas ndo imobilizadas (L.), como mostra na seguinte formula abaixo. Esta percentagem foi
subtraida de 100 fornecendo a percentagem (95,0%) de enzimas imobilizadas dos talos-de-mamoeiro. As
esferas de poliacrilamida onde foram incorporadas as enzimas dos talos de mamoeiro foram testadas
como biocatalisador na reacdo de acetilacdo do linalol, apresentando um relativo resultado (35%). A
reacdo esta mostrada no Esquema 2.

I—ni = —Ll . 100
Lo

4, CONCLUSAO

Os talos da espécie Carica papaya, Se apresentaram como um grupo de agentes
biorredutores. Das células integras, foi possivel realizar duas reagdes com resultados que
comprovaram sua eficacia, com rendimentos que variam de 56% do alcool benzilico a 45% 1-
feniletanol. O que implica que este material tem potencial enziméatico que poderé possibilitar
Seu uso em preparacao de compostos bioativos. Para as células imobilizadas foi possivel obter
relativo resultado com reacdo de acetilacdo com rendimento de 21,2% de acetato de linaloila.
Assim, pode-se inferir que a matriz polimérica de poliacrilamida, possibilita a reutilizagdo
desses catalizadores.
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