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RESUMO 

A sociedade, bem como as indústrias química e farmacêutica modernas, têm 

exigido o desenvolvimento e a implementação de metodologias sintéticas que sejam 

eficientes dos pontos de vista energético, produtivo e ambiental. A fim de atender parte 

desta demanda, propomos neste trabalho o estudo de sistemas enzimáticos em cascata 

que possam ser aplicados na síntese de -hidroxiamidas quirais de interesse econômico. 

A opção pelo uso de catalisadores enzimáticos atende ao princípio da química verde que 

recomenda o desenvolvimento de reações em condições catalíticas em detrimento às 

reações em condições estequiométricas, sempre que possível. Algumas vantagens 

competitivas são inerentes ao uso de biocatalisadores como o fato de serem originários 

de fontes renováveis de matéria-prima, serem biodegradáveis, requererem condições 

reacionais brandas, além de utilizarem solventes não tóxicos como os sistemas aquosos 

tamponados. Como os biocatalisadores são potencialmente regio-, quimio- e 

enantiosseletivos, o número de etapas reacionais é reduzido por não requerer etapas de 

proteção/desproteção de grupos funcionais. Aliado às estas vantagens, o uso de 

sistemas multienzimáticos em cascata ainda propicia menor geração de resíduos, uma 

vez que dispensa o isolamento e purificação dos intermediários sintéticos. Um trabalho 

anterior desenvolvido em nosso grupo de pesquisa estudou sistemas em cascata 

sequencial e simultânea para a síntese das -hidroxiamidas quirais a partir da 

benzoilacetonitrila, tendo resultados bastante promissores utilizando as enzimas nitrilas 

hidratases e cetorredutases como catalisadores. Buscando avaliar o escopo de 

substratos para as cascatas desenvolvidas, o presente trabalho trata da avaliação das 

influências estereoeletrônicas de grupos doadores e retiradores de elétrons ligados nas 

posições orto, meta e para do anel aromático da benzoilacetonitrila sobre a atividade das 

enzimas envolvidas nas cascatas desenvolvidas anteriormente. Através das reações em 

cascata apresentadas neste trabalho, foi possível observar a supressão da atividade da 

cetorredutase frente à substratos orto e meta substituídos, sugerindo impedimentos 

estéricos, observados também para as nitrilas hidratases avaliadas. Assim, os substratos 

para-substituídos foram submetidos às reações em cascata, onde as -hidroxiamidas 

para-substituídas foram obtidas com conversões acima de 87%.  

Palavras-chave: biocatálise; reação em cascata; -hidroxiamidas; NHase; KRED. 



 

 

ABSTRACT 

Society, as well as the modern chemical and pharmaceutical industries, have 

demanded the development and implementation of synthetic methodologies that are 

efficient from an energy, production and environmental point of view. In order to meet part 

of this demand, we propose in this work the study of cascade enzyme systems that can 

be applied in the synthesis of chiral -hydroxyamides of economic interest. The option to 

use enzymatic catalysts meets the principle of green chemistry, which recommends the 

development of reactions under catalytic conditions instead of reactions under 

stoichiometric conditions, whenever possible. Some competitive advantages are inherent 

to the use of biocatalysts, for example, these catalysts originate from renewable sources 

of raw material, are biodegradable, require mild reaction conditions in terms of pH, 

temperature and pressure, in addition to using non-toxic solvents such as buffered 

aqueous systems. As biocatalysts are potentially regiochemo- and enantioselective, the 

number of reaction steps is reduced as they do not require functional group 

protection/deprotection steps. Allied to these advantages, the use of cascaded 

multienzymatic systems also provides less waste generation, as it does not require the 

isolation and purification of synthetic intermediates. Previous work developed in our 

research group studied sequential and simultaneous cascade systems for the synthesis 

of chiral -hydroxyamides from benzoylacetonitrile, with very promising results using the 

enzymes nitrile hydratase and ketoreductase as catalysts. Seeking to evaluate the scope 

of substrates for the developed cascades, the present work deals with the evaluation of 

the stereoelectronic influences of electron donor and withdrawn groups linked in the ortho, 

meta and para positions of the benzoylacetonirile substrate's aromatic ring, on the activity 

of enzymes involved in the developed cascades previously. Through the cascade 

reactions presented in this work, it was possible to observe the suppression of 

ketoreductase activity agains ortho and meta substituted substrates, suggesting steric 

impediments, also observed for the evaluetade nitrile hydratases. Thus, the para-

substituted substrates were subjected to cascade reactions, where the para-substituted 

-hydroxyamides were obtained with consersions abose 87%.  

Keywords: biocatalysis; cascade reaction; -hydroxyamides; NHase; KRED.  
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1 INTRODUÇÃO 

1.1   Aspectos Gerais 

 A obtenção de -hidroxiamidas quirais tem sido de grande interesse para a 

indústria química, visto que a relativa facilidade de transformação de seus grupos 

funcionais torna possível a síntese de diversos materiais economicamente atrativos, 

como polímeros (SANZ SHARLEY; WILLIAMS, 2017; SATHE et al., 2018) e heterociclos 

(GONZÁLEZ-FERNÁNDEZ et al., 2016). Dentre as aplicações, estes compostos contam 

ainda com interesse especial da indústria farmacêutica, onde são considerados blocos 

construtores viabilizando a síntese de fármacos amplamente utilizados como, por 

exemplo, o levamisol (KAMAL et al., 2005), a fluoxetina e análogos (KAMAL; KHANNA; 

RAMU, 2002; SCHRITTWIESER et al., 2009; XU et al., 2013) (Figura 1).  

Figura 1 – Estrutura molecular do Levamisol, Fluoxetina e análogos 

 

 Para este fim, uma das estratégias de obtenção destes compostos dá-se através 

da redução de cetonas pró-quirais e hidratação de nitrilas. Um anel aromático contendo 

diferentes grupos funcionais como substituintes proporciona, ainda, uma maior variedade 

quanto às possibilidades de produtos formados, visando a síntese de compostos já 

conhecidos, ou mesmo novos produtos. Assim, os substratos de interesse no 

desenvolvimento deste trabalho são derivados orto-, meta-, e para- substituídos da 

benzoilacetonitrila (1a–h) (Esquema 1). 

Esquema 1 – Esquema geral para a obtenção das -hidroxiamidas (4a–h)   
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Contudo, a obtenção destes compostos via síntese química possui alguns 

aspectos pouco atrativos do ponto de vista econômico e ambiental. Isto porque, de 

maneira geral, as metodologias já descritas contam, em sua grande maioria, com a 

utilização de condições reacionais drásticas em termos de temperatura, pH e pressão, 

reagentes tóxicos e escassos, associadas a etapas de purificação (GONZÁLEZ-

FERNÁNDEZ et al., 2016; GONZÁLEZ-FERNÁNDEZ; CROCHET; CADIERNO, 2016; 

VARJOSAARI et al., 2018). Além disso, um dos maiores desafios das reações de redução 

de carbonilas pró-quirais à suas respectivas hidroxilas é alcançar uma elevada 

estereosseletividade, em casos que requerem produtos enantiomericamente puros, visto 

que as metodologias mais comuns levam à produtos racêmicos ou com excessos 

enantioméricos moderados (GONZÁLEZ-FERNÁNDEZ et al., 2016; KITANOSONO; XU; 

KOBAYASHI, 2014). Na síntese química de amidas primárias a partir de nitrilas, o desafio 

é a seletividade da reação, uma vez que o respectivo ácido carboxílico pode ser formado 

como subproduto e consequente redução dos rendimentos (ZHAN et al., 2018). Assim, 

além de não garantir resultados plenamente satisfatórios quanto aos produtos, estas 

metodologias ainda demandam de uma elevada utilização de recursos, tornando altos os 

custos envolvidos nos processos e gerando uma grande quantidade de resíduos, ambos 

causando impactos preocupantes ao meio ambiente.  

 Frente a isto, além da constante busca pela redução de custos, a comunidade 

científica tem se mostrado cada vez mais empenhada na otimização de suas 

metodologias visando também a redução dos impactos ambientais causados pelos 

processos químicos, utilizados em larga escala atualmente. Deste modo, em 1998, foram 

postulados pelos pesquisadores John Warner e Paul Anastas os doze princípios da 

química verde, cujos fundamentos incluem a modificação dos processos mais 

tradicionais por métodos que empreguem a utilização de catalisadores, condições 

reacionais mais brandas, compostos oriundos de fontes renováveis, prevenção à geração 

de resíduos, entre outros (ANASTAS; EGHBALI, 2010). 

 Assim, definida como a transformação de um substrato não-natural através de 

etapas catalisadas por células íntegras, enzimas isoladas ou outros catalisadores 

biológicos, a biocatálise tornou-se uma ferramenta atrativa na busca de processos 

sintéticos mais ambientalmente amigáveis (SHELDON; WOODLEY, 2018). Isto porque 
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as enzimas utilizadas costumam funcionar em condições reacionais brandas, como 

temperatura e pressão ambiente, soluções aquosas tamponadas com pH próximo ao 

fisiológico, além da utilização de pouca ou nenhuma quantidade de cossolvente para a 

solubilização do substrato. Além dos requerimentos de condições reacionais brandas, as 

enzimas possuem ainda a vantagem de serem biodegradáveis e oriundas de fontes 

renováveis de matéria-prima, podendo ainda ser regio-, quimio- e enantiosseletivas frente 

a transformação de substratos polifuncionalizados. A junção destes aspectos possibilita 

que sínteses mais elaboradas sejam realizadas com relativa facilidade, já que evita 

etapas de proteção e desproteção comumente necessárias nas sínteses por vias 

químicas, além de prevenir a formação de subprodutos como isômeros ou produtos de 

rearranjos indesejados (JEGANNATHAN; NIELSEN, 2013), como por exemplo a 

transformação de amidas em seus respectivos ácidos carboxílicos ou a redução da 

cetona de forma racêmica na obtenção das -hidroxiamidas alvos deste estudo, 

resultando, portanto, em uma redução significativa de custos e esforços além da 

consequente redução de resíduos gerados no processo.  

Outra ferramenta promissora para o desenvolvimento de rotas sintéticas mais 

ambientalmente amigáveis para sínteses com múltiplas etapas de transformação são as 

reações em cascata, que consistem em proporcionar condições para que mais de uma 

reação aconteça em um mesmo frasco reacional (SCHRITTWIESER et al., 2018; SPERL; 

SIEBER, 2018). Em células, transformações devem ocorrer de maneira sinérgica para a 

promoção das sínteses ou decomposições necessárias à manutenção do metabolismo 

celular, e inspirando-se nestes sistemas, diversos estudos vêm sendo reportados acerca 

do desenvolvimento de reações artificiais em cascata, possibilitando o acesso a 

compostos de interesse comercial de difícil acesso, podendo ser eles até mesmo 

instáveis ou tóxicos (CASTILHO; MILAGRE; MILAGRE, 2021; RICCA; BRUCHER; 

SCHRITTWIESER, 2011) . Apesar do desafio de um sistema reacional unificado, onde 

todos os componentes devem ser compatíveis entre si, a utilização de sistemas 

reacionais em cascata demonstra ser uma ferramenta bastante vantajosa na busca por 

processos mais verdes, pois a junção das etapas reacionais evita a extração e purificação 

dos intermediários sintéticos. Assim, além da prevenção à diminuição dos rendimentos 

devido às perdas nos processos de isolamento dos mesmos, há uma redução 
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significativa na geração de resíduos e custos relacionados ao seu tratamento e, 

consequentemente, o consumo de recursos como solventes, energia, espaço e tempo. 

A exemplo disto, recentemente Chuaboon e colaboradores (2019) desenvolveram 

um elegante sistema multienzimático em cascata para síntese de L-ribulose a partir da 

L-arabinose (Esquema 2), utilizando quatro enzimas, onde o produto foi obtido com cerca 

de 80% de rendimento em aproximadamente 7 horas reacionais, contornando os 

problemas de operação e custo reportados anteriormente para a síntese deste produto 

em metodologias mais usuais, inclusive as que dispunham de enzimas em etapas 

isoladas (CHUABOON et al., 2019). 

Esquema 2 – Representação geral da cascata multienzimática para a síntese da L-

ribulose 

 

Fonte: Adaptado de (CASTILHO; MILAGRE; MILAGRE, 2021) 

As reações em cascata podem ser classificadas por vários parâmetros, indo desde 

o número de etapas, tipos de reações envolvidas, até o número e tipos de catalisadores 

utilizados (CASTILHO; MILAGRE; MILAGRE, 2021). No presente trabalho foram 

empregadas duas enzimas, nitrila hidratase (NHase) e cetorredutase (KRED) como 

catalisadores em duas diferentes configurações de cascata, objetivando avaliar o efeito 

da cronologia frente às reações de interesse. Para isto, avaliou-se um sistema em 

cascata simultânea, isto é, quando as duas enzimas são adicionadas ao frasco reacional 

ao mesmo tempo (Figura 2a), além de uma cascata sequencial, quando a segunda 

enzima é adicionada ao frasco reacional somente após a completude da primeira 

transformação. (Figura 2b).   
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Figura 2 – Esquema geral para uma cascata (a) simultânea e (b) sequencial 

Fonte: Adaptado de (CASTILHO; MILAGRE; MILAGRE, 2021). 

 Abordagens envolvendo processos catalíticos em cascatas e/ou enzimáticos já 

vem sendo objeto de estudo inclusive para a síntese de -hidroxiamidas. Como um 

exemplo disto, em uma estratégia recente, González-Fernándes e colaboradores (2016) 

conseguiram realizar a síntese tandem de -hidroxiamidas em meio aquoso utilizando 

um catalisador metálico à base de rutênio combinado com formiato de sódio (Esquema 

3). Contudo, apesar do aspecto promissor quanto aos bons rendimentos (>70%) e sem 

utilização de solventes orgânicos, a metodologia conta com a necessidade de um sistema 

reacional sob atmosfera inerte, temperaturas elevadas, além de uma grande quantidade 

de formiato de sódio e do alto custo dos compostos de rutênio (GONZÁLEZ-

FERNÁNDEZ; CROCHET; CADIERNO, 2016).  

Esquema 3 – Síntese de -hidroxiamidas catalisada por complexo de rutênio  

 

Fonte: Adaptado de (GONZÁLEZ-FERNÁNDEZ; CROCHET; CADIERNO, 2016). 

Uma segunda estratégia publicada recentemente demonstra a utilização de um 

catalisador metálico juntamente com uma enzima para a obtenção das -hidroxiamidas. 
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Liardo e colaboradores (2018) conseguiram, através da utilização de um complexo de 

rutênio e variando diferentes cetorredutases (KRED), sintetizar diferentes -

hidroxiamidas com conversões a partir de 74% e com ee >99% (Esquema 4). Estes 

compostos foram obtidos em meio tamponado e por meio de uma cascata simultânea. 

Contudo, para um bom desempenho do catalisador metálico foi necessário que o sistema 

atuasse sob a temperatura de 60 ºC (LIARDO et al., 2018a). Assim, novamente o custo 

elevado deste tipo de catalisador, somado a necessidade de temperaturas relativamente 

elevadas, além de promover um maior gasto energético pode ocasionar a desnaturação 

da estrutura enzimática dependendo da estabilidade térmica da enzima em questão.  

Esquema 4 – Síntese de -hidroxiamidas por via quimioenzimática  

 

Fonte: Adaptado de (LIARDO et al.; 2018). 

 

1.2   Resultados anteriores 

Diante da busca pelo aprimoramento dos processos para obtenção destes 

compostos, recentemente em nosso grupo desenvolveu-se um trabalho cujo objetivo foi 

avaliar a utilização de cascatas enzimáticas sequenciais e simultâneas envolvendo 

transformações no substrato benzoilacetonitrila, cuja estrutura não possui substituintes 

ligados ao anel aromático, empregando para isto as enzimas nitrilas hidratases (NHases), 

cetorredutase (KRED) e -transaminases (-TA). No trabalho em questão, foram 

realizadas triagens de atividades enzimáticas frente ao substrato benzoilacetonitrila, 

entre elas a avaliação de 13 diferentes NHases, além de 3 diferentes KRED isoladas, 

para posterior desenvolvimento de reações em cascatas simultâneas e sequenciais. 

Resultados bastante positivos foram obtidos para ambos os sistemas em cascata 

utilizando NHases e KRED, nos quais obtiveram-se elevadas conversões e excessos 

enantioméricos para o produto de interesse (Esquema 5). 
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Esquema 5 – Reações em cascata sequencial e simultânea para a obtenção da -

hidroxinitrila de interesse 

 

Fonte: Adaptado de (TORDATO, E. A.; 2018). 

Entretanto, ainda não se tem o conhecimento acerca do comportamento 

enzimático observado frente a substratos análogos substituídos no anel aromático e, nos 

casos promissores, como será a influência destes grupos substituintes quanto ao 

andamento da reação. Assim, o presente trabalho segue em continuidade ao estudo 

anterior, na intenção de avaliar os efeitos estereoeletrônicos de substituintes doadores e 

retiradores de elétrons nas posições orto, meta e para do anel aromático em relação à 

cetonitrila, sendo também o primeiro estudo a ser reportado envolvendo a utilização de 

KRED e NHase em sistemas reacionais em cascata para a obtenção de -hidroxiamidas 

(Esquema 1). 
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1.3 Sobre as Enzimas 

1.3.1 Nitrila Hidratase (NHase) 

Classificada pela União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular (IUBMB, 

do inglês International Union of Biochemistry and Molecular Biology) como EC 4.2.1.84, 

a Nitrila Hidratase, cuja presença foi identificada pela primeira vez em 1980, em 

Rhodococcus rhodochrous J1 (ASANO; TANI; YAMADA, 1980), é uma importante 

enzima para a indústria química. Sua atividade, responsável por promover a reação de 

hidratação de uma nitrila em sua amida correspondente (Esquema 6), sem ocasionar a 

formação do seu respectivo ácido carboxílico, despertou o interesse em sua utilização 

para a síntese de compostos de interesse comercial. Neste sentido, as NHases tornaram-

se uma importante ferramenta para a indústria na produção em larga escala de produtos 

como a acrilamida e nicotinamida (ASANO et al., 1982; MATHEW et al., 1988; PRASAD; 

SHARMA; BHALLA, 2005). 

Esquema 6 – Hidratação de nitrilas para a obtenção de amidas através da enzima NHase 

 

Em termos estruturais, trata-se de uma enzima que contém duas subunidades 

heterólogas  e , que normalmente são observadas com massas moleculares similares 

e equimolares, podendo variar dependendo de sua fonte (CHENG; XIA; ZHOU, 2020). É 

também uma metaloenzima, contendo como outra variável de sua origem a presença em 

sua estrutura de um grupo ferro não-heme (Fe3+) ou cobalto não-corrinóide (Co3+) no 

centro catalítico (Figura 3), contando com algumas exceções como a NHase de 

Rhodococcus jostii, que possui três íons (Co, Cu e Zn) em seu sítio ativo, enquanto outros 

exemplos podem conter íons manganês, por exemplo (OKAMOTO; ELTIS, 2007). Tendo 

como função auxiliar a hidratação das nitrilas, além de poder auxiliar no dobramento da 

enzima (CHENG; XIA; ZHOU, 2020), a identificação do centro metálico de uma NHase é 

uma característica importante também por ser responsável por definir se a enzima será 

ou não suscetível à fotoativação, visto que este é um fenômeno observado somente para 
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as NHases do tipo ferro. Isto ocorre porque o complexo não-heme promove a fotoativação 

através de uma alteração conformacional na subunidade , o que faz com que a molécula 

de óxido nítrico presente na forma endógena seja liberada a partir do centro metálico 

não-heme, tornando a enzima ativada ao ligar-se agora a uma molécula de água ou íon 

hidróxido, de acordo com o pH do meio (KAYANUMA et al., 2016; SUPREETHA et al., 

2019) 

Figura 3 – Representação estrutural de uma NHase ferro-dependente 

Fonte: Protein Data Bank (PDB) – Nitrosylated Fe-type nitrile hydratase – 2ZPB 

O sítio ativo das NHases, sejam elas dependentes de ferro ou cobalto, é 

constituído por quatro resíduos de aminoácidos conservados pertencentes à subunidade 

, sendo eles três cisteínas e uma serina, que desempenham o papel de coordenar-se 

ao centro metálico, de forma que os átomos de enxofre de dois resíduos de cisteína 

ligam-se ao metal equatorialmente, enquanto o terceiro liga-se na direção axial (YANO; 

OZAWA; MASUDA, 2008). Pode-se observar também um resíduo de tirosina na região 

de ligação do substrato e, proveniente da subunidade  os resíduos de Arg56 e Arg141, 

fornecendo estabilidade ao sítio ativo por meio de ligações de hidrogênio (SUPREETHA 

et al., 2019). 

O mecanismo catalítico das NHases (Esquema 7) ainda não foi completamente 

elucidado e, diante disto, diversas propostas mecanísticas foram reportadas, incluindo 
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três hipóteses mais convencionais (CHENG; XIA; ZHOU, 2020). Dentre estas, as 

propostas mais recentes sugerem que a primeira etapa do mecanismo se dá através da 

aproximação do substrato ao centro metálico do sítio ativo, cuja ligação ocorre a partir do 

nitrogênio nitrílico, substituindo assim a molécula de água ou hidróxido anteriormente 

ligados ao íon metálico (HOPMANN; GUO; HIMO, 2007). Diante disto, o carbono nitrílico 

sofre um ataque para dar origem ao intermediário cíclico, sendo propostos por diferentes 

autores três possibilidades de aminoácidos conservados para exercer o papel de 

nucleófilo, sendo Tyr72, Ser e Cys-SOH (HOPMANN; HIMO, 2008; MITRA; HOLZ, 

2007; YAMANAKA et al., 2015).  

A partir destas hipóteses, Shigeta e colaboradores (2015) desenvolveram um 

estudo buscando avaliar as etapas iniciais deste mecanismo, e os resultados obtidos não 

só suportaram a teoria de Hopmann (2008) de que a transformação se inicia com a 

formação do intermediário cíclico, como também determinaram que o ataque nucleofílico 

ao substrato é realizado pelo resíduo de aminoácido Cys114-SO- (KAYANUMA et al., 

2016). Este resultado vai, ainda, de encontro com um interessante estudo publicado 

posteriormente por Nelp e colaboradores (2016), em que um isótopo do oxigênio (18O) 

foi utilizado como marcador no monitoramento de uma transformação promovida pela 

NHase, que concluiu que o oxigênio incorporado à nitrila do substrato para dar origem à 

amida provém da proteína (NELP et al., 2016). 

Posteriormente, foi reportada ainda por Shigeta e colaboradores (2016) uma 

análise das etapas seguintes desta transformação, desta vez divergindo da proposta de 

Hopmann (2008) que ilustra a formação de um segundo intermediário dissulfeto, 

sugerindo a formação do intermediário ácido imídico através do ataque direto da 

molécula de água ao enxofre da Cys114 (KAYANUMA et al., 2016). Assim, após a 

abstração do segundo próton pelo nitrogênio do substrato, o produto é liberado, e o sítio 

ativo da enzima é restaurado para a disposição de um novo ciclo catalítico (PREJANÒ et 

al., 2017). 
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Esquema 7 – Uma das propostas mecanísticas para a hidratação de uma nitrila 

promovida pela enzima NHase 

 

Fonte: Adaptado de (CHENG; XIA; ZHOU, 2020) 

 

1.3.2 Cetorredutase (KRED) 

 Também conhecida como álcool desidrogenase (ADH) ou carbonil redutase (CR), 

a cetorredutase (KRED) (Figura 4) é uma enzima pertencente à classe das 

oxidorredutases (EC 1.1.1.1), responsável por catalisar a reação de redução da carbonila 

de aldeídos e de cetonas, formando álcool primário e secundário, respectivamente 

(Esquema 8). Para possibilitar esta transformação, contudo, as cetorredutases são 

dependentes dos cofatores NAD(P)H, (fosfato de dinucleotídeo de nicotinamida e 

adenina) ou FADH (dinucleotídeo de flavina e adenina), podendo também utilizar a forma 

oxidada dos cofatores para catalisar as reações inversas, promovendo a formação de 

aldeídos e cetonas a partir dos respectivos álcoois (HOLLMANN; ARENDS; HOLTMANN, 

2011). Sua utilização é considerada atrativa devido à sua regio- e enantiosseletividade, 
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cujos resultados normalmente superam os obtidos através de catalisadores químicos 

(ZEROR et al., 2010). 

Esquema 8 – Reação geral para a redução de carbonilas por KRED 

 

 

Figura 4 – Representação estrutural de uma cetorredutase 

 

Fonte: Protein Data Bank (PDB) – Crystal stcucture of ketoreductase from Lactobacillus 

kefir – 4RF4 

Apesar de constituírem uma superfamília com componentes que apresentam 

baixa identidade em sua estrutura primária, existem regiões conservadas entre elas, 

como uma região envolvida por duas ou três -hélices de cada lado, onde se liga ao 

cofator (HANUKOGLU, 2015).  
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Seu mecanismo (Esquema 9) é dado através de uma transferência reversível de 

hidreto para o carbono carbonílico do substrato a partir do cofator, que se oxida a 

NAD+/NADP+. Em mecanismos de KRED dependentes de um íon metálico, o processo 

se inicia quando o íon (neste caso, Zn2+) se complexa ao oxigênio carbonílico, fazendo 

com que este fique com uma densidade eletrônica positiva, tornando o carbono 

carbonílico mais eletrofílico. Assim, este carbono torna-se mais suscetível a um ataque 

nucleofílico promovido pelo hidreto do cofator. Frente a isto, o par de elétrons não-

ligantes presentes no nitrogênio do cofator é deslocado a fim de manter a aromaticidade 

do anel, possibilitando a transferência do hidreto para o substrato, resultando no 

respectivo alcóxido, sendo, desta forma, a etapa enantiosseletiva da transformação, na 

qual a determinação da configuração do centro estereogênico formado é dada pelo 

impedimento estérico dos resíduos de aminoácidos presentes no sítio ativo. Por fim, uma 

molécula de água complexada ao metal realiza a protonação do alcóxido, dando origem 

ao produto hidroxilado, que é liberado do sítio ativo encerrando o ciclo catalítico 

(HOLLMANN; ARENDS; HOLTMANN, 2011). 

Esquema 9 – Mecanismo da redução da carbonila promovida por uma KRED 

 

Fonte: Adaptado de (HOLLMANN; ARENDS; HOLTMANN, 2011) 
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 É válido ressaltar aqui a reversibilidade deste mecanismo como um todo, 

possibilitando, como mencionado anteriormente, a obtenção de aldeídos ou cetonas 

partindo do respectivo álcool quando utilizado o cofator em sua forma oxidada.  
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5 CONCLUSÕES 
Inicialmente, foram sintetizados os respectivos padrões para cada produto de 

interesse, que foram caracterizados e comparados com os produtos obtidos via síntese 

enzimática, constatando a eficácia da ação dos biocatalisadores para a obtenção 

destes compostos, de forma eficiente e sustentável.  

Para as sínteses dos intermediários -hidroxinitrilas, promovidas pela KRED, foi 

possível observar uma influência bastante pronunciada de efeitos estéricos, visto que 

os produtos para-substituídos, 3f-h, foram obtidos com conversão acima de >99%, 

enquanto os produtos orto− e meta−substituídos demonstraram baixa ou nenhuma 

conversão frente a esta enzima.  

Quanto à avaliação das NHases na síntese dos intermediários -cetoamidas, 

observou-se também a influência de efeitos estéricos para ambas as NHases, visto que 

os produtos obtidos com conversões reduzidas possuem substituintes orto-localizados, 

sugerindo que esta posição é mais estericamente impedida que as posições meta e 

para. Com exceção a estes casos, observou-se uma elevada conversão para o produto 

2c, que apesar de possuir um grupo metoxila localizado em posição orto no anel 

aromático, foi obtido com conversão >99% para a NHase E0257, comportamento este 

que pode supor a formação de ligações de hidrogênio entre o átomo de oxigênio da 

metoxila com os resíduos de aminoácidos presentes no sítio ativo desta enzima, o que 

estabilizaria o complexo enzima-substrato, favorecendo a conversão. De modo oposto, 

o produto 2g, que possui um átomo de bromo em posição para foi obtido com

conversão de 36% utilizando a NHase 016, sugerindo um sítio ativo menos espaçoso

para a acomodação de substratos substituídos também nesta posição, além da posição

orto, em comparação à NHase E0257.

De modo geral, os resultados obtidos evidenciaram que ambas as NHases 

avaliadas neste estudo são opções válidas para o desenvolvimento de cascatas 

sequenciais para os substratos 1f-h. Para as cascatas simultâneas, os produtos 4f e 4g 

foram obtidos com conversões >99% demonstrando que, conforme o esperado, a

NHase 016 foi uma excelente alternativa para este tipo de sistema.  

Assim, foi possível constatar que os sistemas em cascata desenvolvidos foram 

bastante eficientes para a síntese de β-hidroxiamidas para-substituídas, tratando-se de

uma nova rota elegante e sustentável para a promoção destas transformações, indo de 

encontro aos princípios da química verde.  
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