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Zingiber officinale (GENGIBRE) COMO FONTE ENZIMATICA NA REDUCAO DE COMPOSTOS CARBONILICOS
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Zingiber officinale (GINGER) AS AN ENZYME SOURCE FOR THE REDUCTION OF CARBONYL COMPOUNDS. Various
vegetables as biological catalysts were evaluated in enantioselective reduction of carbonyl compounds. The stereoselectivity of the

process was in agreement with Prelog’s rule for twelve of the vegetables, whereas okra and green peppers formed anti-Prelog products.
Zingiber officinale exhibited the best results with 30% conversion and 89% ee. The parameters of the reaction such as time, solvent

and other substrates investigated, as well as the specie, showed good chemo- and enantioselectivity.
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INTRODUCAO

Um expressivo nimero de moléculas biologicamente ativas
contém um ou mais centros quirais, constituindo assim, a quirali-
dade, uma peculiaridade necessdria para a atividade bioldgica. A
sintese de compostos quirais enantiomericamente puros aplicando
biocatalisadores enantiosseletivos € de interesse industrial para a
producdo de insumos farmacéuticos, cosméticos e agroquimicos.'*
Consequentemente, diversos trabalhos foram produzidos no objetivo
de transferir a quiralidade de um catalisador oticamente ativo para
um substrato proquiral. Entre as transformagdes biocataliticas usando
plantas, pode-se citar o interesse na preparagdo de dlcoois quirais a
partir da reduc@o de cetonas proquirais usando células de culturas
de plantas ou células de partes de plantas. As enzimas oriundas de
espécies vegetais, mesmo apresentando uma menor duplicacdo de
biomassa quando comparadas aos sistemas microbianos, apresentam
em sua matriz enzimas Unicas que sdo responsaveis pela obtencio
de indimeros produtos de alto valor agregado como farmacos ou in-
sumos farmacéuticos em suas formas enantioméricas ativa e elevada
pureza Gtica.’ Assim, a metodologia oferece uma oportunidade para
a realizacdo de obtencdo de produtos de modo rdpido e seguro, uti-
lizando fontes locais com vantagens significativas do ponto de vista
ecoldgico e econdomico.

A espécie Zingiber officinale, comumente conhecida como gen-
gibre, mangaratd ou mangarataia, oriunda de regides da China e da
India, € reconhecida pelo seu interesse econdmico e muito utilizado
na culindria mundial. Além disso, o uso do gengibre € altamente
valorizado na medicina popular por apresentar diversas propriedades
farmacoldgicas no combate as inflamagdes, artrites e desconfortos
gastrointestinais.®!

Em nossas investigacdes sobre biocatalisadores oriundos de espé-
cies cultivadas no Brasil, foram estudadas diversas espécies (Manihot
sp.,'"'2 Cocos nucifera L., Saccharum officinarum,"*" Passiflora
edulis,'® Lentinus strigellus,"” Vigna unguiculata,"® Glycine max,"
Lens culinaris®), todas com resultados promissores. No presente
trabalho, foram investigadas outras espécies vegetais encontradas
facilmente no comércio da Regidio Nordeste do Brasil, com destaque

*e-mail: tlemos @dqoi.ufc.br

para Zingiber officinale (gengibre), como biocatalisador em reacdes
organicas de redugao.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais utilizados

Os solventes utilizados foram adquiridos pela Synth e os subs-
tratos da Aldrich e Merck. Gel de silica Merck 60 foi utilizada para
cromatografia em coluna (CC) e folhas de poliéster pré-revestidas de
gel de silica (Kieselgel 60 F254, 0,20 mm Merck) para cromatografia
em camada delgada (CCD). Uma solu¢do de 5,0 g de vanilina com
100 mL de dlcool etilico e 100 mL de dcido perclérico 0,75 mol L
foi utilizada para detec¢do dos produtos de reacdes (pulverizacio
seguido de aquecimento a 120 °C).

Biocatalisadores

As espécies vegetais com aspecto sauddvel (14), investigadas
inicialmente foram: Zingiber officinale (gengibre), Colocasia es-
culenta L. (inhame), Curcuma longa (agafrao), Solanum tuberosum
(batata), Cucumis anguria L. (maxixe), Abelmoschus esculentus
(quiabo), Capsicum chinense (pimenta de cheiro), Capsicum annum
(pimentdo verde), Brassica oleracea (repolho), Cucumis sativum
(pepino), vagens de Vigna unguiculata (feijao), Coriandrum sativum
(coentro), Allium fistulosum L. (cebolinha), Lactuca sativa (alface).
Todos os vegetais foram adquiridos no mercado local de Fortaleza,
Estado do Cear4, Brasil.

Meétodos analiticos

As substancias de partida e os produtos de reagdes foram
analisados por meio de cromatografia gasosa (CG), cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) e ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio (RMN de 'H 500 MHz). Foi utilizado um cromaté-
grafo a gds Trace GC Ultra equipado com detector de ionizacdo de
chama (DIC) usando hidrogénio como gds carreador (1,0 mL/min);
coluna capilar quiral Chirasil-Dex CB (fB-ciclodextrina,
25 m x 0,25 mm x 0,25 um) foi usada para a determinagido dos
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rendimentos e excessos enantioméricos. As temperaturas do injetor
e do detector foram mantidas em 220 e 200 °C, respectivamente.
A temperatura da coluna foi variada conforme a identificacdo de
diferentes compostos: acetofenona (1) e 1-feniletanol (1a), 1 °C/
min de 100 °C até 118 °C e 0,5 °C/min até 120 °C; benzaldeido (2),
3-metoxibenzaldeido (3), cinamaldeido (4), furfural (5), 3-metoxia-
cetofenona (6), hexan-3-ona (8), hex-5-en-2-ona (9), octan-2-ona
(10), ciclopentanona (11), cicloexanona (12), (-)-mentona (13),
(-)-carvona (14), 3-oxobutanoato de etila (15), e os seus respectivos
alcoois (2a-6a, 8a e 15a), 2 °C/min de 100 °C a 180 °C; o-tetralona
(7) e a-tetralol (7a), 5 °C/min de 100 °C a 149 °C, 0,2 °C/min
para 155 °C e 10 °C/min até 180 °C; acetatos de hexan-3-ila (8b),
hex-5-en-2-ila (9b), octan-2-ila (10b) e 3-hidroxibutanoato de etila
(15b), 1 °C/min de 70 °C a 100 °C e 10 °C/min até 200 °C. As andli-
ses foram realizadas a partir da comparagdo dos tempos de reten¢ao
(T.R.) das substancias com os respectivos padroes: 1 (T.R. = 6,9 min)/
la (T.R. = 13,5 min (R); 14,2 min (S)); 2 (T.R. = 4,1 min)/
2a (T.R. = 11,3 min); 3 (T.R. = 13,6 min)/ 3a (T.R. = 19,9 min);
4 (T.R. = 16,7 min)/ 4a (T.R. = 24,1 min); 5 (T.R. = 3,5 min)/
5a (T.R. = 5,6 min); 6 (T.R. = 14,9 min)/ 6a (T.R. = 22,5 min (R);
23,1 min (§)); 7 (T.R. = 6,9 min)/ 7a (T.R. = 10,4 min (S); 11,8 min
(R)) — analisados por CLAE; 8 (T.R. = 3,3 min)/ 8b (T.R. = 6,1 min
(R); 6,5 min (5)); 9 (T.R. = 3,5 min)/ 9b (T.R. = 6,6 min (S); 7,9 min
(R)); 10 (T.R. = 10,0 min)/ 10b (T.R. = 16,5 min (S); 19,8 (R));
11 (T.R. = 2,9 min)/ 11a (T.R. = 4,5 min); 12 (T.R. = 4,4 min)/
12a (T.R. = 6,3 min); 13 (T.R. = 9,3 min); 13a (T.R. = 12,4 min
(8); 13,7 (R)); 14 (T.R. = 14,9 min)/ 14a (T.R. = 17,7 min);
15 (T.R. = 13,5 min); 15b (T.R. = 17,1 min (S); 17,9 min (R)). Dados
espectroscépicos incluindo RMN 'H dos produtos estdo de acordo
com a literatura.'+*

As andlises de CLAE foram desenvolvidas em aparelho Shimadzu
LC-10ADvp equipado com coluna quiral OD-H (150 x 4,6 mm) e
por RMN 'H em espectrdmetro Bruker Avance DRX-500 utilizando
CDCI, como solvente; os deslocamentos quimicos foram registrados
na escala § tendo como referéncia o sinal residual do solvente CHCI,
0, 7,27).

Sintese de alcoois 1a -15a para correlaciao com os
correspondentes alcoois obtidos via biorreducio

Os dlcoois 1a-15a foram obtidos por reducdo com NaBH, em
metanol a partir dos correspondentes compostos carbonilicos 1-15,
seguindo o procedimento da literatura.?! Todos os produtos foram
analisados por RMN de 'H e CG-DIC.

Procedimentos gerais de biorreducio

Os vegetais foram lavados separadamente com solucdo de
hipoclorito de sédio 5% em agua destilada por um periodo de 10
min e cortados em pequenos pedagos de aproximadamente 1 cm de
comprimento em condi¢des assépticas.

Em experimentos individuais, os substratos 1 -15 (200 mg) foram
adicionados a uma suspensdo do biocatalisador (23 g) em H,O desti-
lada (100 mL) em erlenmeyer de 250 mL. Cada mistura foi colocada
sob agitagdo mecanica (175 rpm) a temperatura ambiente durante
72 h. Cada suspensdo foi filtrada, os residuos lavados com dgua
destilada e as solucdes aquosas extraidas com EtOAc (3 x 80 mL).
A fase organica foi seca sobre Na,SO, anidro e evaporada sob pres-
sdo reduzida. Os residuos foram filtrados em uma pequena coluna
de gel de silica usando CHCI, como eluente (60 mL), obtendo-se:
1/1a (146 mg); 2/2a (141 mg); 3/3a (154 mg ); 4/4a (132 mg); 5/5a
(133 mg); 6/6a (159 mg); 7/7A (122 mg); 8/8a (149 mg); 9/9a
(136 mg); 10/10a (143 mg); 11/11a (155 mg); 12/12a (127 mg);

Quim. Nova

13/13a (123 mg); 14/14a (155 mg); 15/15a (134 mg). Os valores de
conversdo foram quantificados e analisados em CG-DIC, utilizando
as dreas dos picos sem uso de fator de correlagdo,” e RMN de 'H, a
partir da comparagao da integragao de sinais de hidrogénios presentes
nos substratos e seus respectivos produtos.

Estudo do tempo de biorreducio da acetofenona (1)

Tendo em vista o estudo cinético, foi empregado 0 mesmo pro-
cedimento experimental na biorreduc@o da acetofenona (1), porém,
variando o tempo de reacdo em 12, 24, 36, 48 e 72 h. Foram reali-
zados dois experimentos tendo o gengibre como biocatalisador. No
primeiro, o meio reacional foi a d4gua e, no segundo, tampao fosfato
de pH 6,5. Os ensaios foram em triplicata e os produtos analisados
e quantificados por CG e RMN de 'H.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Reducio de cetonas a aldeidos por biocatalisadores vegetais

Considerando que dlcoois quirais sdo importantes como precur-
sores de vdrios produtos de interesse e tendo em vista sua obtencao
empregando vegetais abundantes e comuns, uma série de reacdes foi
realizada para verificar o potencial redutor dos vegetais selecionados,
tendo como substrato modelo a acetofenona (1) (Esquema 1). Os
produtos da reacdo foram analisados primeiramente por CCD (he-
xano/EtOAc 8:2, v/v) como eluente, sendo observado, praticamente
em todos os casos, a formag@o do dlcool 1a (Tabela 1). Na andlise
por CG-DIC foram observadas, na maioria dos casos, somente trés
picos, sendo um atribuido ao material de partida e dois aos dlcoois
formados. Na anélise por espectroscopia de RMN 'H, para medida
dos respectivos rendimentos, foi comparada a integracdo da drea
do sinal em 9§, 2,61 (3H, s) dos hidrogénios do grupo metila com a
integracdo do sinal em §;, 4,80 (1H, ¢) do hidrogénio carbindlico. Os
valores de convers@o para cada espécie sdo mostrados na Tabela 1.

Conforme observado, todos os biocatalisadores apresentaram
acdo catalitica na reagdo de redugdo de 1, com valores de conversdo
aceitaveis medidos pelos dois métodos (RMN de 'H e CG-DIC),
com pequenas variacdes. De quatorze espécies selecionadas para o
“screening”, doze formaram 1-feniletanol (S)-1a em acordo com a
regra de Prelog? e apenas duas (quiabo e pimentdo verde) produziram
o dlcool (R)-1a (anti-Prelog). Vale ressaltar a obtenc@o dos produtos
da reacdo utilizando os vegetais gengibre, inhame, couve, batata,
feijdo, coentro e pepino com excessos enantioméricos, relativamente,
altos (82 a 95%).

Os melhores valores de bioconversao foram obtidos com coentro
(19%), mandioca (18%) e gengibre (30%), este Gltimo com valor
superior ao relatado por Andrade et al.,* que mostrou conversédo de
8%. Em vista destes resultados, o gengibre foi selecionado como
biocatalisador a ser utilizado em reacdes de biorredugdo a partir de
vérios outros compostos carbonilicos (Esquema 1).

Avaliacio do tempo de reacao de 1 com gengibre

Usando modelo adaptado da literatura verificou-se o estudo ci-
nético em dgua e solucdo tampao.'® Em relacdo ao estudo cinético na
biorredu¢do de 1 em solugdes aquosa e tampdo fosfato de pH 6,5, o
melhor resultado foi obtido no tempo de 72 h de reagdo tendo a dgua
como solvente, com conversao de 30% e excesso enantiomérico de
89% [élcool (S)-1a]. No caso do meio reacional tampao fosfato de
pH 6,5 apds 72 h de reag@o, a conversdo foi de apenas 11%, embora,
com excesso enantiomérico de 83% (Figura 1, Tabela 2). Assim, o
meio aquoso foi estabelecido para as demais reagdes.
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Tabela 1. Biorredugdo da acetofenona 1 ao correspondente dlcool 1-feniletanol
1a utilizando vegetais
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8. R, = CH;CH; R, = CH,CH,CHj
9. R, = CHy; R, = CH,CH,CHCH,
10. R, = CH;; R, = CH,y(CH,),CH,
15. R, = CHj; R, = CH,COOCH,CH;

8a. R, = CH;CHy; R, = CH,CH,CH;
9a. R, = CHs; R, = CH,CH,CHCH,
10a. R, = CHj; R, = CH,(CH,),CH,
15a. R, = CHj; R, = CH,COOCH,CHj

Biocatalisador Conversao (%) ee  Configuraciao
RMN de '"H/CG (%)
Zingiber officinale (gengibre) 30,3/34,3 89 S
Colocasia esculenta L. (inhame) 18,4/15,7 89 S
Curcuma longa (agafrao) 9,0/6,6 65 S
Solanum tuberosum (batata) 10,7/9,9 82 S
Cucumis anguria L. (maxixe) 4,9/ND 48 S
Abelmoschus esculentus (quiabo) ND/1,3 41 R
Capsicum chinense (pimenta de 15,8/20,5 78 S
cheiro)
Capsicum annum (pimentao 10,2/14,6 26 R
verde)
Brassica oleracea (repolho) 16,1/14,5 95
Cucumis sativum (pepino) ND/3,8 87
Vagens de Phaseolus vulgaris 7,2/13,0 84 S
(feijao)
Coriandrum sativum (coentro) 18,9/24,8 87
Allium fistulosum L. (cebolinha) ND/5,9 17 S
Lactuca sativa (alface) 4,5/3,9 5 S
ND = Produto ndo detectado; ee = Excesso enantiomérico.
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Esquema 1. Biorredugdo de compostos carbonilicos

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo de reacdo (H)
Figura 1. Bioconversdo de 1 em fun¢do do tempo utilizando gengibre em
dgua destilada ou tampdo fosfato

Tabela 2. Andlise da conversao de 1 com o tempo em diferentes meios

Agua Tampao fosfato
e R e
12h 4,2/54 78 4,1/4,8 77
24 h 7,5/9,7 85 7,2/6,8 81
36h 10,1/10,3 81 7,9/9,7 81
48 h 12,2/13,5 82 8,9/10,8 81
72h 30,3/34,3 89 10,9/11,3 82

ee = Excesso enantiomérico.

Utilizacao do complexo enzimético do gengibre em outros
compostos carbonilicos

Tendo o gengibre como biocatalisador e a 4gua como meio de
reagdo, o estudo foi expandido para avaliar o potencial redutor do
vegetal com relac@o a outros substratos: benzaldeido (2), 3-metoxi-
benzaldeido (3), cinamaldeido (4), furfural (5), 3-metoxiacetofenona
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(6), o-tetralona (7), hexan-3-ona (8), hex-5-en-2-ona (9), 2-octanona
(10), ciclopentanona (11), ciclo-hexanona (12), (-)-mentona (13),
(-)-carvona (14), 3-oxobutanoato de etila (15) (Esquema 1). A medida
dos rendimentos na andlise por RMN de 'H obedeceu o seguinte
procedimento: comparacio da integracdo do sinal do grupo metila
de 6,9, 10 e 15 com a do sinal do hidrogénio carbindlico de 6a, 9a,
10a e 15a; comparagdo da integracdo do sinal do hidrogénio aldeidico
de 2, 3,4 e 5 com ado sinal dos hidrogénios metilénicos dos dlcoois
2a, 3a, 4a e S5a; comparacdo da integracdo do sinal dos hidrogénios
metilénicos de 7, 8, 11, 12 e 13 com a do sinal do hidrogénio carbi-
ndlico de 7a, 8a, 11a, 12a e 13a.

Tabela 3. Biorreduc@o dos compostos 2-15 utilizando gengibre

Conversao (%)

Composto RMN de 'H /CG ee (%)
Benzaldeido (2) 94,5/95,8
3-Metoxibenzaldeido (3) 82,1/95.4

Cinamaldeido (4) 9,1/10,7

Furfural (5) 86,4/90,9
3-Metoxiacetofenona (6) 9,8/11,8 69 ()
o-Tetralona (7) ND/1,2 41 (S)?
Hexan-3-ona (8) 43,5/40,2 31 (5P
Hex-5-en-2-ona (9) 29,2/31,5 46 (S)
Octan-2-ona (10) ND/4,3 9 (S)°
Ciclopentanona (11) ND/3,4

Ciclo-hexanona (12) 17,4/21,5

(-)-Mentona (13) ND/2,0 60 ()
(-)-Carvona (14) ND/ND

3-Oxobutanoato de etila (15) 100,0/100,0 26 (S)°

“analizado por CLAE; obtido pela acetilacdo dos dlcoois; ND = Produto ndo
detectado; ee = Excesso enantiomérico.

Observando o resultado das andlises das reagdes com os aldeidos
2,3 e 5 (rendimentos de 82 a 94%) o biocatalisador mostrou tratar-se
de uma excelente fonte de redutases. Como esperado, de modo geral,
os aldeidos foram mais reativos que as cetonas. Entretanto, no caso do
aldeido 4 (cinamaldeido), um composto carbonilico o,B-insaturado,
embora tenha sido obtido um baixo rendimento (9%) na produgdo
do dlcool 4a, vale ressaltar a quimiosseletividade observada com
redu¢@o apenas no grupo carbonilico. Foi registrada na literatura a
ocorréncia de produtos resultantes de 4 ndo somente na carbonila,
mas apenas na ligacdo dupla, como também em ambos 0s grupos
simultaneamente.!>15:1820

A reagdo com as cetonas aromadticas 6 e 7 produziu os respectivos
dlcoois quirais 6a (10%) e 7a (1%), com excessos enantioméricos
de 69% e 41%, respectivamente, determinados por CLAE, para os
dlcoois de configuragdo S de acordo a regra de Prelog.?

As reagdes enzimdticas foram estendidas para as cetonas alifticas
8-15 (Esquema 1). Rendimentos moderados a baixos foram obser-
vados para a redugdo das cetonas 8 (43%), 9 (29%) e 10 (4%); as
cetonas ciclicas 11 (3%), 12 (17%) e 13 (2%) também foram pouco
reativas apresentando baixos rendimentos, enquanto para a cetona
14 nio foi observado nenhum produto de reacdo. Os valores do ee
dos dlcoois 8a, 9a e 10a foram determinados por andlise (CG-DIC)
de seus derivados acetilados com 31%, 46% e 9%, respectivamente,
para os isomeros de configuracdo S. Ja o dlcool 13a apresentou um
ee de 60% para a mesma configuragao.

Finalmente, na reagdo com o substrato 15, portador de dois grupos
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carbonilicos de fungdes diferentes, novamente foi observada reagio
quimiosseletiva com a reducio apenas do grupo ceto (C-3), originando
como tnico produto o dlcool 15, um B-hidroxiéster com excelente
conversao (100%), embora com baixo ee (26 %) do enantidmero de
configuracdo S, determinado por andlise de (CG-DIC) a partir do
seu derivado acetilado.

Algumas consideragdes tedricas puderam ser feitas de modo a
justificar, em parte, os resultados praticos em relagdo a determinados
substratos utilizados. Por exemplo, quando se compara os substratos
1 e 6, € compreensivo o maior rendimento na reagdo com a cetona 1,
visto que, em 6, o grupo MeO, doador de elétrons, torna o carbono
carbonilico menos eletrofilico, 0 mesmo podendo-se dizer em relacio
aos compostos 2 e 3. Na comparagao entre as cetonas alifaticas 8, 9
e 10, o menor rendimento do dlcool 10a (4%) seria justificado pelo
maior impedimento estérico devido ao maior grupo alquil (hexil) em
10. No caso dos substratos 13 e 14, o baixo rendimento na formagao
de 13a poderia ser justificado pelo impedimento espacial do grupo
isopropila, enquanto para 14 o impedimento devido ao grupo metila
e, em adi¢do, a conjugagdo, tornam o carbono carbonilico menos re-
ativo, nio sendo observada a formag@o de nenhum produto reacional.

Reacdes biocataliticas usando células vegetais sdo interpretadas
como sendo produto de enzimas presentes naquela espécie ou da
presenca de fungos que estdo associados a estes. O processo, entre-
tanto, ndo invalida os resultados, levando-se em consideracido que
os mesmos sdo reprodutiveis. Reagdes de biorredugdo sdo relatadas
com vegetais de diferentes plantas do planeta.”

CONCLUSOES

Este estudo fornece informagdes para eventual preparacio de
(S)-1-feniletanol por redugdo da acetofenona (1) usando biocatali-
sador vegetal adequado, com destaque Z. officinale (gengibre). Este
vegetal mostrou-se o mais ativo para a reagdo em questio, além da
capacidade em reduzir diversos outros compostos carbonilicos com
relevante estereosseletividade. Outro aspecto importante do complexo
enzimatico de gengibre € a sua quimiosseletividade expressa nas
reagdes com cinamaldeido (4) e 3-oxobutanoato de etila (15), o que
o torna bastante promissor em reagdes de substincias polifuncionais.
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