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RESUMO 
 

A tão almejada meta global de desenvolvimento sustentável pode ser facilitada, no 
âmbito dos processos químicos, pelo uso de biocatalisadores nas reações de sínteses 
orgânicas. O uso de sistemas em cascatas multienzimáticas propicia menor geração 
de resíduos, uma vez que dispensa o isolamento e purificação dos intermediários 
sintéticos, reduzindo, desta forma, o consumo de produtos químicos (especialmente 
solventes), energia, espaço e tempo. As β-hidroxiamidas são intermediários sintéticos 
que podem ser empregados como blocos construtores quirais na síntese de 
ingredientes farmacêuticos ativos, polímeros, heterociclos, etc. Neste trabalho, foram 
realizadas triagens com 3 diferentes classes de enzimas para serem utilizadas nas 
reações em cascata, sendo: 13 nitrila hidratases disponíveis comercialmente, 7 
cetorredutases sendo 4 de células íntegras de microrganismos (Bacillus cereus, 
Lysinibacillus boronitolerans, Saccharomyces cerevisiae e MLH 15) e 3 enzimas 
isoladas disponíveis comercialmente (Horse Liver, Recombinante e Saccharomyces 
cerevisiae) e 9 ω-transaminases sendo 5 expressas heterologamente (Aspergillus 
terreus, Chromobacterium violaceum, Mycobacterium vanbaalenii, Ruegeria pomeroyi 
e Vibrio fluvialis) e 4 enzimas isoladas comerciais (Aspergillus terreus, Aspergillus 
fumigatus, Neosartorya fischeri e Penicillium chrysogenum) com a finalidade de 
investigar a atividade e estereosseletividade dessas enzimas frente aos compostos 
de interesse deste projeto. Nas triagens com nitrila hidratases, 4 enzimas 
apresentaram grande potencial para catalisar a conversão dos substratos 
benzoilacetonitrila, rac-3-hidroxi-3-fenilpropanonitrila e rac-3-amino-3- 
fenilpropanonitrila nas amidas correspondentes com conversões que variaram de 86 
- >99%. Não foi observada estereosseletividade para as enzimas nitrila hidratases. As 
conversões e ee dos microrganismos contendo cetorredutases com o substrato 
benzoilacetonitrila foram de 5 - 26% e 87 - 92%, respectivamente, com formação 
predominante do enantiômero (S). Porém, a enzima cetorredutase isolada e 
recombinante apresentou conversão e ee >99 do enantiômero (S). Também foi 
realizado um ensaio com o microrganismo Bacillus cereus e a cetorredutase 
recombinante frente ao substrato 3-oxo-3-fenilpropanamida e nenhuma conversão foi 
observada. Em relação as ω-transaminases expressas heterologamente e as enzimas 
isoladas nenhuma conversão foi observada frente ao substrato benzoilacetonitrila e 3- 
oxo-3-fenilpropanamida. Entretanto, como algumas enzimas nitrila hidratases haviam 
demonstrado grande potencial para a catálise dos três substratos citados acima e uma 
cetorredutase recombinante também havia apresentado excelente conversão e ee, o 
composto (S)-3-hidroxi-3-fenilpropanamida pôde ser obtido de duas formas diferentes 
de reações em cascata a partir da reação de redução/hidratação do substrato 
benzoilacetonitrila. Na abordagem de reações em cascatas multienzimáticas 
simultânea a conversão foi de 83% e ee >99% e na abordagem de reações em 
cascatas multienzimáticas sequencial a conversão foi de >99% e ee >99% em 
condições ambientalmente amigáveis de reação e eliminando etapas de extração e 
purificação do intermediário. Portanto, essas metodologias mostraram-se promissoras 
para o desenvolvimento de um processo sustentável visando a obtenção de 
compostos versáteis com elevada pureza enantiomérica. 

Palavras-chave: reações em cascata, β-hidroxiamida, estereosseletividade 



 

ABSTRACT 

The long-awaited global goal of sustainable development can be facilitated, in the 
context of chemical processes, by the use of biocatalysts in the organic synthesis 
reactions. The use of multi-enzymatic cascade systems results in less waste 
generation, since it eliminates the isolation and purification of synthetic intermediates, 
reducing the consumption of chemicals (especially solvents), energy, space and time. 
β-hydroxyamides are synthetic intermediates which can be employed as chiral building 
blocks in the synthesis of active pharmaceutical ingredients, polymers, heterocycles, 
etc. In this work, three different classes of enzymes were used for the cascade 
reactions: 13 nitriles hydratases commercially available, 7 keto reductases being 4 
whole cells of microorganisms (Bacillus cereus, Lysinibacillus boronitolerans, 
Saccharomyces cerevisiae and MLH 15) and 3 isolated commercially available 
enzymes (Horse Liver, Recombinant and Saccharomyces cerevisiae) and 9 ω- 
transaminases, being 5 heterologously expressed (Aspergillus terreus, 
Chromobacterium violaceum, Mycobacterium vanbaalenii, Ruegeria pomeroyi and 
Vibrio fluvialis) and 4 commercially isolated enzymes (Aspergillus terreus, Aspergillus 
fumigatus, Neosartorya fischeri and Penicillium chrysogenum) with the purpose of 
investigating the activity and stereoselectivity of these enzymes with the substrates of 
interest of this project. In the screening of nitrile hydratase, 4 enzymes showed great 
potential to catalyze the conversion of the benzoylacetonitrile, rac-3-hydroxy-3- 
phenylpropanenitrile and rac-3-amino-3-phenylpropanenitrile substrates into the 
corresponding amides with conversions ranging from 86 -> 99 %. No stereoselectivity 
was observed with these enzymes. Conversions and ee of the whole cells biocatalysts 
containing keto reductases with benzoylacetonitrile were 5 - 26% and 87-92%, 
respectively, with predominant (S)-enantiomer formation. However, an isolated and 
recombinant keto reductase enzyme showed conversion and ee >99% of the (S)- 
enantiomer. An assay was also performed with Bacillus cereus and the recombinant 
keto reductase with 3-oxo-3-phenylpropanamide substrate and no conversion was 
observed. In relation to the heterologously expressed ω-transaminases and the 
isolated enzymes no conversion was observed with benzoylacetonitrile and 3-oxo-3- 
phenylpropanamide substrates. However, since some nitrile hydrates enzymes 
presented great potential for the catalysis with the three substrates mentioned above 
and a recombinant keto reductase afforded excellent conversion and ee, the building 
block (S)-3-hydroxy-3-phenylpropanamide compound could be obtained in two 
different approaches of cascade reactions from the reduction/hydration reaction of the 
benzoylacetonitrile substrate. In the simultaneous multi-enzymatic cascade reaction 
approach, conversion was 83% and ee> 99% and in the sequential multi-enzymatic 
cascade reaction approach, conversion and ee was >99% in both steps, under 
environmentally friendly reaction conditions and without step of extraction and isolation 
of the intermediate. Therefore, these methodologies are promising for the development 
of a more sustainable process toward the synthesis of versatile compounds with high 
enantiomeric purity. 

Key words: cascade reactions, β-hydroxyamide, stereoselectivity 
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IPA – Isopropyl alcohol (Álcool isopropílico) 

IUBMB   -   International   Union   of   Biochemistry   and  Molecular  Biology (União 
Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular 

IV - Infravermelho 

J - Constante de acoplamento 

KRED - Ketoreductases (Cetorredutases) 

m/z - razão massa carga 

NADH - Dinucleotídeo de nicotinamida e adenina 

NB - Nutrient Broth (Meio Nutriente) 

NHases - Nitrila Hidratases 

PLP - Piridoxal-5-fosfato 

PMP - Piridoxamina-5-fosfato 

ppm - partes por milhão 

q.s.p. - quantidade suficiente para 

RMN de 1H - Ressonância magnética nuclear de hidrogênio 

RMN de 13C - Ressonância magnética nuclear de carbono 

rpm – rotação por minuto 

t.a. - temperatura ambiente 



 

TMS - Tetrametilsilano 

ω-TA - ω-transaminase 
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1. INTRODUÇÃO 
A benzoilacetonitrila (1) é um substrato pró-quiral versátil devido às 

possibilidades de interconversão de seus grupos funcionais. Dessa forma, sua 

estrutura molecular pode ser transformada em diversos blocos construtores com 

variadas combinações de funcionalizações (Esquema 1). Sendo assim, apresenta 

uma gama de aplicações, como, por exemplo, na síntese dos fármacos fluoxetina e 

análogos1-7 e levamisol8, além de também poderem ser utilizados como precursores 

na síntese de compostos de maior complexidade estrutural tais como, β- 

aminoálcoois9-14, heterociclos15;16, polímeros17-20, etc. 

 
 

Esquema 1: Possíveis transformações do substrato 1 catalisadas por NHases, KRED 
e ω-TA 

 

 
 

Fonte: Autor, 2018 
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A título de exemplo, o bloco construtor 3-hidroxi-3-fenilpropanonitrila (3) (Esquema 2) 

pode ser utilizado como intermediário sintético na produção da fluoxetina e 

análogos.8,21 

Entretanto, os procedimentos típicos de redução assimétrica de cetonas pró- 

quirais para a síntese de álcoois e formação de aminas primárias e a hidratação de 

nitrilas para a obtenção de amidas primárias apresentam características pouco 

atrativas do ponto de vista sustentável4-6, 15;16, 22-29, como, por exemplo, reação sob 

alta pressão, uso de catalisadores metálicos (recursos não-renováveis), atmosfera 
inerte, etapa de purificação, geralmente excesso enantiomérico (ee) <99% e 

possibilidade de contaminação do fármaco com traços de metais pesados.30;31 

 
Esquema 2: Síntese da fluoxetina e análogos utilizando o bloco construtor 3 

 

Fonte: Adaptado de (HAMMOND, et al, 2007)21 

 
 

Sendo assim, grandes esforços vêm sendo realizados para a obtenção dessa 

classe de compostos. Xie e colaboradores23 obtiveram o composto (S)-3-hidroxi-3- 

fenilpropanamida (S)-4 por meio de hidrogenação assimétrica do precursor 3-oxo-3- 

fenilpropanamida (2) utilizando irídio como catalisador sob pressão de 15 atm e 

atmosfera inerte com 20 horas reacionais e ee 98%. Wessjohann e colaboradores26 

sintetizaram o composto 4 em sua forma racêmica via reação de Reformatsky 

catalisada por cromo sob atmosfera inerte. González-Fernández e colaboradores15;16 

obtiveram o composto 4 utilizando o substrato 1 em um processo one-pot com 

condições reacionais mais brandas, porém, em sua forma racêmica. Kitanosono e 
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colaboradores29 sintetizaram o composto 3 e 4 utilizando sais de cobre e reações de 
adição com boro com ee 81%. β-ceto amidas como o composto 2, são muito difíceis 

de serem obtidas ou não são acessíveis pelos métodos convencionais16,32, além disso, 

a grande maioria das metodologias sintéticas para a formação de amidas, são 

apropriadas para a obtenção de amidas secundárias e terciárias.33 

Embora a síntese orgânica tenha atingido um elevado grau de desenvolvimento 

nas últimas décadas, os processos químicos convencionais ainda necessitam de 

grandes melhorias, principalmente tratando-se dos termos ecológicos e ambientais.34 

Diante dessa questão de sustentabilidade, torna-se cada vez mais relevante explorar 

o potencial celular ou até mesmo mimetizar a forma em que as reações ocorrem no 

interior das células, pois as células são as fábricas químicas mais eficientes 

conhecidas35 onde as reações ocorrem em cascatas catalisadas por enzimas. 

A biocatálise pode ser definida como a transformação química de um substrato 

não-natural em um número limitado de etapas catalisada por células íntegras ou 

enzimas isoladas.36 O que a torna tão atrativa do ponto de vista sintético e ambiental 

são as condições brandas de reação em que a catálise pode ocorrer. Na grande 

maioria das vezes, a catálise ocorre sob pressão e temperatura ambiente, solução 

aquosa tamponada com pH próximo ao fisiológico e utiliza pequeno ou nenhum 

volume de cossolvente, para auxiliar na solubilização do substrato.37;38 Além disso, as 

enzimas são matérias-primas oriundas de fontes renováveis, biodegradáveis e 

potencialmente regio-, quimio- e enantiosseletivas na biotransformação de 

substâncias polifuncionalizadas.37;38 Dessa forma, evitam-se etapas de proteção e 

desproteção requeridas pela síntese tradicional e formação de subprodutos 

provenientes de processos de isomerização e rearranjos.37;38 Portanto, há 

considerável redução na geração de resíduos e consumo de energia.39;40 

As reações em cascata são consideradas uma abordagem promissora para a 

síntese sustentável de compostos que requerem mais de uma etapa de reação35,41, 

pois evitam a extração e purificação de intermediários sintéticos. Dessa forma, há uma 

redução significativa na geração de resíduos e custos para a indústria42, 

consequentemente, o consumo de produtos químicos (especialmente solventes), 

energia, espaço e tempo é diminuído.34;35 
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As reações em cascata podem ser classificadas de acordo com vários 

parâmetros, como, por exemplo, número de etapas, número de catalisadores, tipos 

de catalisadores, tipos de reações redox, tipos das reações químicas em cada etapa, 

etc.42 Todas essas requerem mais de um catalisador. No entanto, há três tipos de 

reações em cascata que utilizam somente um catalisador, que são: (I) as reações 

dominó em que a reação é iniciada por um catalisador e as etapas subsequentes 

ocorrem espontaneamente, (II) reação sequencial catalisada, como, por exemplo, a 

enzima multifuncional policetídeo sintase, sendo que quando dois ou mais 

catalisadores adicionados em tempos diferentes da reação também é conhecida como 

reação sequencial e (III) reação em cascata em que o substrato tem diferentes 

funcionalizações que podem ser transformadas pelo mesmo catalisador mais de uma 

vez.42 Para maiores discussões, ver referências 34;35;41;43-48 

Neste trabalho, definimos as reações como sendo em cascata simultânea ou 

sequencial. O que as diferem é o momento em que um segundo (bio)catalisador é 

adicionado na reação. Dessa forma, o parâmetro utilizado para classificar esse tipo 

de cascata é o parâmetro cronológico.42 Na Reação em Cascata Simultânea, a adição 

de todos os reagentes e (bio)catalisadores ocorrem no instante inicial da reação. Na 

Reação em Cascata Sequencial o segundo (bio)catalisador é adicionado somente 

quando o primeiro estágio atinge sua completude.35,42 O fato é que, adicionando todos 

os reagentes e (bio)catalisadores no início da reação ou não, ambas abordagens 

apresentam as mesmas vantagens relevantes citadas acima.35 

Portanto, diante do contexto exposto acima, a obtenção desses blocos 

construtores utilizando metodologias sintéticas sustentáveis torna-se de grande 

relevância. Além da economia de recursos naturais e energéticos, apresentam grande 

aplicação como intermediários sintéticos na produção de moléculas com atividades 

biológicas. 

Sabendo que os blocos construtores ácido 3-amino-3-fenilpropanóico49;50 (7) e 

ácido 3-hidroxi-3-fenilpropanóico51 (8) já foram obtidos via reações em cascata 
multienzimáticas utilizando as enzimas ω-TA/nitrilase e KRED/ω-TA, respectivamente, 

partindo do substrato 1, torna-se de grande relevância a síntese estereosseletiva dos 

blocos construtores  3-hidroxi-3-fenilpropanamida  (4) e  3-amino-3-fenilpropanamida 
(5)  utilizando  reações em  cascata  multienzimáticas. Para  isso,  três  enzimas  são 
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Co3+ 

 
 

fundamentais: a enzima NHase, ω-TA e KRED. Na sequência, seguem maiores 

detalhes de cada enzima. 

 
 

1.1. Nitrila Hidratase (NHase) 
A enzima NHase, classificada pela União Internacional de Bioquímica e 

Biologia Molecular (IUMBM) como EC 4.2.1.84, é uma metaloenzima que pode conter 

grupo ferro não-heme (Fe3+) e cobalto não-corrinóide (Co3+) como grupos prostéticos 

no centro catalítico (Figura 1). Estes grupos prostéticos variam com as espécies de 

microrganismos e definem se a enzima sofrerá ou não foto-ativação52. O fenômeno 

da foto-ativação ocorre somente com a enzima NHase do tipo ferro que necessita de 

luz para desempenhar sua atividade catalítica, após ocorrer a quebra da ligação do 

óxido nítrico (NO) com o íon metálico Fe3+ e ser trocado por uma molécula de água 

ou íon hidróxido (dependendo do pH).52 

 
 

Figura 1: Representação estrutural de NHases dependentes de ferro (A) e cobalto (B) 
 
 

B 

Fonte: Protein Data Bank, estruturas 3A8L (Figura A) e 1IRE (Figura B) 
 
 

A enzima NHase é responsável por catalisar a reação de hidratação da nitrila 

na amida correspondente sem a formação de ácido carboxílico, conforme apresentado 

no Esquema 3. 

A 

Fe3+ 
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Esquema 3: Processo biocatalítico para obtenção de amidas a partir de nitrilas 
catalisado por nitrila hidratase (NHase) 

 

Fonte: (MASCHARAK, P. K.; 2013)52 

 
 

Muitos esforços vêm sendo realizados para a elucidação do mecanismo da 

enzima NHase (Esquema 4). Hopmann53 em 2008 mostrou que na primeira etapa da 

catálise ocorre a formação de um intermediário cíclico a partir de um ataque 

nucleofílico do átomo de oxigênio de C-SO- ao substrato coordenado com o metal. Em 

2016, Kayanuma e colaboradores54 concluíram que o aminoácido arginina (βR56), é 

essencial para a formação da ligação dissulfeto devido a formação de uma ligação de 

hidrogênio com o átomo de oxigênio da estrutura cíclica. Dessa forma, desempenha 

papel fundamental na atividade catalítica da enzima. Entretanto, algumas etapas 

ainda são pouco conhecidas, como, por exemplo, a formação do produto amida e a 

regeneração do sítio ativo da enzima.54 

Como dito anteriormente, na primeira etapa do mecanismo (Esquema 4) ocorre 

a formação de um intermediário cíclico via ataque nucleofílico do átomo de oxigênio 

ligado ao aminoácido C-SO- ao substrato coordenado com o metal no sítio ativo. Na 

sequência, ocorre uma transferência de próton entre os resíduos Y72 → S113 → 

substrato, resultando na formação do intermediário cíclico protonado (Intermediário 

2). Esta transferência é facilitada devido ao átomo de nitrogênio do substrato e os 

grupos hidroxilas dos resíduos S113, Y72 e Y37 formarem uma rede de ligações de 

hidrogênio, estabilizando o resíduo Y72 desprotonado. Logo após, ocorre a formação 

da ligação dissulfeto (Intermediário 3) entre a C109 e C114, a partir de um ataque 

nucleofílico do átomo de enxofre ligado ao resíduo C109. Quando o átomo de 

nitrogênio do substrato é protonado, o comprimento da ligação S-O se torna maior e 

da ligação C-O menor, facilitando a dissociação da ligação S-O e a formação da 

ligação S-S.54 
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Formação da 
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Intermediário 3 Intermediário 2 
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Esquema 4: Proposta mecanística para a hidratação da acetonitrila catalisada por 
NHase 

 
 
 
 
 

Ataque 
Nucleofílico 

 

 
 

Intermediário 1  
 

Produto 

 

Fonte: Adaptado de (KAYANUMA et al, 2016)54 
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A aproximação de uma molécula de água junto ao aminoácido C114, leva a 

formação do intermediário 4 e, posteriormente, o átomo de enxofre do aminoácido 

C114 sofre um ataque nucleofílico do oxigênio da molécula de água, resultando na 

formação do ácido imídico (Intermediário 5). A formação da ligação S-O do resíduo 

C114 e a dissociação da ligação S-S entre os resíduos C109 e C114 ocorrem 

simultaneamente. Após a formação do intermediário 5, ocorre a isomerização do 

mesmo para o produto amida. Esta etapa é catalisada pelo ácido sulfênico do resíduo 

C114-SOH que envolve transferência de prótons do oxigênio do ácido imídico para a 

C114-SOH e da C114-SOH para o nitrogênio do ácido imídico. Quando uma nova 

molécula de água se aproxima do sítio ativo, ocorre a dissociação do produto amida 

do íon metálico. A coordenação da molécula de água com o íon metálico se dá em 

três etapas sequenciais de transferência de próton: C114-SOH → molécula de água 

coordenada → S113 → Y72, resultando na restauração da estrutura inicial do sítio 

ativo da NHase.54 

1.2. ω-Transaminases (ω-TA) 
 

As ω-TA pertencem à classe das transferases, classificadas pela União 

Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular como EC 2.6.1.X55 (Figura 2) 

 
Figura 2: Representação estrutural de uma ω –transaminase 

 

 
Fonte: Protein Data Bank (estrutura 4BA5) 

 
 

As ω-transaminases são dependentes de PLP (piridoxal-5-fosfato) como 

cofator e catalisam a aminação redutiva de carbonilas cetônicas ou aldeídicas56;57 

(Esquema 5). 
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Esquema 5: Reação geral para obtenção de aminas primárias a partir de carbonilas 
de cetonas ou aldeídos 

 

 
Fonte: Adaptado de (KOSZELEWSKI, et al, 2010)57 

 
 

A molécula crucial para a reação de aminação redutiva é o cofator PLP 

juntamente com sua forma reduzida PMP. O mecanismo abaixo (Esquema 6) 

exemplifica a reação entre a isopropilamina (doador amino) e a acetofenona (aceptor 

amino). Na ausência do substrato, o PLP encontra-se ligado covalentemente ao 

aminoácido lisina no sítio catalítico, formando uma imina interna (base de Schiff) (A). 

A ligação C=N da imina interna é atacada pelo doador amino, neste caso a 

isopropilamina, formando uma imina entre o doador amino e o PLP. Este ataque é 

facilitado pela molécula de água no sítio ativo e pelo oxigênio fenólico do PLP que 

podem estabilizar o intermediário (B) formado através de ligações de hidrogênio. O 

resíduo da lisina do sítio ativo da enzima abstrai um próton do carbono quaternário 

que se tornou mais ácido devido a carga positiva no nitrogênio (C). A abstração do 

próton da lisina é realizada com o sistema em ressonância pelos elétrons da dupla 

ligação C=C, levando ao intermediário ( D), restabelecendo o sistema aromático. A 

imina é então hidrolisada, liberando o doador amino na forma de cetona e o cofator 

PLP é convertido em PMP (E) que transfere o grupo amino para a acetofenona (F) ao 

passo em que o aminoácido lisina do sítio ativo da enzima abstrai um próton ácido 

adjacente ao átomo de nitrogênio com carga positiva, levando a formação do 

intermediário (G). Novamente, com o sistema em ressonância, os elétrons da ligação 

C=N abstraem próton do aminoácido lisina. Então, o par de elétrons do grupo amino 

do aminoácido lisina do sítio ativo da enzima (H) realiza um ataque nucleofílico no 

átomo de carbono ligado ao nitrogênio que está mais eletrofílico por estar com carga 

positiva, sendo liberado o produto feniletilamina. 
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Esquema 6: Proposta mecanística para a aminação redutiva da carbonila 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 

Fonte: Adaptado de (BERGLUND, P.; HUMBLE, M. S.; BRANNEBY, C.; 2012)58 

 
 

1.3. Cetorredutase (KRED) 
 
 

A cetorredutase (KRED) (Figura 3) pertence à classe das oxidorredutase (EC 

1.1.1.1), também são conhecidas por álcool desidrogenase ou carbonila redutase e 

são dependentes dos cofatores NAD(P)+/NAD(P)H, (fosfato de dinucleotídeo de 

nicotinamida e adenina) ou FAD+/FADH (dinucleotídeo de flavina e adenina). 
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Figura 3: Representação estrutural de uma cetorredutase 
 
 
 

 

Fonte: Protein Data Bank (estrutura 4RF4) 
 
 

Catalisam a reação de redução da carbonila de aldeídos e de cetonas, 

formando álcool primário e secundário, respectivamente, como mostram os Esquemas 

7 e 8. 

 
Esquema 7: Reação geral para obtenção de álcoois a partir de cetonas 

 

Fonte: Adaptado de (BROUSSY; CHELOHA; BERKOWITZ, 2009)59 

 
Na primeira etapa do mecanismo o íon metálico Zn2+ se complexa com o 

oxigênio da carbonila do substrato e o mesmo fica com carga parcial positiva (A). 

Desta forma, o átomo de oxigênio torna-se mais eletrofílico e retira mais densidade 

eletrônica do carbono carbonílico. Sendo assim, a carga parcial positiva no átomo de 

carbono fica ainda maior, tornando mais eletrofílico e, portanto, ficando mais 

suscetível ao ataque nucleofílico do cofator NAD(P)H. Na segunda etapa da reação, 

o par de elétrons não ligantes do nitrogênio presente no cofator NAD(P)H se desloca 

no anel, formando uma ligação dupla para manter a aromaticidade e liberar o hidreto 

que faz um ataque nucleofílico no carbono carbonílico do substrato reduzindo ao 

alcóxido (B). Na última etapa o ânion alcóxido é protonado por uma molécula de água 

complexada ao Zn2+ (C), formando o álcool como produto final da reação. 
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Posteriormente, o cofator NAD(P)H deve ser reciclado para que a catálise 

enantiosseletiva de redução assimétrica da carbonila possa evoluir. 

Esquema 8: Proposta mecanística para a redução carbonila 

A 

Etapa de reciclo do B 
cofator 

C 

Fonte: Adaptado de (HOLLMANN, F.; ARENDS, I. W. C. E.; HOLTMANN.D.; 2011)60
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5. CONCLUSÕES

Uma nova rota sintética sustentável para a obtenção do bloco construtor (S)-4 
foi desenvolvida a partir de um processo de reações em cascata multienzimáticas 

simultânea e sequencial. A enzima KRED recombinante foi utilizada em ambas 

abordagens com a condição de que no processo de reação em cascata simultânea a 

enzima NHase apresente baixa atividade frente ao substrato 1 e alta atividade frente 

ao substrato 3. Neste caso, a enzima NHase utilizada foi a 016. Nesta abordagem, a 

conversão de 1 em (S)-4 foi de 83% A condição para o processo de reação em cascata 

sequencial é que as enzimas sejam adicionadas em tempos diferentes da reação. A 

enzima NHase utilizada foi a E0257. Nesta abordagem de cascata a conversão de 1 
em (S)-4. Foi >99%. Em ambas abordagens o excesso enantiomérico foi >99%. Outro 

detalhe interessante destas metodologias é que o álcool isopropílico foi utilizado como 

cossolvente da reação e regenerador do cofator NADPH da enzima KRED. A 

possibilidade de reciclar o cofator NADPH (custo elevado) com álcool isopropílico 

(baixo custo) ao invés de ter que adicionar uma segunda enzima, neste caso, glicose 

desidrogenase (custo elevado), faz com que a metodologia se torne atrativa 

economicamente. 

Várias NHases apresentaram excelentes conversões e grande potencial para 

serem utilizadas em síntese utilizando condições suaves de reação para a formação 

amidas primárias, dificilmente obtidas pela síntese convencional. 

Não foi possível a obtenção do composto 3-amino-3-fenilpropanamida devido 

aos extratos enzimático e as enzimas de ω-transaminases não catalisarem a reação 

de aminação redutiva da carbonila dos substratos 1 e 2. Porém, diante desses dados, 

surge a possibilidade de uma interessante investigação a respeito da influência da 

nitrila, amida primária e ácido carboxílico na atividade catalítica. 

A levedura S. cerevisiae catalisou a conversão majoritária do substrato 1 na 

formação de produtos alquilados. Os microrganismos contendo cetorredutase 

apresentaram baixas conversões (5 – 26%) e bons excessos enantioméricos (87 – 

92%), do enantiômeros (S)-3. 

Diante dos resultados obtidos, esse trabalho mostrou o grande potencial da 

Biocatálise, especialmente para a grande quantidade de enzimas NHases que 
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catalisaram de forma muito eficiente a reação de formação de amida primária; uma 

importante função orgânica dificilmente obtida pelos métodos tradicionais de síntese. 

Além disso, esse trabalho contribuirá para o aperfeiçoamento e novos 

desenvolvimentos de processos de reações em cascatas multienzimáticas 

estereosseletivas que demonstram grande potencial no meio acadêmico e, portanto, 

promissores para a obtenção de processos industriais mais sustentáveis, seguros e 

eficientes. 
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