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resumo A biotransformação de compostos orgânicos é uma área de estudo que 

 surge como ponto de encontro entre várias vertentes científicas, como a 

 química orgânica e a biotecnologia industrial. O objetivo é fazer uso das 

 capacidades de enzimas e/ou microrganismos para alterar propriedades 

 físico-químicas e biológicas de compostos, constituindo-se como uma 

 ferramenta muito útil em síntese química, farmacêutica e 

 biotecnológica. Além disso, pretendem-se desenvolver rotas sintéticas 

 mais sustentáveis tendo em conta a sua aplicabilidade industrial. A 

 horseradish peroxidase (HRP) é uma enzima relativamente estável 

 capaz de oxidar um vasto conjunto de substratos usando peróxido de 

 hidrogénio como oxidante. Os flavonoides e compostos análogos estão 

 presentes numa vasta gama de plantas e frutos, apresentando efeitos 

 benéficos para a saúde humana devido às suas propriedades 

 antioxidantes e anti-inflamatórias, entre outras. No entanto, alguns 

 derivados apresentam reduzida solubilidade e estabilidade em meio 

 aquoso o que condiciona a sua aplicação em formulações medicinais.  

  

 Nesta dissertação, explorou-se o potencial dos métodos biocatalíticos 

 para biotransformar um conjunto de compostos em produtos 

 interessantes através de “one-step reactions”. Para tal, sintetizaram-se 

 diversos  compostos flavonoides e compostos afins recorrendo a 

 procedimentos clássicos de química orgânica.  Antes de realizar os

 estudos de biotransformação, tentou-se encontrar um equilíbrio entre as 

 condições de atividade da enzima e a solubilidade dos compostos em 

 meio orgânico. As reações catalisadas pela HRP permitiram obter 

 derivados mono-hidroxilados e polímeros dos compostos usados como 

 substratos, concluindo-se que existem posições-chave na estrutura dos 

 compostos para serem transformados por catálise enzimática.        

  

 A evolução das reações foi seguida por tlc e HPLC, enquanto para a 

 identificação dos compostos sintetizados ao longo deste trabalho se 

 recorreu essencialmente à espectroscopia de ressonância magnética 

 nuclear (RMN) e à espetrometria de massa (EM).  
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abstract Biotransformation of organic compounds is a research area that arises 

 as a meeting point between various scientific fields, like organic 

 chemistry and industrial biotechnology. The aim is to make use of the 

 capabilities of enzymes and/or microorganisms to modify 

 physicochemical and biological properties of compounds, which is a 

 useful tool in chemical, pharmaceutical and biotechnological synthesis. 

 Horseradish peroxidase (HRP) is an enzyme fairly stable capable of 

 oxidize a wide range of substrates using hydrogen peroxide as oxidant. 

 Flavonoids and flavonoid-type compound are presented in many plants 

 and fruits, and have beneficial effects in human health due to its 

 antioxidant and anti-inflammatory properties, among others. However 

 some derivatives exhibit low solubility and stability in aqueous media 

 which complicates its applicability in medical formulations.   

 

 In this dissertation, it was explored the potential of biocatalytic methods 

 to transform a set of compounds into interesting products by “one-step” 

 reactions. To achieve this goal, we synthesized a series of flavonoid and 

 flavonoid-type compounds using classical organic chemistry methods. 

 Before biotransformation studies, we tried to find a balance between 

 conditions of enzymatic activity and compounds solubility in organic 

 media. The reactions catalyzed by HRP allowed to obtain 

 monohydroxylated derivatives and polymers of the compounds used as 

 substrates, concluding that there are key positions in compounds 

 structure to be transformed by enzymatic catalysis.   

 

 The course of reactions was followed by tlc and HPLC, whereas the 

 structural elucidation of the synthesized compounds was made 

 mainly with nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) and mass 

 spectrometry (MS).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 



 
 

ABREVIATURAS  

 

ADN Ácido desoxirribonucleico  

aq. Meio aquoso 

ATP Adenosina-trifosfato 

d Dupleto 

Da Dalton 

dd Duplo dupleto 

ddd Duplo dupleto de dupletos 

DMF Dimetilformamida 

DMSO Dimetilsulfóxido 

equiv. Equivalente(s) molar(es) 

EC Enzyme Comission 

HMBC Correlação espectroscópica heteronuclear, bidimensional, a 

 longa distância, em RMN 

HSQC Correlação espectroscópica heteronuclear, bidimensional, em 

 RMN 

HPLC Cromatografia líquida de alta eficiência 

HRP Horseradish peroxidase 

J Constante de acoplamento (em Hz) 

m Multipleto 

MeOH Metanol 

NAD Dinucleótido de nicotinamida-adenina 

RMN de 
13

C Espectroscopia de ressonância magnética nuclear de 

 carbono-13 

RMN de 
1
H Espectroscopia de ressonância magnética nuclear de protão 

s Singuleto 

Temp. Amb. Temperatura ambiente 
IV 



 

td Triplo dupleto 

tlc Cromatografia de camada fina 

TMS Tetrametilsilano 

UV Radiação ultravioleta  

δ Desvio químico em relação ao tetrametilsilano (em ppm)  

Δ Aquecimento  

 

 

 

V 



 
 

ÍNDICE  

Agradecimentos I 

Resumo II 

Abstract III 

Abreviaturas IV 

  

  
Capítulo 1 – Introdução 1 

1.1 Introdução 3 

 1.1.1 Química Orgânica, Química Verde e Biotecnologia Branca 3 

    
1.2 As biotransformações  5 

 1.2.1 Definição e história 5 

 1.2.2 Aplicações industriais 7 

    
1.3 Biocatalisadores 9 

 1.3.1 Fontes enzimáticas 13 

    
1.4 Condições de reações enzimáticas 14 

 1.4.1 Meio de reação 15 

 1.4.2 Temperatura 15 

 1.4.3 pH 16 

    
1.5 Peroxidases 16 

 1.5.1 Horseradish peroxidase (HRP) (EC 1.11.1.7) 17 

  1.5.1.1 Estabilidade da HRP 20 

     
1.6 Flavonoides e compostos do tipo flavonoide 22 

 1.6.1 Calconas 22 

  1.6.1.1 Biotransformação de calconas 24 

 1.6.2 Cromonas 26 

  1.6.2.1 Biotransformação de cromonas simples 27 

  1.6.2.2 Flavonas 27 

   1.6.2.2.1 Biotransformação de flavonas 29 

  1.6.2.3 (E)-2-Estirilcromonas 30 

     
1.7 Referências Bibliográficas 34 

   

   

VI 



 

  

Capítulo 2 – Resultados e Discussão 35 

2.1 Esquematização experimental 37 

   
2.2 Estudo de condições experimentais 38 

 2.2.1 Estudo da estabilidade da HRP em meio orgânico 38 

 2.2.2 Estudo da reação de polimerização do m-cresol 41 

    
2.3 Biotransformação de flavonoides e compostos afins 44 

 2.3.1 Biotransformação da 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1) 44 

 2.3.2 Biotransformação da 4’-metoxiflavona (2) 62 

 2.3.3 Biotransformação da 4’-hidroxiflavona (12) 78 

 2.3.4 Biotransformação da (E)-2-estirilcromona (4) 86 

 2.3.5 Biotransformação da (E)-4’-hidroxi-2-estirilcromona (13) 89 

    
2.4 Caracterização estrutural dos produtos sintetizados 94 

 2.4.1 4’-Metoxiflavanona (7) 94 

 2.4.2 Trans-3-Hidroxi-4’.metoxiflavanona (8) 96 

 2.4.3 3-Hidroxi-4’-metoxiflavona (9) 98 

 2.4.4 6-Hidroxi-4’-metoxiflavona (10) 98 

 2.4.5 8-Hidroxi-4’-metoxiflavona (11) 100 

2.5 Referências Bibliográficas 102 

    
Capítulo 3 - Conclusões e Trabalho Futuro 105 

  
Capítulo 4 - Materiais e Métodos Experimentais 111 

4.1 Reagentes e equipamentos utilizados 113 

   
4.2 Preparação dos compostos de partida 115 

 4.2.1 Síntese da 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1) 115 

 4.2.2 Síntese da 4’-metoxiflavona (2) 117 

 4.2.3 4’-Hidroxiflavona (12) 120 

 4.2.4 Síntese da (E,E)-2’-hidroxicinamilidenoacetofenona (3) 120 

 4.2.5 Síntese da (E)-2-estirilcromona (4) 121 

 4.2.6 (E)-4’-Hidroxi-2-estirilcromona (13) 123 

    
4.3 Estudos de biotransformação 123 

 4.3.1 Preparação de soluções tampão 124 

 4.3.2 Preparação de solução enzimática 125 

  4.3.2.1 Preparação usando forma comercial da enzima 125 

  4.3.2.2 Preparação usando extrato e quantificação da atividade enzimática  125 

VII 



Capítulo 1                                                                                                                                 Introdução 
     

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 1 
-  INTRODUÇÃO  - 



Capítulo 1                                                                                                                                 Introdução 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



Capítulo 1                                                                                                                                 Introdução 
     

    

 

1.1 Introdução 

 

1.1.1 Química Orgânica, Química Verde e Biotecnologia Branca  

 

“As the proteins are involved in all chemical processes in living organisms in one way or another, one 

can expect to obtain very important information regarding biological chemistry from the resolution of 

their structures and their metamorphoses. It is of no wonder, therefore, that the study of just these 

substances, from which chemists had almost completely withdrawn themselves for more than a 

generation having found more rewarding work in the elaboration of the synthetic methods or in the 

study of simpler natural compounds, has been nurtured by the physiologists to an ever increasing 

extent with unmistakable sucess. In spite of this, the initiated would never have doubted for a moment 

that Organic Chemistry, whose birthplace is to be found with the proteins, would eventually turn 

towards them again.” 
[1]

 

          Emil Fischer  

 

A Química Orgânica é uma área interdisciplinar fundamental em diversas áreas de 

investigação nomeadamente nas ciências biológicas. Esta foca-se no desenvolvimento de 

novas e/ou melhoradas rotas sintéticas para a obtenção de compostos com interesse 

farmacêutico, alimentar, biológico ou comercial.  

Os processos de síntese/transformação de compostos que ocorrem naturalmente 

apresentam-se muitas vezes complexos, tornando difícil a sua sistematização e fazendo recear 

o seu uso como um método prático de síntese orgânica. Ainda assim, na descoberta de rotas 

sintéticas, os químicos orgânicos mantêm o espírito aberto a novas práticas que possam 

melhorar as “clássicas”. Atualmente, existe uma interação constante entre química orgânica e 

biotecnologia para o desenvolvimento de vias sintéticas com recurso a componentes 

reacionais biológicos, como é o caso das enzimas. A verdade é que “naturalmente” bastantes 

compostos são produzidos de uma forma muito eficiente nos sistemas biológicos através da 

atuação de enzimas. As enzimas são proteínas que atuam como catalisadores numa grande 

variedade de biotransformações e a sua aplicação em síntese orgânica tem ganho notoriedade 

devido ao conhecimento cada vez maior da bioquímica e química de proteínas, de tecnologias 

genéticas e fermentativas. Em resposta à procura por processos ambientalmente seguros além 

de eficientes, investigadores da academia e da indústria têm olhado para os sistemas celulares 

e para as enzimas como recursos promissores a utilizar em síntese orgânica (Fig. 1). 
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Terá sido com este propósito que surgiu, no início da década de 1990, o termo 

Química Verde. Este visava designar o desenvolvimento de produtos e processos com a 

potencialidade de reduzir/eliminar a utilização de compostos perigosos e resíduos tóxicos para 

o ambiente. Desde então, a procura generalizada por um mundo e, especificamente, uma 

“química” mais ecológica e sustentável tem sido bastante impulsionada pela pressão social. 

Este facto leva a indústria química a prestar atenção a estas questões, já que a população cada 

vez mais tem a noção que os recursos são limitados e, portanto, devem ser usados com 

elevada eficiência.  

 

“Green chemistry is the utilization of a set of principles that reduces or eliminates the use and 

generation of hazardous substances in the design, manufacture and application of chemical 

products”. 
[2]

 

Paul T. Anastas, "Father of Green Chemistry” 

 

A biotecnologia é uma disciplina moderna, mas de origens ancestrais. Exemplo disso é 

o uso da fermentação pelo Homem, por mais de 6000 anos, na produção e preservação de 

alimentos. O desenvolvimento tecnológico, bem como a transição do fabrico tradicional para 

a produção industrial a larga escala têm sido facilitados e auxiliados pela melhor compreensão 

e progresso em disciplinas como a microbiologia, bioquímica e genética, no geral, do 

funcionamento de células, microrganismos e enzimas em particular.
[3]

 Pode-se então referir 

que os métodos biocatalíticos representam o principal pilar da biotecnologia aplicada, que, em 

2003, tomou a designação de Biotecnologia Branca pela EuropaBio 2003 

Fig. 1 – A biotransformação como o centro de três grandes domínios científicos.  

Biotecnologia

Branca

Química

Verde

Química

Orgânica

BIOTRANSFORMAÇÃO
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(http://www.EuropaBio.org), e que se debruça sobre as aplicações com base em ferramentas 

naturais para uma produção industrial sustentável.
[4]

 Os métodos biotecnológicos encaixam 

perfeitamente nos objectivos e princípios da química verde, já que esta última procura integrar 

o “mundo natural”, dos processos e sistemas biológicos, nas práticas industriais. Atualmente é 

consensual que a biotecnologia branca ou industrial tem gerado elevadas expetativas, sendo 

possivelmente a vertente da biotecnologia da qual se espera vir a gerar melhores 

oportunidades de negócio no futuro.
[5, 6]

  

 

“White biotech uses the same tools as nature namely micro-organisms like moulds, yeasts or 

bacteria and enzymes as cell factories to make goods and services like antibiotics, vitamins, detergents 

and bio-fuels. Future large scale applications of the technology will enormously contribute to the 

objectives of sustainable consumption and production on the one hand and wealth generation on the 

other”.
[7]

        

      The European Association for Bioindustries 

1.2 As biotransformações  

 

1.2.1 Definição e história 

 

Biotransformação, como definido por Straathof e colaboradores, é o processo que 

descreve a reação ou um conjunto de reações simultâneas, em que uma molécula precursora 

(pré-formada) é transformada através do recurso a enzimas e/ou células (ou à sua 

combinação) de forma livre ou imobilizada.
[8]

 Sucintamente, pretende-se fazer uso de enzimas 

ou sistemas celulares para modificar propriedades físico-químicas e biológicas de compostos 

orgânicos, o que constitui uma ferramenta útil em síntese química, farmacêutica e 

biotecnológica. 

Em termos históricos, sabe-se que a utilização de catalisadores naturais – enzimas – 

para a transformação de compostos não naturais produzidos pelo homem não é propriamente 

recente, já que têm sido usados há mais de 100 anos, embora os objetivos de então fossem 

diferentes dos de hoje em dia.
[4, 9]

 No entanto, apenas na década de 1980 se reconheceu o 

enorme potencial da aplicação de catalisadores naturais em compostos orgânicos não naturais. 

Assim sendo, o que começou por ser uma curiosidade académica no final da década de 1970, 

tornou-se um tema relevante em síntese orgânica 20 anos mais tarde.
[4, 10]

 

 A perceção de alguns marcos importantes na história da biotransformação – 

intimamente ligada com a da enzimologia – permite entender melhor o atual estado do 
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conhecimento nesta temática. Em 1783, Spallazani verificou a liquefação de carne com suco 

gástrico reconhecendo a existência de algo capaz de converter a carne sólida em líquido, 

embora não sabendo o quê.
[11]

 Nos anos seguintes, muitas observações sugerindo a existência 

de enzimas foram feitas, mas o primeiro isolamento de uma enzima é atribuído a Payen e 

Persoz, em 1833. Eles verificaram que adicionando etanol a um extrato de malte, obtinham 

um precipitado capaz de hidrolisar amido a que chamaram diastase (atualmente, amilase).
[11, 

12]
 Por outro lado, datam de meados do século dezanove, os primeiros exemplos de 

biotransformações utilizando microrganismos e substratos químicos. Por exemplo, em 1858, 

Pasteur verificou que adicionando uma solução de ácido (±)-tartárico a uma cultura de fungo 

Penicillium glaucum, apenas um dos enantiómeros era consumido.
[5, 13]

 Já em 1897, Eduard 

Buchner estabeleceu o princípio importante de que nem todas as transformações biológicas 

requerem células vivas, quando verificou que ocorreu conversão de glucose em etanol por 

ação de enzimas.
[3, 12]

  

Apesar de estas demonstrações já terem muitos anos, os químicos apenas têm utilizado 

biocatalisadores esporadicamente, embora reconheçam gradualmente o seu potencial. De 

facto, por volta de 1975 apenas um reduzido número de laboratórios, alguns na indústria e 

alguns em meio académico, estavam interessados em utilizar enzimas para catalisar reações 

em síntese orgânica. Além disso, estes investigadores foram colocados à margem da química 

orgânica convencional e até considerados “estranhos”. Na década de 1980, começa então a 

surgir um interesse exponencial nas biotransformações, a que não é alheia a maior 

preocupação com o ambiente que por essa altura também surge, a maior disponibilidade de 

uma gama alargada de enzimas e a perceção de que muitas enzimas conseguem transformar 

compostos não naturais tal como os seus substratos naturais.
[9]

 

A verdade é que os organismos têm otimizado a eficiência e versatilidade das por mais 

de 3 × 10
9
 anos, enquanto os químicos orgânicos, auxiliados cada vez mais pela engenharia 

genética, têm um historial de sensivelmente apenas um século. Assim paralelamente ao 

desenvolvimento de novas enzimas através da evolução conduzida pela seleção natural, os 

enormes avanços no campo da engenharia genética possibilitaram o desenvolvimento de 

biocatalisadores a menores custos, com estabilidade melhorada e especificidades modificadas.  
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1.2.2 Aplicações industriais 

 

Um grande número de biotransformações industriais, estando muitas destas descritas 

numa obra de Liese e colaboradores,
[14]

 têm como objetivo a produção de building blocks que 

são subsequentemente fornecidos à indústria farmacêutica.  

 Straathof e colaboradores 
[8]

 realizaram um estudo muito interessante que permite ter 

uma ideia concreta da aplicabilidade real das biotransformações numa perspetiva industrial. 

Nesse estudo, constatou-se, por exemplo, que o número total de biotransformações à escala 

industrial tem vindo a crescer rapidamente e que em termos de biotransformações deste tipo é 

utilizado preferencialmente o biocatalisador na forma de células livres, embora as enzimas 

livres e imobilizadas não deixem de ter destaque assinalável (Fig 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

O interesse crescente dos químicos orgânicos na biotransformação de compostos não 

naturais tem sido um dos incentivos para a comercialização de enzimas em várias formas e 

diferentes graus de pureza.
[15]

 Para se ter uma ideia, cerca de 10% de todas as publicações em 

síntese orgânica contêm referências a biotransformações,
[16]

 além de mais de 130 processos à 

escala industrial estarem já implementados em todo o mundo.
[8]  

Kurt Faber 
[4]

 apresenta dados relativos à frequência de utilização de vários tipos de 

enzimas, constatando-se que a utilização dos vários tipos de enzimas não é uniforme, sendo 

logicamente dominantes as enzimas hidrolíticas, que catalisam reações mais simples (Fig. 3). 

Este tipo de enzimas, como as proteases, esterases e lipases são biocatalisadores usados na 

preparação de ácidos carboxílicos, aminoácidos, álcoois e aminas opticamente ativos. Sendo 

uma área já com investigação vasta e consolidada, as enzimas são vistas como tendo 

aplicabilidade numa gama ampla de problemas destas sínteses, acrescendo o facto de algumas 

proteases e lipases disponíveis comercialmente já se fazerem acompanhar por um conjunto de 

técnicas para a melhoria da sua seletividade.
[4]

  

 

Fig. 2 – Utilização de biocatalisadores a nível industrial - adaptado de Straathof et al.[8] 
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Uma análise do mesmo género que teve por base uma das maiores conferências desta 

área científica, o International Symposium on Biocatalysis and Biotransformations, pode ser 

resumida na Tabela 1. Das 365 palestras e posters analisados em 2007, menos de 70 lidavam 

com novas enzimas, sendo que as lipases e esterases representavam 64% dos trabalhos 

relacionados com enzimas hidrolíticas, ou 26% do total. A análise também mostra que alguns 

temas são ainda desconhecidos no mundo das “biotransformações”, mas devem e merecem 

ser explorados, como, por exemplo, a utilização de isomerases e/ou ligases. Alguns autores 

defendem que para lidar com estes aspetos é preferível o ambiente académico, onde projetos 

mais arriscados, incertos e longos podem ser executados, tendo em conta que na indústria as 

questões financeiras assumem um papel fundamental.
[5, 17]

 No entanto, as enzimas hidrolíticas 

já não se apresentam como um tema primordialmente académico, já que, como referido 

existem pequenas empresas especializadas em melhorar e adaptar biocatalisadores às 

necessidades industriais. A análise mostra que as restantes classes de enzimas são bastante 

menos investigadas que as lipases ou esterases, daí que o reduzido número de enzimas para 

biotransformações altamente seletivas/específicas permaneça como o principal problema para 

a indústria. Outra ilação a tirar da análise é o decréscimo na utilização de hidrolases e um 

aumento no uso de oxirredutases.      

 

Tabela 1 – Trabalhos apresentados nas últimas edições do International Symposium on Biocatalysis and Biotransformations 

tendo em conta a classe da enzima. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   Nota: O somatório não dar 100% deve-se ao facto de haver trabalhos que não se debruçam sobre biotransformações. 

Fig. 3 – Frequência de utilização de cada tipo de 

biocatalisador – adaptado de Faber. [4] 

Liases
Transferases
Isomerases

Lipases

Esterases

Proteases
Nitrilases

Outras Hidrolases

Oxidoreductases

Enzimas Isoladas

Células

Peroxidases e  
Oxigenases

Classe de Enzima (%) 2009 2007 2005 2003

Oxirredutases 32 34 24 28

Transferases 10 8 6 3

Hidrolases 46 41 55 58

Liases 9 12 12 10

Isomerases 3 2 2 1

Ligases 0 1 0 0
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Tendo como foco apenas processos de biocatálise que envolvem reações de 

oxidação/redução aplicadas a nível industrial, verifica-se que este tipo de reações corresponde 

a cerca de um terço de todos os processos enzimáticos, sendo metade destes processos 

oxidativos.
[14]

 Neste caso, pode-se destacar que 40% destes processos envolve hidroxilações e 

que as oxidações mais simples como as de álcoois e aminas representam apenas uma pequena 

fração comparando com as oxifuncionalizações enantiosseletivas (hidroxilações, di-

hidroxilações, epoxidações e oxidações de Baeyer-Villiger - Figura 4).        

 

 

 

 

 

 

 

Uma das razões que pode estar na base para esta diferença será a vantagem da 

utilização dos processos de biocatálise sobre a química clássica na área específica das 

oxifuncionalizações, enquanto a existência de condições otimizadas para a oxidação de 

álcoois torna a transição para a biocatálise menos atrativa. Este estudo permite ainda inferir 

que excetuando uma reação catalisada por uma oxidase, todos os restantes processos de 

oxidação a nível industrial são baseados em células metabolicamente ativas. A verdade é que 

o preço associado às enzimas isoladas e purificadas é muito elevado o que condiciona a sua 

utilização em termos industriais. No entanto, vários processos baseados em hidrolases 

utilizam enzimas isoladas, pelo que talvez não seja esta a principal razão para que estas não se 

usem nestes casos. A hipótese mais sustentada será o facto de a regeneração da utilização das 

enzimas purificadas não ter ainda desenvolvimento razoável que permita a sua 

implementação. Além disso, a reduzida estabilidade a longo prazo das enzimas isoladas em 

condições oxidantes tornam difícil a sua utilização. 

  

1.3 Biocatalisadores 

 

O tipo de reação e a escala a que a biotransformação é realizada influenciam a escolha 

do estado físico em que se utiliza o biocatalisador. Os biocatalisadores podem ser usados 

Fig. 4 – Distribuição dos tipos de reacções de oxidação entre as reações biocatalíticas industriais.  
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como enzimas isoladas, com um determinado grau de purificação ou como microrganismos 

tanto em forma livre como imobilizada (Tabela 2).  

 

Tabela 2 – As vantagens e desvantagens da utilização de enzimas isoladas e microrganismos.[4]  

 

O avanço no conhecimento e técnicas de biologia molecular, tem permitido a 

utilização de células/organismos recombinantes que expressam a proteína/enzima desejada em 

grande quantidade. Assim, a célula “especializa-se” em determinada reação verificando-se 

menos reações paralelas, o que leva a um aumento do rendimento/especificidade.
[4]

 No caso 

das enzimas isoladas estas são libertadas pela lise celular e purificadas até um determinado 

grau usando técnicas cromatográficas.
[10]

 Em termos gerais, as enzimas isoladas têm a 

vantagem de não estarem contaminadas com outras enzimas prevenindo reações paralelas, 

mas, por outro lado, as culturas celulares são menos dispendiosas e não necessitam de passos 

 Estado Vantagens Desvantagens 

E
n

zi
m

a
s 

Is
o

la
d

a
s 

Qualquer 

Melhor produtividade devido a 

tolerância a maior gama de 

concentrações 

Necessidade de reciclagem de cofatores e 

estabilidade limitada da enzima 

Dissolvida em 

água 
Elevada atividade enzimática 

Possibilidade de reações colaterais, 

substratos lipofílicos insolúveis e 

necessidade de extração 

Suspensa em 

solventes 

orgânicos 

Facilidade de operação, substratos 

lipofílicos solúveis e recuperação 

fácil da enzima 

Reduzida atividade 

Imobilizada Facilidade de recuperação da enzima Perda de atividade durante a imobilização 

M
ic

ro
rg

a
n

is
m

o
s 

Qualquer 
Não há necessidade de reciclagem de 

cofatores e purificação de enzimas 

Equipamentos dispendiosos e trabalho 

moroso, baixa produtividade, reduzida 

tolerância a solventes orgânicos, reações 

laterais devido ao não controlo do 

metabolismo 

Cultura celular 

(crescimento) 
Elevada atividade 

Produção de biomassa, controlo do 

metabolismo, mais produtos secundários e 

dificuldade de controlo do processo 

Resting cells 

Facilidade de operação, metabolismo 

atenuado e menos produtos 

secundários 

Baixa atividade 

Células 

imobilizadas 

Possibilidade de reutilização das 

células 
Baixa atividade 
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de separação e purificação. Deste modo, talvez se possam considerar as enzimas isoladas 

como sendo os biocatalisadores ideais, já que trabalham eficientemente e seletivamente em 

condições suaves,
[18, 19]

 tendo estas o elevado custo como grande entrave à sua utilização. 

Tanto os mecanismos de reação como os seus detalhes moleculares têm sido investigados.
[11]

 

Isto leva a que, apesar do aumento sucessivo do uso de reações de um único passo, exista o 

desafio de conseguir realizar uma sequência sintética completa com vários passos enzimáticos 

consecutivos, usando duas ou mais enzimas nas reações, sendo desejável o menor número de 

produtos intermediários e a otimização em termos de massa e de energia.
[20]

 As preparações 

enzimáticas podem variar em composição entre extratos e materiais cristalinos, sendo de 

esperar uma maior degradação com o tempo se houver outros materiais presentes.  

No trabalho a realizar, serão usadas enzimas e não culturas de microrganismos, pelo 

que será dado maior ênfase a esta vertente das biotransformações. No entanto, devemos ter 

em conta que a pesquisa e investigação envolvendo biotransformação com microrganismos é 

maior tanto a nível académico (Fig. 5) como industrial (Fig. 2). 

 

 

 

 

 

 

         

 

 

 

Para um químico orgânico, a utilização de uma solução bioquímica para os problemas 

de síntese de compostos não será, provavelmente, a primeira a ser tida em conta. O facto de os 

sistemas biológicos terem de ser bastante controlados em vários parâmetros, pode ser 

intimidador. O receio na sua utilização poderá vir da ideia de que as enzimas são sensíveis 

tanto à temperatura, como a solventes orgânicos ou a altas pressões, ao facto de serem 

consideradas caras ou à ideia de que as enzimas apenas atuam nos seus substratos naturais ou 

no seu ambiente natural. Tendo, na verdade, algum fundamento as dúvidas levantadas quanto 

ao funcionamento de reações deste género, os trabalhos desenvolvidos ao longo dos anos 

evidenciam que as enzimas são capazes de ultrapassar essas questões. 

Fig 5 – Relação entre o número de publicações decorrentes da 

pesquisa ‘biotransformation’ e “microbial/enzymatic” como 

tópico listado na base de dados ISI Web of Knowledge a 

08.01.2012 (All years). 
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 As enzimas são proteínas responsáveis pela maioria das reações bioquímicas nas 

células vivas. Estruturalmente são polímeros formados pela combinação de vinte α-

aminoácidos, tendo normalmente pesos moleculares na ordem dos 10000-100000 Da.
[10]

 A 

International Union of Biochemistry and Molecular Biology (IUBMB) reconhece atualmente 

a existência de cerca de 3700 enzimas, mas prevê-se que existam cerca de 25000 enzimas na 

natureza.
[4]

 Como grande parte das enzimas estão ainda por descobrir e apenas uma pequena 

fração das enzimas conhecidas está disponível comercialmente antevê-se um aumento enorme 

nas suas possíveis aplicações.
[4]

 As interações fracas que se encontram nas enzimas são 

fundamentais para a sua integridade estrutural e funcional, além de que estas podem interagir 

com estruturas não proteicas, os cofatores que incluem desde simples iões metálicos a 

moléculas orgânicas (coenzimas) como as vitaminas. Estes cofatores revestem-se de crucial 

importância e devem ter tanta atenção no estudo e aplicação das enzimas como elas próprias. 

As enzimas podem aumentar, em alguns casos, a velocidade da reação 10
18 

vezes em relação à 

respetiva reação não catalisada, ou até em alguns casos catalisar a reação de tal modo que a 

velocidade desta é apenas limitada pela difusão molecular.
[10]

  

As enzimas apresentam diversas vantagens como o facto de serem muito efetivas, 

apresentando normalmente elevados rendimentos, além de serem ambientalmente e 

energeticamente sustentáveis, já que as suas condições de reação são suaves. Para além disso, 

há minimização de reações paralelas, o que torna mais simples os processos de separação e 

gera maiores rendimentos. Ainda assim, as enzimas podem ser compatíveis com outras e ser 

usadas em sistemas multi-enzimáticos, com reações sequenciais ou em “cascata”. Acresce o 

facto de possibilitarem uma estéreo- e regioseletividade nas conversões, além de grande 

seletividade em misturas complexas.
[5, 12, 18]

 Devido à enorme complexidade das reações 

bioquímicas envolvendo enzimas comparando com as reações orgânicas clássicas, a maior 

parte dos métodos descritos tem por base um forte aspeto empírico.  

Em relação à nomenclatura enzimática, inicialmente o investigador que descobria a 

enzima atribuía o nome e, normalmente, acrescentando o sufixo ‘ase’ ao nome do seu 

substrato, o que levou a algumas imprecisões.
[21]

 Assim, em 1956, o Nomenclature Committee 

da International Union of Biochemistry decidiu organizar e atribuir nomes sistemáticos às 

enzimas, baseando a classificação na sua atividade catalítica. Surgiram seis classes, e cada 

enzima passou a poder ser descrita por um código de quatro números, os denominados “E.C. 

numbers” (http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/). Neste código, o primeiro número 

corresponde à classe a que a enzima pertence e cada número sucedido corresponde a uma 

subdivisão do número que o precede (Tabela 3).
[10, 21]

 Por exemplo, a enzima horseradish 
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peroxidase tem o código EC 1.11.1.7, pelo que é uma oxirredutase (indicado pelo primeiro 

número). O número seguinte, relacionado com o substrato, define que esta pertence ao 

conjunto de enzimas que atuam sobre peróxidos. Já o terceiro indica que pertence ao grupo 

das peroxidases. Por fim, o quarto número é o número individual de cada enzima dentro da 

subclasse precedente.  
 

Tabela 3 – Classificação das enzimas, a sua disponibilidade e características reacionais - Adaptado de [21]. 

Classe Identificadas Disponíveis Reacção 

1. 

 Oxirredutases 
650 90 Processos de oxidação/redução.  

2.  

Transferases 
720 90 Transferência de grupos químicos entre moléculas. 

3.  

Hidrolases 
636 125 

Reações de hidrólise em que H2O funciona como recetor de 

grupos funcionais de outras moléculas. 

4.  

Liases 
255 35 

Quebra de ligações C-C, C-O, e C-N sem reação de hidrólise 

ou oxidação/redução; formam ou eliminam duplas ligações 

retirando ou adicionando grupos funcionais, respetivamente. 

5.  

Isomerases 
120 6 

Isomerizações como epimerizações e racemizações; catalisam a 

interconversão de um isómero noutro. 

6.  

Ligases 
80 5 

Formam ligações químicas intermoleculares por reações de 

condensação com quebra de ATP ou outro nucleótido 

trifosfato.  

 

1.3.1 Fontes enzimáticas  

 

 A biotransformação de compostos químicos recorre habitualmente a extratos 

enzimáticos quando se opta pela utilização de enzimas em vez de organismos. Desta forma, o 

custo associado não é muito elevado, embora, por outro lado, as preparações contenham 

normalmente apenas cerca de 1-30% da enzima pretendida, além de outras enzimas, ativas 

e/ou inativas e outros constituintes celulares. Ainda assim, muitas vezes os extratos 

preparados tornam-se mais estáveis que as enzimas purificadas.
[4]

   

A fonte principal e mais conveniente de enzimas são os microrganismos, pois o 

controlo e monitorização do seu crescimento torna-se mais simples comparativamente ao uso 

de plantas ou animais, conhecendo-se um grande número de biocatalisadores derivados de 

bactérias e fungos. No entanto, encontram-se na literatura vários exemplos do uso de culturas 
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Fig. 6 – Ilustração representativa da necessidade de 

ajuste das diferentes condições enzimáticas. 

celulares de plantas como biocatalisadores, sendo de destacar o tabaco e o gerânio, e também 

de enzimas de plantas como o espinafre e a batata.
[22]

 O facto de as plantas possuírem uma 

extraordinária capacidade biossintética torna-as lógicas candidatas para a utilização em 

reações biocatalíticas, além de que o conhecimento sobre o genoma de organismos como a 

Arabidopsis thaliana tem revelado muitas enzimas úteis que podem ser exploradas.
[23]

 Por 

outro lado, o desenvolvimento da biotecnologia recombinante e o emergir de uma grande 

diversidade de biocatalisadores microbianos com elevadas atividades reduziu drasticamente o 

recurso a animais como fonte de enzimas, acrescendo o facto de esta utilização ser muitas 

vezes proibida na preparação de substâncias para consumo humano. A utilização de resíduos 

alimentares como fontes de extratos enzimáticos contribui não só para a redução da poluição 

gerada pelos resíduos da indústria alimentar, mas também para o desenvolvimento de 

produtos de valor acrescentado.
[24]

 Em termos analíticos, por exemplo, há a tendência para um 

uso crescente de extratos enzimáticos para a produção de biossensores e/ou técnicas 

enzimáticas de análise. A mesma tendência se verifica no caso das biotransformações. Os 

extratos poderão ser desvantajosos na sua seletividade, mas, por outro lado, são bastante mais 

económicos do que utilizar enzimas purificadas, além de o seu tempo de vida ser superior.       

 

1.4 Condições de reações enzimáticas 

 

 Tal como com os catalisadores químicos, 

algumas considerações devem ser tidas em conta 

na utilização de biocatalisadores de modo a 

preservar a sua atividade e os manusear de forma 

segura (Fig 6). Neste caso, aplicam-se diferentes 

cuidados e regras dependendo da formulação 

(líquida, liofilizada, imobilizada,…). As enzimas 

são vistas, por vezes, como entidades instáveis e 

delicadas, mas se utilizadas de maneira correta, 

podem ser tão resistentes como um catalisador 

químico.
[4]

 As condições de reação podem 

diferir drasticamente das presentes nas células, 

já que podem envolver altas temperaturas, valores extremos de pH, altas concentrações de 

substrato e produto, oxidantes e solventes orgânicos. As enzimas até podem tolerar estas 

condições alguns minutos ou horas, mas pensando em termos industriais e em processos 

contínuos, por exemplo, será desejável que as enzimas as consigam tolerar durante alguns 
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meses o que pode ser inviável. Apresentam-se em seguida, algumas das variáveis a ter em 

atenção nestes processos. 

 

1.4.1 Meio de reação 

 

 O meio de reação desempenha um papel importante em biotransformações 

enzimáticas. O uso de misturas aquosas de co-solventes orgânicos como meio para realizar 

reações enzimáticas tem-se tornado altamente promissor em processos biotecnológicos.
[25]

 A 

substituição total ou parcial da água como meio reacional por um solvente orgânico, 

possibilita que substratos hidrofóbicos possam ser convertidos mais eficientemente, que se 

obtenham maiores rendimentos de produtos hidrofóbicos e que o equilíbrio dinâmico das 

reações hidrolíticas possa ser direcionado para a via de síntese.
[26, 27]

 Além disso, algumas 

enzimas são, por vezes, mais estáveis em ambientes com pouca água do que em água.
[28]

 No 

entanto, o aumento da concentração do solvente orgânico no meio de reação pode levar à 

inativação da(s) enzima(s) devido a alterações reversíveis na estrutura proteica, enquanto 

incubações longas podem levar à sua inativação irreversível.
[29, 30]

  

 

 1.4.2 Temperatura  

  

A temperatura é também um factor de operação importante em reações catalisadas 

com enzimas, já que esta afeta a viscosidade de meio de reação, as interações responsáveis 

pela estabilidade da proteína e a solubilidade do substrato e/ou do produto da reação. Em 

geral, a velocidade da reação aumenta com a temperatura, mas vai levando à perda das forças 

de interacção, o que conduz à perda de atividade e até mesmo à sua inativação.
[12]

 A 

desnaturação das proteínas induzida pela temperatura pode levar a fenómenos de agregação, 

sendo que a indução pode verificar-se a temperaturas entre os 30 e os 80ºC.
[12]

 É lógico pensar 

que as enzimas trabalham melhor a temperaturas fisiológicas, mas, no entanto, há exemplos 

de enzimas que tem melhor desempenho a altas temperaturas, como as que derivam de 

organismos termófilos.
[10]

 Normalmente, quando se desenvolvem processos biocatalíticos é 

feita uma investigação prévia para determinar a temperatura ótima de funcionamento da 

reação enzimática. No entanto, como normalmente estes processos envolvem longos períodos 

de reação em que se pressupõe um tempo de vida longo da enzima, a temperatura deve ser 

mais baixa do que a verificada em reações com tempos curtos. 
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1.4.3 pH  

 

 Como já foi referido, são as interações moleculares que mantêm a estabilidade da 

estrutura das enzimas, possibilitando os seus mecanismos de ação. Estas interações são do 

tipo eletrostático e ligações de hidrogénio, pelo que a performance das enzimas está 

intimamente relacionada com o pH a que a reação decorre. De realçar que as enzimas contêm 

muitos aminoácidos polares na superfície externa que podem estar protonados ou 

desprotonados dependendo do pH do meio envolvente. Outro ponto a reter é o de que o valor 

de pH ótimo para uma reação no sentido direto pode ser diferente considerando a reação no 

sentido inverso com a mesma enzima.
[12]

 Tal como no caso da temperatura, há exceções de 

enzimas com pH ótimos ácidos e básicos, mas, normalmente, as enzimas têm o seu máximo 

de atividade perto do pH fisiológico numa gama de pH 5-9.
[10]

 Em laboratório, o pH de uma 

reação é normalmente mantido usando tampões, sendo que estes podem modificar a 

velocidade da reação. Isto pode dever-se a fatores como a interação entre as moléculas do 

tampão e das enzimas e a influência da solubilidade dos substratos, entre outros. O pH é, de 

facto, importante para manter a estabilidade da enzima e a atividade da mesma. O problema 

surge quando os valores de pH ótimos para as duas situações diferem, o que dificulta a 

implementação do processo.
[12]

  

 

1.5 Peroxidases 

 

Peroxidases (EC 1.11.1.x) são um grupo heterogéneo de enzimas amplamente 

distribuídas no reino biológico, sendo encontradas principalmente em plantas, mas também 

em animais e microrganismos.
[4, 31]

 O seu nome pode derivar das suas fontes (horseradish 

peroxidase, lacto- e myeloperoxidase) ou do seu substrato (citocromo c-, cloro- e lenhina 

peroxidase). O papel biológico das peroxidases é variado, desde a eliminação de peróxido de 

hidrogénio (H2O2), à oligomerização e polimerização de compostos aromáticos ricos em 

eletrões e à oxidação e halogenação de substratos orgânicos, tendo como base o facto de 

aceitarem o peróxido de hidrogénio (ou um derivado) como oxidante. O grupo de peroxidases 

mais estudado é o das heme-peroxidases que tem o complexo de ferro da protoporfirina IX 

(protoheme – Fig. 7) como grupo prostético. No entanto, outras peroxidases contêm selénio 

(glutationa peroxidase), vanádio (bromoperoxidase), manganésio (manganésio peroxidase) e 

flavina (flavoperoxidase), como grupos prostéticos.
[12]

 As peroxidases têm sido alvo de 
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Fig. 8 – Número de publicações decorrentes da pesquisa 

‘peroxidase’ e ‘horseradish peroxidase’ como título, 

listado na base de dados ISI Web of Knowledge a 

08.01.2012 (All years). 

Fig. 7 – Grupo prostético das peroxidases 

evidenciando o complexo de ferro da protoporfirina 

IX.[32] 

 

abundante investigação como ilustram as mais de 45000 publicações existentes na literatura 

(decorrente da pesquisa por ‘peroxidase’ como título na base de dados ISI Web of Knowledge 

a 08.01.2012 – Fig. 8).  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Estas heme-peroxidases permitem oxidações efetivas de substratos ricos em electrões, 

como oxidação de compostos aromáticos, epoxidação, oxidação de heteroátomos (N-oxidação 

e sulfoxidação) e a redução enantiosseletiva de hidroperóxidos racémicos.
[32]

 Como referido 

anteriormente (Tabela 3), as enzimas podem dividir-se em classes, sendo que as peroxidases 

se incluem no grupo das oxirredutases. Esta classe pode então ser dividida em quatro grupos 

de acordo com o oxidante que utilizam nas reacções: desidrogenases (redutases), oxidases, 

oxigenases (mono- e dioxigenases) e peroxidases.
[32]

  

   

1.5.1 Horseradish peroxidase (HRP) (EC 1.11.1.7) 

 

 O rábano bravo (em inglês, horseradish) é uma planta cultivada em regiões 

temperadas principalmente devido ao valor culinário das suas raízes, mas também é utilizada 

como uma fonte rica em peroxidase.
[33]

 A horseradish peroxidase (Fig. 9) é uma oxirredutase, 

que tem sido estudada extensivamente há muitos anos tendo provado ser uma ferramenta útil 

em biotecnologia, nomeadamente em remediação de efluentes 
[34]

 e biosensores. 
[35]

 Uma das 

aplicações mais conhecidas desta enzima é a sua utilização como indicador em ensaios,
[11]

 

sejam ensaios de bioluminescência 
[12,13]

 e de imunodiagnóstico,
[14]

 em citoquímica 
[15]

 e em 

sondas de ADN.
[16]

 Devido à sua elevada resistência térmica, esta enzima é usada 

frequentemente na indústria alimentar para monitorizar o processamento térmico e a 

45.002 

9.906 
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estabilidade dos alimentos.
[36]

 Um grande número de publicações sobre peroxidases tem sido 

dedicado à HRP, estando as suas propriedades em diferentes estados de oxidação bem 

estudados (Fig. 8).
[37, 38]

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esta enzima comercialmente importante apresenta-se como uma grande família de 

isoenzimas, sendo a maior parte dos dados físico-químicos obtidos com uma mistura das 

isoenzimas B e C. A isoenzima C é a componente maioritária, tendo a estrutura obtida por 

difração de raios-X sido obtido com esta isoenzima. A primeira publicação sobre uma reação 

catalisada pela HRP data de 1810, quando Louis Planche verificou a reação de oxidação do 

2,5-di-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-3,4-dimetilfurano, um constituinte da resina de gaiac, 

referido como ácido α-guaiacónico, a bis-metilenoquinona, um produto azul conhecido como 

“guaiacum blue”.
[33]

 Apesar da investigação abundante que se sucedeu, apenas em 1997 se 

obteve a estrutura por difração de raios-X de alta resolução da isoenzima C, auxiliada pela 

produção de uma enzima recombinante.
[39]

 Isto foi possível pela obtenção da estrutura numa 

forma não glicosilada, já que a multiplicidade de glicosilações conduzia a uma 

heterogeneidade das preparações enzimáticas. No que respeita ao seu papel a nível fisiológico 

as isoenzimas da HRP estão associadas ao metabolismo do ácido indolacético, à lenhificação, 

ao crosslinking dos polímeros da parede celular, à formação de suberina e à resistência à 

infeção.
[33]

                  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9 – Representação tridimensional da estrutura 

terciária de raios-X da HRP - Grupo heme a amarelo e 

iões cálcio a azul. Protein Data Bank (PDB) ID: 1H5A.  

Fig. 10 – Representação do grupo heme da HRP.[33] 
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A isoenzima C da horseradish peroxidase é uma proteína monomérica constituída por 

uma cadeia polipeptídica simples de 308 aminoácidos, 4 pontes dissulfureto entre resíduos de 

cisteína, um grupo prostético heme, 2 átomos de cálcio, resultando num peso molecular de 

aproximadamente 44 kDa. Esta enzima é glicosilada em 8 locais específicos, sendo o 

conteúdo total em hidratos de carbono entre os 18 e os 22%, dependendo da fonte da 

enzima.
[33]

 O grupo heme está ligado à enzima pela histidina 170 com uma distância ferro-

azoto de 2,3 Å (Fig. 10). Os dois átomos de cálcio estão ligados à região do grupo heme por 

uma rede de ligações de hidrogénio, sendo que a perda destes resulta na perda de atividade 

enzimática, estabilidade térmica e modificações no ambiente do grupo heme.
[40]

 No local 

ativo da enzima existem resíduos catalíticos chave para a ativação do peróxido de hidrogénio, 

em posições muito semelhantes às verificadas em outras heme-peroxidases. A estrutura da 

enzima é predominantemente formada por hélices-α, embora exista uma pequena região com 

folhas-β (Fig. 9). 

As reações catalisadas pelas peroxidases podem ser esquematizadas pela seguinte 

equação: 

              
        

 

onde RH representa um substrato suscetível à ação da peroxidase e R˙ o radical livre 

produzido. No entanto, o mecanismo catalítico deste tipo de enzimas, e da HRP em particular, 

é mais complexo como se pode constatar na Figura 11. Os intermediários catalíticos 

conseguem distinguir-se da forma nativa da proteína pelo seu espectro de absorção UV-

visível.
[41]

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 11 – Ciclo catalítico da horseradish 

peroxidase – adaptado de [32,33,41]. 
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A formação de espécies radicalares nos passos de redução pode dar origem a vários 

produtos de reação como dímeros, trímeros e oligómeros que podem atuar como substratos 

em passos subsequentes. Inicialmente, o Fe(III) da forma nativa da enzima reage com o H2O2 

gerando o composto I que é um intermediário com alto estado de oxidação com um centro 

oxoferrilo Fe(IV)=O e um catião radical porfirínico. Um intermediário de curta duração, 

conhecido por composto 0 ou complexo hidroperóxido Fe(III), é formado antes do composto I 

quando a reação entre a enzima e o H2O2 se dá a baixas temperaturas. Formado o composto I, 

isto é, a enzima no estado oxidado, segue-se a oxidação do substrato que leva à formação do 

composto II. Seguidamente, ocorre a redução do composto II, o que possibilita a libertação da 

enzima no seu estado nativo.
[33, 41]

   

As aplicações conhecidas para a HRP são várias, mas em termos de síntese orgânica a 

pequena escala podemos referir a N- e O-desalquilação, acoplamento oxidativo, hidroxilação 

seletiva e reações de transferência de oxigénio.
[33]

 A título de curiosidade, é interessante 

referir que já em 1961, Mason e colaboradores reportaram pela primeira vez que a HRP na 

presença de ácido di-hidroxifumárico como cofator, catalisava a hidroxilação de compostos 

aromáticos.
[12, 32]

 O scale-up das reações utilizando peroxidase para um nível industrial está 

dependente de uma redução substancial no preço da enzima por unidade de produtos. 

Melhorias nos processos como a disponibilização controlada do oxidante à enzima (H2O2, por 

exemplo) a fim de evitar a sua inativação e o uso de tecnologia enzimática para melhorar a 

estabilidade e eficiência da enzima são fundamentais quando se pensa em fazer uso deste 

biocatalisador a nível industrial. 

 

1.5.1.1  Estabilidade da HRP 

 

 Diversos estudos têm sido realizados de modo a avaliar a estabilidade da horseradish 

peroxidase tendo em conta parâmetros como o solvente utilizado, o pH e a temperatura.  

 Como já referido anteriormente pode ocorrer inativação de enzimas com a sua 

exposição a solventes orgânicos, já que estes solventes “retiram” água das enzimas levando à 

perda da sua estrutura devido à exposição dos resíduos hidrofóbicos interiores. Em relação à 

estabilidade da HRP em solventes orgânicos, Santucci e colaboradores 
[42]

 concluíram que 

numa solução até 60% de DMSO a enzima permanece com a sua estrutura terciária compacta 

e integridade substancial do microambiente do seu centro ativo, reforçando que a atividade da 

enzima em DMSO, por exemplo, é muito semelhante à verificada em meio aquoso. A água 

tem um papel fundamental em catálise enzimática, já que permite a flexibilidade do local 
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ativo, pelo que a não modificação da afinidade enzima-substrato indica que o solvente 

orgânico não a perturba de forma significativa e a água presente é suficiente para o processo. 

Em percentagens de DMSO superiores a 60%, o solvente orgânico penetra na estrutura 

proteica afetando a estabilidade e a atividade enzimática. Nestas condições, há quebra das 

ligações de hidrogénio no núcleo de ferro, ocorrendo o unfolding da proteína e a libertação do 

grupo prostético da matriz proteica. Já noutro estudo de Feng e colaboradores,
[43]

 estes 

verificaram que esta peroxidase em 50% de DMSO, temperatura ambiente e durante uma hora 

mantinha cerca de 60% da atividade. Por outro lado, Azevedo e colaboradores,
[25]

 verificaram 

que em 50% de DMSO a atividade da enzima é quase nula, mostrando a sua inativação quase 

imediata e a toxicidade inerente à utilização deste solvente orgânico. Concluíram ainda que o 

fenómeno de desnaturação apenas é observado quando a concentração em DMSO é superior a 

20% e que há um decréscimo significativo com percentagens superiores. Esta diferença de 

resultados e conclusões tendo em conta apenas como solvente o DMSO, considerado o 

melhor solvente orgânico para reações enzimáticas,
[25, 42]

 gera controvérsia mas elucida que 

este será um dos principais problemas a ter em conta na execução experimental de reacções 

enzimáticas. É curioso verificar que já em 1968 um estudo relatava que a horseradish 

peroxidase mantém a sua atividade em vários solventes como o ácido fórmico, o metanol e o 

glicerol, por exemplo, obtendo-se valores semelhantes ou mesmo superiores aos verificados 

em água.
[44]

 

Temoçin e colaboradores,
[45]

 num estudo sobre o efeito da imobilização da HRP 

concluíram que a atividade da enzima livre é máxima a pH 8 e a uma temperatura de 45ºC. 

Além disso, a enzima livre perdia cerca de 72% da atividade em 60 dias a pH 7 e a 4ºC de 

temperatura, e via a sua atividade reduzida 40%, 60% e 65% caso fosse colocada em soluções 

(10%) de acetona, acetonitrilo e metanol, respetivamente. O processo de inativação poderá 

estar associado à dissociação do grupo heme da proteína,
[46]

 que pode ser dependente do pH 

do meio de reação e ocorrer mais rapidamente a valores de pH inferiores a 5. Encontra-se 

também reportada a separação completa do grupo prostético a pH 2,4 e a uma temperatura de 

25ºC.
[36, 47]

 Por outro lado, a estrutura secundária da enzima é alterada drasticamente a uma 

temperatura de 74ºC (Tm) a que também está associado a libertação do grupo heme da 

enzima.
[48]

  

Outro fator a ter em atenção é o tampão utilizado nas reações. Num estudo de Haifeng 

e colaboradores concluíram que a atividade enzimática da horseradish peroxidase decrescia 

com o aumento da concentração do tampão utilizado (fosfato de sódio, neste caso). Os dados 

obtidos nesse trabalho permitiram inferir que o tampão acelerava o processo de desnaturação 
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da enzima e reduzia a sua estabilidade térmica.
[49]

 A estabilidade térmica é um parâmetro que 

tem merecido especial atenção, devido à elevada resistência térmica desta enzima, uma 

característica valorizada em termos industriais. Assim, existem na literatura vários estudos 

sobre este tema e o modo como o pH, o tampão e a temperatura, por exemplo, afectam este 

parâmetro.
[36, 49-52]

 No entanto, deve-se referir que este tipo de estudos visa avaliar a 

estabilidade térmica da enzima a temperaturas que não são habitualmente utilizadas em 

estudos de biotransformação (>70ºC).  

Mais algumas considerações devem ser feitas tendo em conta a aplicação prática desta 

e de outras peroxidases. A utilização em concentrações assinaláveis de H2O2 leva à inativação 

irreversível das peroxidases, pelo que este deve ser adicionado continuamente à reação de 

modo a manter baixa a sua concentração. Sendo assim, dependendo do tipo de enzima-

substrato, pode ser benéfico utilizar hidroperóxido de terc-butilo em vez de H2O2. No caso de 

a reação ser incompatível com espécies peroxo, o oxigénio molecular na presença de um 

redutor químico (ácido ascórbico ou di-hidrofumárico, por exemplo) pode ser utilizado como 

oxidante.
[4]

 

 

1.6 Flavonoides e compostos do tipo flavonoide 

 

 Os flavonoides constituem uma classe de compostos fenólicos heterocíclicos existente 

numa grande variedade de plantas, frutos e vegetais, que tem efeitos benéficos na saúde 

humana, nomeadamente em doenças cardíacas e em algumas formas de cancro.
[53]

 As suas 

propriedades vantajosas e aplicações têm despertado o crescente interesse da comunidade 

científica. No entanto, muitos possuem baixa solubilidade e pouca estabilidade tanto em 

meios polares como apolares, o que afeta negativamente a sua incorporação em formulações 

medicinais. Os métodos biocatalíticos podem então ser usados para biotransformar os 

flavonoides de forma mais ou menos complexa, mas sem a necessidade de usar passos de 

proteção/desproteção associados aos métodos químicos para a funcionalização seletiva destes 

compostos.
[53]

  

 

1.6.1 Calconas 

 

 As calconas (1,3-difenil-2-propen-1-onas) (Fig. 12) são uma classe importante de 

produtos naturais intermediários na síntese e biossíntese de flavonoides e abundante em 

plantas comestíveis.
[54]

 Embora a calcona não substituída não se encontre como produto 
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Fig. 12 – Estutura básica das calconas. 

natural, alguns derivados simples como a 4’- hidroxi- e a 4’- metoxicalcona podem ser 

encontrados em plantas.  

 

 

 

 

Estes compostos apresentam um amplo espectro de propriedades biológicas interessantes, 

como a atividade anti-cancerígena,
[55-60]

 anti-inflamatória,
[55, 61, 62]

 antioxidante,
[55, 60, 63-65]

 

citotóxica,
[66-68]

 antimicrobiana,
[69, 70]

 analgésica
[71, 72]

 e antialérgica,
[73]

 entre outras. As 

múltiplas aplicações deste tipo de compostos tem levado a um interesse cada vez maior 

demonstrado pelo número crescente de publicações referentes à síntese e avaliação biológica 

de análogos de calconas. Entre os exemplos de ocorrência natural deste tipo de compostos 

podemos destacar o xanto-humol, caracterizado como um agente in vitro quimiopreventivo de 

largo espectro
[74]

 e a cardamonina, uma hidroxi-calcona que possui propriedades anti-

mutagénicas e anti-inflamatórias.
[75]

  

 

 

 

 

 

Em termos químicos, as calconas são consideradas flavonoides de cadeia aberta em 

que os dois anéis aromáticos estão ligados por um sistema carbonilo α,β-insaturado.
[55]

 Estes 

compostos são considerados os principais precursores de flavonoides, que são componentes 

frequentes da dieta humana, sendo que as restantes classes de flavonoides provenientes de 

calconas contêm três anéis (dois anéis benzénicos ligados por um anel heterocíclico do tipo 

pirano).
[76]

 De entre os vários métodos disponíveis para a síntese de calconas, o mais usado é 

a reacção Claisen-Schmidt, em que há condensação aldólica de uma cetona aromática com um 

aldeído catalisada por base, ou seja, na presença de soluções aquosas de NaOH, KOH, 

Ba(OH)2, etc. Deste modo, utilizando, por exemplo, benzaldeídos substituídos e derivados da 

acetofenona em meio básico, consegue obter-se uma grande variedade de calconas.  

 

 

 

           a                                 b 

       Fig. 13 - Estrutura do xanto-humol (a) e da cardamonina (b). 
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1.6.1.1  Biotransformação de calconas 

 

 Como referido anteriormente, as biotransformações podem ser realizadas, por 

exemplo, por enzimas purificadas, extratos enzimáticos ou microrganismos viáveis. Num 

trabalho recente, Moussouni e colaboradores, conseguiram a ciclização oxidativa da 

4,5,2’,4’,6’-penta-hidroxicalcona utilizando um extrato de peroxidase proveniente da cebola 

como biocatalisador e obtendo a aurona correspondente como produto (Esquema 1).
[24]

   

 

 

 

 

 

 

 

Um trabalho de Vitali e colaboradores, que consistiu na purificação e caracterização 

parcial de uma peroxidase produzida por Cassia didymobotrya, envolveu estudos de 

biotransformação de derivados de calcona (4,2’,4’-tri-hidroxicalcona e 4,2’,4’-tri-hidroxi-3-

metoxicalcona). Neste caso, obtiveram-se bisflavanonas como produtos da reação.
[77]

 No 

entanto, num outro estudo a biotransformação de 4,2’,4’-tri-hidroxicalcona com HRP 

originou um conjunto de produtos de oxidação, mas não se obtiveram compostos 

diméricos.
[78, 79]

 Já em 1972, Rathmell e Bendall reportaram a reação catalisada por 

horseradish peroxidase na forma purificada e cristalina da 2’,4,4’-tri-hidroxicalcona na 

presença de H2O2.
[80]

 Estes referem a obtenção do 4’,7-di-hidroxiflavonol e da 4’,6-di-

hidroxiaurona como produtos isolados da reação. Ambos foram obtidos por via não 

enzimática após a transformação enzimática originar a 3,4’,7-tri-hidroxiflavanona e a 4’,6-di-

hidroxi-2-(α-hidroxibenzil)cumararona, respetivamente (Esquema 2). O mesmo resultado foi 

obtido usando o extrato de Phaseolus vulgaris. Concluíram então que a biotransformação na 

planta se devia à ação da peroxidase e que, assim sendo, esta seria responsável por várias 

transformações oxidativas de flavonoides nas plantas. O facto de algumas classes de 

flavonoides terem uma distribuição taxonómica limitada (auronas, por exemplo) e serem 

encontradas em famílias de plantas não relacionadas dever-se-ia ao controlo da sua expressão 

estar dependente de fatores como a interação da enzima com outros componentes e a 

disponibilidade de substratos apropriados.  

 

Esquema 1 - Reacão verificada no trabalho de Moussouni e colaboradores.[24] 
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Contudo, o número de publicações com peroxidase quer na forma purificada quer 

utilizada como extrato enzimático não é muito elevado. No que diz respeito à utilização de 

microrganismos podemos dizer que a situação é semelhante, quando falamos de 

transformações diretamente em calconas. Ainda assim, um conjunto destes foram já testados 

no que respeita à sua habilidade para mimetizar o metabolismo das plantas quando ciclizam 

calconas dando origem a outros flavonoides. Por exemplo, Shindo e colaboradores usaram 

Escherichia coli com a bifenil-deoxigenase modificada e que expressam o gene da di-

hidrodiol desidrogenase para converter uma calcona não substituída tendo obtido a 2-

hidroxicalcona e a 2,3-di-hidroxicalcona, com rendimentos de 25% e 59%, respectivamente 

(Esquema 3).
[81]

  

 

 

 

 
 

Num outro estudo, utilizou-se Aspergillus alliaceus UI 315 para ciclizar a 2’-hidroxi-

2,3-dimetoxicalcona em três flavanonas, e em calconas O-desmetiladas e hidroxiladas que 

Esquema 3 - Reação verificada no trabalho de Shindo e colaboradores.[81]  

Esquema 2 - Transformações verificadas no trabalho de Rathmell e Bendall. Setas contínuas indicam reações catalisadas 

pela HRP e setas descontínuas indicam transformações não enzimáticas. [80] 
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funcionam como intermediários do processo de ciclização. Neste caso, identificaram-se 3 

enzimas responsáveis por cada passo de reação referido anteriormente, sendo que os produtos 

obtidos são racémicos, ao invés dos mesmos produtos ciclizados nas plantas.
[82]

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.6.2 Cromonas 

 

 As cromonas, também conhecidas como 4H-1-benzopiran-4-onas, são uma classe de 

compostos heterocíclicos fenólicos (Fig. 14), que se encontram abundantemente distribuídos 

no reino vegetal.
[83, 84]

  

 

 

 

 
 

As 2-fenilcromonas e as 3-fenilcromonas, também designadas de flavonas e 

isoflavonas, são dois dos tipos de cromonas mais abundantes na natureza, embora as 

isoflavonas tenham uma distribuição mais restrita e sendo que ambas pertencem à família dos 

flavonoides. A grande diversidade de cromonas deve-se ao facto de haver muitos tipos de 

substituintes e em diferentes posições como os grupos hidroxilo, metoxilo, acilo e 

glicosilo.
[85]

 

Fig. 14 – Estrutura das cromonas. 

Esquema 4 - Transformações verificadas pela biotransformação da 2’-hidroxi-2,3-dimetoxicalcona pela ação do Aspergillus 

alliaceus UI 315: A – ciclase, B – O-desmetilase, C – hidroxilase[82] 
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As cromonas, quer naturais quer sintéticas, têm mostrado possuir variadas 

propriedades biológicas, nomeadamente a atividade anti-inflamatória, anti-viral, antioxidante, 

entre outras.
[86]

 Por exemplo, o cromoglicato dissódico e o nedocromilo sódico, dois 

derivados de cromona, são utilizados como medicamentos no tratamento de asma e rinite 

alérgica, mostrando que, de facto, estes compostos são interessantes modelos estruturais no 

desenho de fármacos. Além disso, alguns derivados foram usados de forma a mimetizar 

pequenos peptídeos e outros exibiram propriedades fluorescentes que poderão revelar-se úteis 

no estudo de membranas lipídicas e proteínas.
[87]

 No entanto, a sua baixa solubilidade em 

água limita o seu uso como princípio ativo de medicamentos. A indústria alimentar e 

cosmética são também um campo de aplicação das cromonas devido ao seu potencial 

antioxidante.  

 

1.6.2.1  Biotransformação de cromonas simples 

 

As referências bibliográficas sobre estudos de biotransformação utilizando 

especificamente cromonas como substrato são muito reduzidas. Aliás, o único estudo 

conhecido pertence a Abul-Hajj e colaboradores, e refere-se à transformação microbiológica 

de alguns compostos usando 32 microrganismos. Neste caso, verificou-se a transformação de 

uma cromanona e algumas hidroxiflavonas, mas constatou-se que nenhum era capaz de 

biotransformar a cromona testada.
[88]

  

 

1.6.2.2  Flavonas 

 

As flavonas (Fig. 15) são um classe de compostos naturais heterocíclicos que também 

pertencem à família dos flavonoides e que se encontram em grande variedade e abundância no 

reino vegetal. Estes compostos protegem as plantas da radiação UV, atraem insetos para 

polinização e participam em interações com microrganismos do solo, entre outras funções na 

natureza.
[89]

 

 

 

 

 

 
 

Fig. 15 – Estrutura das flavonas. 
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As flavonas podem ser divididas em alguns subgrupos atendendo aos substituintes 

presentes. Podendo haver combinações de várias modificações da sua estrutura, existe uma 

variedade de flavonas enorme, embora a flavona não substituída também se encontre na 

natureza. Harborne e Baxter demonstraram a existência de mais de 350 flavonas evidenciando 

a diversidade desta classe de flavonoides que podem ser encontradas em todas as partes das 

plantas.
[90]

 Grande parte das flavonas naturais encontra-se ligada a açúcares formando as 

glicosil flavonas. As flavonas apresentam-se como moléculas interessantes visto possuírem 

uma gama alargada de propriedades com importância biológica, como atividade antifúngica, 

antibacteriana, citotóxica, antitumoral, antimicrobiana, antioxidante, entre outras.
[89]

 Estas 

características levaram a que alguns destes compostos, quer naturais quer sintéticos já se 

encontrem, como princípio ativo, em formulações no mercado. Talvez a mais reconhecida 

seja a atuação das flavonas como antioxidantes nas plantas, o que tem despertado a atenção e 

motivado o estudo das mesmas. Isto deve-se à capacidade de doar um átomo de hidrogénio a 

espécies radicalares reativas, transformando-as em espécies estáveis que não reagem com as 

biomoléculas. Esta capacidade pode também estar relacionada com a complexação com iões 

metálicos.
[91]

 Esta capacidade permite a aplicação de flavonas em áreas como a indústria 

alimentar, cosmética e farmacêutica. Algumas flavonas e seus derivados têm propriedades 

anti-inflamatórias relacionadas com a capacidade de inibir a atividade de algumas enzimas e 

com capacidade de captar radicais livres evitando a oxidação dos sistemas biológicos. Além 

disso, demonstram também atividade antitumoral. Por exemplo, o ácido 8-flavonilacético, 

uma flavona sintética, mostrou atividade antitumoral em ratos, mas os resultados em seres 

humanos não foram tão interessantes o que levou à procura de novos compostos análogos.
[91]

 

Deste modo, compreende-se que além das suas importantes funções na bioquímica, fisiologia 

e ecologia das plantas, as flavonas são componentes importantes na dieta e saúde humanas. 

Estudos sugerem que uma dieta rica em flavonoides, incluindo flavonas, tem correlação com 

um risco diminuído de vários cancros, doenças coronárias, inflamações crónicas e 

osteoporose.
[92]

 Embora já vários autores tenham tentado associar a estrutura dos compostos à 

sua atividade citotóxica contra linhas celulares cancerosas, esta relação não é linear nem em 

termos das subclasses existentes nem com os grupos e posições dos substituintes dentro de 

uma classe. Como as atividades biológicas e bioquímicas dependem de cada estrutura 

individualmente, cada uma deve ser estudada sistematicamente a fim de investigar as suas 

potencialidades.
[92]
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1.6.2.2.1 Biotransformação de flavonas 

 

Na literatura encontram-se vários exemplos de biotransformações de flavonas, sendo 

mais representativas as que envolvem microrganismos. É de realçar à partida que se se 

considerar restritamente as flavonas apenas, deixando de parte derivados como os flavonóis, 

os estudos efetuados não são em número muito considerável. Dando alguns exemplos 

podemos referir que Ibrahim e colaboradores, biotransformaram a flavona não substituída 

usando vários fungos e obtiveram a 4’-hidroxiflavona e a 3’,4’-di-hidroxiflavona como 

produtos principais, embora outros tenham provocado a quebra da ligação C2-C3.
[93]

 Noutro 

estudo do mesmo autor, o microrganismo Streptomyces fulvissimus NRRL 1453B 

biotransformou a 5-hidroxi-, a 6-hidroxi- e a 7-hidroxiflavona nos correspondentes produtos 

4’-hidroxilados, sendo que a 5-hidroxiflavona originou também a 5,3’,4’-tri-

hidroxiflavona.
[88]

 Já Chun e colaboradores, biotransformaram a referida flavona não 

substituída com uma estirpe recombinante de Streptomyces lividans obtendo a 2’,3’-di-

hidroxiflavona e a 3’-hidroxiflavona com rendimentos de 13% e 2,4%, respetivamente 

(Esquema 5).
[94]

  

 

 

 

 

 

 

 

Um outro estudo, onde foi investigada a biotransformação, in vivo, por ratos da 

tangeretina, uma flavona polimetoxilada encontrada em citrinos, possibilitou a identificação 

de vários metabolitos derivados desmetilados ou hidroxilados do composto de partida. As 

alterações ocorreram principalmente na posição 4’. Os resultados estão de acordo com um 

estudo semelhante, mas realizado in vitro.
[95]

 Este tipo de estudos evidencia a necessidade de 

perceber as rotas metabólicas dos flavonoides e os efeitos advindos dos metabolitos 

produzidos, já que os efeitos benéficos poderão surgir dos metabolitos produzidos pela 

biotransformação e não dos compostos de partida.  

 

 

Esquema 5 – Transformações verificadas no trabalho de Chun e colaboradores.[96] 
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6.2.3 (E)-2-Estirilcromonas 

 

Há um grupo mais restrito de cromonas que tem merecido especial atenção por parte 

da unidade de investigação de Química Orgânica, Produtos Naturais e Agro-alimentares 

(QOPNA) do Departamento de Química da Universidade de Aveiro, as 2-estirilcromonas 

(Fig. 16). As suas propriedades interessantes a nível biológico bem como o seu potencial 

farmacológico têm impulsionado o estudo destes compostos que, estruturalmente, são 

semelhante às flavonas, mas com um grupo 2-estirilo em vez do grupo 2-fenilo.   

 

 

         

 

 

                         

                                                 

 

Este tipo de compostos é também reconhecido pelo seu potencial antioxidante, 

nomeadamente pela estabilização eficaz dos radicais fenóxilo formados na presença de 

agentes oxidantes.
[96]

 

No final da década de 1980, foi descrito o isolamento de duas 2-estirilcromonas 

naturais, a hormotamniona e a 6-desmetoxi-hormotamniona, extraídas da alga Chrysophaeum 

taylori que mostraram atividade citotóxica contra células leucémicas.
[97, 98]

 Já no de ano 2006, 

a 5-hidroxi-2-estirilcromona foi isolada da espécie Imperata cylindrica, e embora ainda tenha 

sido pouco estudada comprovou-se a sua atividade antiviral no análogo não natural cuja 

síntese tinha sido descrita em 2000.
[99, 100]

 Mais recentemente, foi isolado mais um composto 

deste género, extraído da espécie Aquilaria sinensis e que mostrou possuir actividade 

neuroprotetora.
[101]

 Deste modo, apenas são conhecidas quatro derivados de 2-estirilcromonas 

de origem natural, embora já tivessem sido desenvolvidas rotas sintéticas para este tipo de 

compostos antes do seu isolamento e se conhecesse o seu elevado potencial. As 2-

estirilcromonas sintéticas mostraram propriedades antialérgicas, antivirais, antitumorais e 

antioxidantes, entre outras.
[96, 102, 103]

 

Várias metodologias de síntese têm sido desenvolvidas e melhoradas, com o intuito de 

obter novos compostos do tipo 2-estirilcromonas ou de os obter em melhores rendimentos, 

alguns deles semelhantes aos usados na preparação de flavonas. Dos diversos métodos 

podemos destacar o rearranjo de Baker-Venkataraman, a condensação aldólica/ciclização 

Fig. 16 – Estutura das (E)-2-estirilcromonas.              
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oxidativa, a reacção de Wittig, a ciclização de cetonas acetilénicas, a condensação de Allan-

Robinson e a condensação aldólica de 2-metilcromonas com benzaldeídos.
[104-106]

 

   Neste caso, não existe na literatura qualquer referência envolvendo a biotransformação 

de 2-estirilcromonas, o que também constitui um aliciante de investigação. 
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2.1 Esquematização experimental  

 

 Neste trabalho foi abordada a temática da biotransformação de compostos 

orgânicos recorrendo a enzimas, tendo como objetivo a obtenção de novos compostos com 

potenciais atividades biológicas. Um dos objetivos era obter derivados com características 

que possibilitassem um aumento da sua biodisponibilidade que conduziria a um aumento 

da sua atividade biológica. A utilização de catalisadores naturais como as enzimas 

constituía ainda um método de síntese que tem por base princípios da química verde cada 

vez mais requeridos tendo em conta a sustentabilidade ambiental dos processos. Para tal 

começou por sintetizar-se um conjunto de compostos para serem usados como substrato 

pela enzima horseradish peroxidase, utilizando peróxido de hidrogénio como oxidante 

(Esquema 6).  

 

 

  
Esquema 6 – Reações realizadas neste trabalho para a síntese dos compostos a usar como substratos nos estudos de 

biotransformação.              
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1 2a     R=
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2b     R=
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3b     (E,E)-2’-hidroxicinamilidenoacetofenona

4a     4’-metoxiflavona

4b    (E)-2-estirilcromona
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 Recorrendo a técnicas clássicas de química orgânica sintetizaram-se diferentes tipos 

de compostos (2’-hidroxi-4-metoxicalcona 1, 4’-metoxiflavona 2, (E)-2-estirilcromona 4) 

para serem usados como substratos nos estudos de biotransformação enzimática. Os 

compostos foram obtidos com bons rendimentos, sendo caracterizados por espetroscopia 

de ressonância magnética nuclear (RMN) como se pode constatar no Capítulo 4 desta 

dissertação. A escolha quer destes compostos quer desta enzima em particular deve-se a 

vários fatores. As calconas, os principais precursores de flavonoides, são compostos de 

síntese simples e com propriedades biológicas interessantes (atividade anti-inflamatória, 

antioxidante, entre outras). A sua biotransformação poderia gerar compostos promissores 

como atestam os vários estudos anteriormente referidos. As flavonas constituem uma vasta 

gama de compostos com diversas propriedades biológicas interessantes conhecidas, que as 

tornam susceptíveis à aplicação em formulações medicinais no mercado. Os resultados 

sobre a sua biotransformação não são em número considerável, mas os resultados 

existentes são promissores. As (E)-2-estirilcromonas são compostos que têm sido alvo de 

estudo pelo grupo de Química Orgânica do Departamento de Química da Universidade de 

Aveiro, para a obtenção de novos derivados e estudo das suas propriedades biológicas. 

Realçar que, neste caso, não são conhecidos estudos que envolvam a biotransformação 

enzimática deste tipo de compostos, constituindo-se assim uma oportunidade de estudo.  

 A peroxidase é uma enzima amplamente distribuída na natureza, sendo o rábano 

(horseradish) a fonte mais utilizada para obter esta enzima. A sua capacidade de oxidar um 

conjunto vasto de compostos orgânicos, utilizando peróxido de hidrogénio como oxidante, 

aliada à sua estabilidade tornam-na uma candidata promissora para estudos de 

biotransformação. O facto de ser fácil a sua obtenção possibilita a sua utilização na forma 

de extrato enzimático, o que constitui uma via mais económica para os estudos de 

biotransformação pretendidos.  

 

2.2  Estudo de condições experimetais  

 

2.2.1  Estudo da estabilidade da HRP em meio orgânico 

 

 Antes de realizar os estudos com compostos cuja biotransformação não estava 

descrita na literatura, houve a necessidade de estudar em que condições reacionais a 
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enzima era capaz de atuar. Deste modo, com o intuito de verificar a estabilidade da enzima 

em meio orgânico e ao longo do tempo, estudou-se a reação entre a enzima e a quercetina, 

um substrato sobre o qual sabíamos que a HRP atua.  

 A quercetina (3,3´,4´,5,7-penta-hidroxiflavona – Fig.17) (5) é um flavonol di-

hidroxilado no anel B (grupo catecol) presente em muitas plantas comestíveis, pelo que é 

parte integrante da dieta humana.
[1-3]

 Este flavonol é conhecido principalmente por possuir 

uma grande capacidade antioxidante ao ser um “scavenger” eficiente de radicais livres, 

desempenhando um papel importante contra a peroxidação lipídica das bicamadas 

fosfolipídicas, por exemplo.
[4, 5]

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 A transformação enzimática de compostos fenólicos utilizando a HRP tem sido 

alvo de estudo não estando completamente esclarecido de que forma e quais os produtos 

formados, podendo tanto dar origem a quinonas como a polímeros, por exemplo.
[6, 7]

 De 

facto, quando a quercetina (5) é usada como substrato, mais de vinte compostos foram 

detetados como produtos da reação podendo haver a quebra da estrutura do flavonol, dando 

origem a ácido protocatecuico, ou ácido floroglucínico, ou, por outro lado, a dímeros ou 

trímeros.
[8, 9]

 Há ainda referência à utilização de extratos de HRP de Mentha piperita e 

Mentha arvensis verificando-se a transformação da quercetina (5) na 2,3-di-

hidroxiflavanona correspondente.
[10]

 Um outro estudo mostra que submetendo a quercetina 

(5) à ação da HRP é possível obter um polímero deste composto, a que denominam 

poliquercetina.
[1]

     

 Deste modo, e embora sabendo que seria difícil compreender completamente a 

reação no que a produtos formados diz respeito, realizou-se um estudo prévio da 

capacidade da enzima atuar em solventes orgânicos, usando a quercetina (5) como 

substrato.    

Fig. 17 – Estrutura da quercetina (3,3´,4´,5,7-penta-hidroxiflavona) (5).             

5 
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 Inicialmente estudou-se a influência do DMF na atividade da enzima, colocando a 

reagir quercetina em 50% DMF com HRP, em solução tampão fosfato pH 6.00, 0.1 M.
[11]

 

A reação foi seguida medindo o decréscimo da absorvência a 370 nm num 

espetrofotómetro de UV-vis e sendo a medição feita pela adição de um equivalente molar 

de H2O2 na cuvete e lida contra um branco em que, neste caso, se adicionou tampão.  

 

 

Quercetina 8,12 mM Tampão Fosfato 

pH 6.00, 0.1 M 

20% 

DMF 

50% 
30ºC 

HRP 4,8 µM 

 

 A Figura 18 evidencia que há diferenças nítidas no espetro de absorção da 

quercetina pelo que haverá formação de produto(s) novo(s) com alteração significativa do 

máximo de absorvência da quercetina a 370 nm com aparecimento de um máximo a cerca 

de 300 nm, indicado na literatura como referente a um heterodímero ou à poliquercetina.
[1, 

9]
 Como aqui apenas se pretende mostrar que a enzima é capaz de atuar em meios 

orgânicos, a reação não foi estudada aprofundadamente em relação ao tipo de produto(s) 

formado(s).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Por outro lado, verifica-se que a enzima continua a ter atividade mesmo após 30 

horas de permanência em meio orgânico e que após 120 horas a atividade enzimática se 

torna praticamente nula (Fig. 19). 

 

 

 

 

Tabela 4 – Condições de reação usadas no estudo da estabilidade da HRP em meio orgânico.  

Fig. 18 – Espetro de UV-vis da quercetina (5) - e após a reação desta com a HRP - durante 3 horas.             
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 Um estudo semelhante foi realizado utilizando MeOH como solvente orgânico, 

sendo que, neste caso, a dificuldade de dissolução da quercetina (5) fez com que a 

percentagem de solvente subisse até aos 70%. Este facto evidencia a necessidade de 

estudar com cuidado cada composto a biotransformar e o sistema de solventes indicado 

para o fazer. Ou seja, mesmo que a enzima esteja ativa a percentagens consideráveis de 

solvente orgânico, apenas depois de conseguirmos dissolver o composto podemos 

considerar essa percentagem como aceitável para os estudos. Neste caso, ainda assim, 

verificou-se que a enzima mantinha atividade após cerca de 24 horas do início da reação. 

Por questão de tempo, não se aprofundaram os estudos de estabilidade, e pese embora, 

como referido, fazer generalizações nestes casos seja difícil, decidiu-se utilizar as 

condições testadas nestes solventes orgânicos, até porque existem referências 

bibliográficas que apoiavam estas escolhas.
[12, 13]

   

 

2.2.2  Estudo da reação de polimerização do m-cresol (6) 

 

 Antes de iniciar os estudos com os compostos sintetizados no decurso deste 

trabalho, testou-se outro substrato que se sabia poder ser utilizado pela enzima. Assim, 

estudou-se a reação enzimática entre o m-cresol (6) e a HRP, pois os dados da literatura 

mostravam ser possível a polimerização deste fenol.
[14, 15]

  

 

  

 

 

 

Fig. 19 – Comparação da reação entre a enzima e a quercetina (5) em meio orgânico após a adição de H2O2 a vários 

tempos de reação através de leituras num espetofotómetro UV-vis a 370 nm, a cada 3 segundos.  

6 

Esquema 7 – Esquema da reação entre a HRP e o m-cressol (6) (adaptado de [14]). 
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 Colocou-se a reagir m-cresol (6) com HRP em tampão fosfato pH 6.00, 0.1 M, num 

meio reacional com 70% MeOH, condição extrema testada na estabilidade da enzima em 

solventes orgânicos. Adicionou-se um equivalente molar de H2O2 (em relação ao fenol) e a 

mistura reacional foi deixada a reagir a 30ºC num banho termostatizado, procedendo-se a 

análises periódicas por HPLC (280 nm). Adicionalmente foi testado o modo de adição do 

peróxido de hidrogénio à reação e de que modo isto influenciava o decorrer da mesma. A 

literatura mostrava que este facto poderia ser preponderante e para tal, efetuou-se uma 

reação idêntica, mas com adição em contínuo de H2O2 atingindo ao fim de algum tempo 

(46 horas) a quantidade molar equivalente de m-cresol (6).
[16]

  

 
 

m-cresol 6,56 mM 
Tampão Fosfato 

pH 6.00, 0.1 M 

17% 

MeOH 

70% 
30ºC H2O2 6,56 mM 

HRP 3,0 µM 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 Na reação que envolveu a adição em contínuo de H2O2 verificou-se a mudança de 

cor da solução da reação ao longo do tempo, com formação de precipitado de cor amarelo 

Fig. 20 – A: Cromatogramas obtidos da análise HPLC da reação entre o m-cresol (6) e a HRP ao longo do tempo 

 com adição contínua de H2O2.  

 B: Efeito da ação da HRP na quantidade de m-cresol (6) presente na reação ao longo do tempo reacional com 

 adição contínua de H2O2.  

A 

B 

Tabela 5 – Condições reacionais usadas no estudo da polimerização do m-cresol (6) pela HRP.  
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pálido. Além disso, a análise por HPLC evidencia uma diminuição do conteúdo de m-

cresol (6) de cerca 70% (Fig. 20). No final do tempo de reação, o solvente foi evaporado, o 

produto foi lavado com água e filtrado a pressão reduzida. O rendimento da reação foi 

definido como a razão entre a massa do produto obtido e a massa de m-cresol (6) usada 

como reagente pelo que o rendimento desta reação foi de 85%.  

 O espetro de RMN 
1
H do polímero (Fig. 21) apesar de evidenciar muito ruído de 

solvente mostra a existência de 2 picos largos distintos: um centrado a δ 6,0 - 7,5 ppm 

relativo aos protões aromáticos e outro na zona δ 1,3 – 2,5 ppm devido aos protões 

metílicos. Parece ainda haver um outro pico menos intenso a cerca de δ 9 ppm talvez 

devido ao protão do grupo hidroxilo, devendo-se o baixo sinal possivelmente à baixa 

concentração da amostra e à labilidade destes protões em constante troca com os do meio. 

A literatura corrobora os resultados obtidos.
[14] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

  

 Já no caso em que a adição de peróxido de hidrogénio não foi contínua, apesar de 

haver uma diminuição brusca de m-cresol (6) na primeira hora de reação, não se verificou 

mudança de cor nem formação de precipitado e o rendimento final da reação foi reduzido 

(15%) (Fig. 22). Este resultado parece elucidar que a adição de todo o peróxido no início 

da reação promove a conversão do m-cresol (6), no entanto, não num polímero que 

precipite no meio reacional, mas em dímeros ou trímeros que continuam solúveis em 

solução.  

 

 

Fig. 21 – Espetro de RMN de 1H do produto obtido da reação entre o m-cresol (6) e a 

HRP. 
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 Deste modo, podemos logo à partida tirar como ilação o facto de a adição de H2O2 

em contínuo favorecer a polimerização do m-cresol (6), o que está de acordo com o 

encontrado na literatura para a polimerização do fenol. Num trabalho, onde se estudou a 

polimerização do fenol com HRP a adição unitária de H2O2 gera um rendimento de 22%, 

enquanto a acumulação da mesma quantidade molar após 160 adições leva a um 

rendimento de 82%. Deste modo, e apesar do quantidade molar de H2O2 ser a mesma (bem 

como a proporção H2O2/fenol =1) verifica-se que adicionando várias vezes uma pequena 

quantidade de peróxido de hidrogénio se obtém um maior rendimento.
[16]

  

 Por outro lado, ficou-se a saber que a enzima é realmente capaz de atuar num meio 

reacional com 70% MeOH. De facto, é referido na literatura que para este substrato e 

usando misturas de metanol/tampão fosfato o rendimento máximo é obtido quando a 

percentagem de metanol é 50%.
[14]

 Num trabalho sobre a polimerização do fenol e testando 

várias misturas de solventes, concluiu-se que a utilização de 60 a 80% de metanol era a 

melhor opção, tendo em conta o rendimento (98 e 91%, respetivamente), mas também o 

baixo custo e a fácil separação do polímero. Nesse caso, verifica-se ainda que usando água 

destilada o rendimento é bastante inferior (16%) tornando-se as várias misturas de 

solventes orgânicos mais promissoras para reações deste género.
[16]

   

 Em termos reacionais, podemos dizer que a enzima é responsável pela produção de 

radicais fenoxilo em condições não muito severas. Estes radicais levam à formação de 

polímeros por um processo de recombinação, sendo basicamente uma reação de 

policondensação [17].  

 Tendo em conta os resultados obtidos com os estudos preliminares anteriores, 

avançou-se para as reações de biotransformação utilizando como substratos os compostos 

sintetizados. 

Fig. 22 – Efeito da ação da HRP na quantidade de m-cresol presente na reação ao longo do tempo reacional com adição 

de H2O2 apenas no início da reação. 
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2.3 Biotranformação de flavonoides e compostos afins    

 

2.3.1 Biotransformação da 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1)  
 

 

 

 

 

 

  

 No primeiro estudo de biotransformação utilizou-se a 2’-hidroxi-4-metoxicalcona 

(1) como substrato para a enzima HRP e como se tratava da primeira reação utilizaram-se 

as condições de reação de um trabalho da literatura, embora com pequenas alterações.
[18]

  

 

 

2’-hidroxi-4-metoxicalcona 1,88 mM 

Tampão acetato de sódio  

pH 5.50, 50 mM 
30 ºC H2O2 96,43 mM 

HRP 54 µM 

 

 Não sendo detetável por tlc qualquer novo produto deu-se por terminada a reação 

ao fim de 24 horas. Por RMN confirmou-se não ter havido qualquer transformação 

mantendo-se o composto de partida inalterado. É importante realçar que a dissolução do 

composto em tampão não foi muito bem-sucedida, encontrando-se grande parte da 2’-

hidroxi-4-metoxicalcona (1) em suspensão. A existência de mais dois grupos hidroxilo nos 

compostos testados no trabalho da literatura (em 4’- e 4-) além do presente em 2’- aumenta 

a solubilidade dos mesmos em solventes aquosos como é o caso do tampão usado.
[18]

 

Nesse caso, foi possível obter 3,3’-bisflavanonas o que não se verificou na nossa reação. 

 Além de a reação poder não ter funcionado pela pouca solubilidade do composto o 

que terá dificultado a interação entre a enzima e o substrato, as características intrínsecas 

deste composto poderão impedir essa mesma interação (grupo metoxilo no anel B) ou, por 

outro lado, poderá não ter características que facilitem essa interação como acontece com 

os compostos testados no trabalho do qual se seguiu o procedimento experimental (grupo 

hidroxilo no anel B). Outro fator que nos merece atenção prende-se com o facto de a 

concentração de peróxido de hidrogénio usada ser muito superior à do substrato a 

1 

Esquema 8 – Esquema reacional da reação entre a 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1) com a enzima HRP. 

Tabela 6 – Condições reacionais usadas para a biotransformação da 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1) pela 

HRP usando condições de reação de trabalho da literatura.[18] 
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transformar, sendo que nas reações de polimerização e outros estudos de biotransformação 

era seguida a proporção substrato/H2O2 =1, embora esta não condiga exatamente com as 

etapas reacionais da enzima pela necessidade de uma molécula de H2O2 e duas de substrato 

para completar o seu ciclo. Encontram-se estudos que explicam que as reações catalisadas 

pela HRP podem sofrer uma grande contrariedade quando na reação há excesso de H2O2. 

O mecanismo molecular que envolve a inativação de peroxidases mediada pelo H2O2 é 

complexo devido às várias reações que podem ocorrer. Quando exposta a uma elevada 

concentração de H2O2 a HRP pode sofrer uma inativação suicida irreversível, havendo 

formação de um radical altamente reativo que pode levar à destruição do grupo prostético 

da enzima.
[19, 20]

 A relação entre a quantidade molar de enzima e de H2O2 com vista à 

determinação da proporção passível de ser usada para que não haja inativação da enzima 

tem sido estudada com algum afinco.
[21-24]

 É curioso verificar que a proporção usada nesta 

reação é condizente com a perda total de atividade da enzima em algumas referências,
[21, 22]

 

mas também com a manutenção da atividade em níveis elevados em outras.
[23, 24]

   

 Decidiu-se então utilizar outro artigo como referência onde embora o tipo de 

compostos estudados seja diferente do nosso, o método utilizado era distinto e podia trazer 

vantagens.
[25] 

 

 

2’-hidroxi-4-metoxicalcona 7,16 mM 
Tampão McIlvaine 

pH 6.00 

50% 

Acetona 

50% 
24ºC H2O2 9,31 mM 

HRP 12 µM 

 

 Neste caso, a utilização de uma mistura acetona/H2O ajudou bastante na dissolução 

do composto o que poderia facilitar a reação. Além disso, utilizou-se uma quantidade 

molar sensivelmente equivalente de substrato e peróxido de hidrogénio, condição usual em 

reações que envolvem peroxidases como referimos anteriormente. Como após 4 horas de 

reação não se detetou a formação de qualquer novo produto voltou a adicionar-se a mesma 

quantidade de H2O2. Como após 24 horas ainda não havia formação de qualquer novo 

produto voltou-se a adicionar H2O2, começando a distinguir-se então a formação de um 

novo produto. A reação foi parada ao fim de 200 horas, procedendo-se a uma extração 

líquido-líquido com acetato etilo/H2O, recolha da fração orgânica e secagem sobre sulfato 

Tabela 7 – Condições reacionais usadas para a biotransformação da 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1) pela HRP 

usando um trabalho da literatura como referência.[25] 
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2’-OH

4-OCH3

de sódio anidro. Após evaporação do solvente à secura efetuou-se uma análise HPLC quer 

do composto de partida quer do resultado final da reação (Fig. 23). 

 

 

 

  

  

  

 De facto, constatou-se que houve formação de novos produtos durante a reação 

pelo que se procedeu a uma purificação por cromatografia em camada fina preparativa. 

Além do composto de partida, recolheram-se 3 novos produtos. A análise por RMN (em 

CDCl3) ajudou a identificar os novos compostos obtidos. A caracterização completa obtida 

recorrendo a estudos bidimensionais HSQC e HMBC dos compostos usados como 

substratos é apresentada no capítulo 4, enquanto a dos produtos sintetizados é apresentada 

no final deste capítulo.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 O espetro de RMN de 
1
H do composto de partida – a 2’-hidroxi-4-metoxicalcona 

(1) – apresenta como características principais um sinal em forma de singuleto a δ 3,87 

ppm correspondente à ressonância dos três protões do grupo metoxilo (4-OCH3), bem 

λ 285 nm 

Caudal 0,8 mL min-1 

Eluente 
Acetonitrilo / Ácido acético 1% 

                70%                          30% 

Fig. 23 – Cromatogramas obtidos por HPLC no início e no final da reação entre a 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1) e a 

HRP, com indicação das condições de análise utilizadas. 

Fig. 24 – Espetro de RMN de 1H da 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1) em CDCl3 (A), com a respetiva expansão (B). 
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CDCl3

4’-OCH3

3-H

2-H
5-H

3’,5’-H
2’,6’-H

7-H

6,8-H

como um sinal em forma de singuleto a δ 12,94 ppm correspondente à ressonância do 

protão do grupo hidroxilo (2’-OH), muito desprotegido por estar ligado a um átomo 

eletronegativo e a estabelecer uma ligação de hidrogénio com o átomo de oxigénio do 

grupo carbonilo (Fig 24). Além disso, os sinais em forma de dupleto e com uma constante 

de acoplamento indicativa de uma ligação trans (J = 15,5 Hz) referentes aos protões 

vinílicos, α e β da dupla ligação existente entre os dois anéis aromáticos, são próprios deste 

tipo de estrutura. O protão β da dupla ligação é mais desprotegido devido à deficiência em 

eletrões provocada pelo efeito mesomérico sacador do grupo carbonilo, logo a sua 

ressonância surge a valores de frequência superiores. No anel B da molécula, a substituição 

na posição 4’ com um grupo metoxilo facilita a correspondência dos protões aos sinais 

existentes, uma vez que se observam dois dupletos com elevada intensidade que acoplam 

entre si (J=8,8 Hz). Há então dois grupos de protões equivalentes (H-2,6 e H-3,5), sendo 

mais desprotegidos os protões H-2,6 devido ao efeito protetor por ressonância do grupo 

metoxilo sentido pelos protões H-3,5.  

 Os espetros obtidos para os 3 novos produtos, não apresentavam os sinais referentes 

quer ao grupo hidroxilo (2’-OH) quer aos protões da dupla ligação, indicando que os 

produtos resultariam provavelmente da ciclização do composto. No entanto, houve 

manutenção dos sinais característicos do anel B do composto de partida.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 25 – Espetro de RMN de 1H da 4’-metoxiflavanona (7) em CDCl3 (A), com a respetiva expansão (B). 

A 

B 

CHCl3 
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 O espetro apresentado (Fig 25) evidencia a manutenção de toda a estrutura presente 

no anel B da 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1) com os protões aromáticos correspondentes às 

posições H-2’,6’ e H-3’,5’, destacando-se também o sinal a δ 3,84 ppm em forma de 

singuleto correspondente à ressonância dos protões do grupo metoxilo. O perfil de espetro 

apresentado que evidencia duas zonas distintas no espetro é característico de uma classe de 

compostos denominada flavanona. Por um lado a zona alifática onde se destaca o sistema 

de spins ABX, com o protão H-2 a δ 5,44 ppm (parte X) e os dois protões H-3 a δ 3,12 e δ 

2,87 ppm (parte AB). Nesta zona do espetro encontra-se também o sinal correspondente 

aos protões do grupo 4’-metoxilo. Já na zona aromática encontram-se os sinais referentes 

aos protões do anel A e B, sendo o H-5, existente sob a forma de duplo dupleto, o mais 

desprotegido devido aos efeitos mesomérico e anisotrópico desprotetor do grupo carbonilo. 

A constante de acoplamento maior do referido sinal (J=8,3 Hz) é semelhante à do sinal em 

forma de tripleto a δ 7,06 ppm pelo que podemos atribuir este sinal ao protão H-6. Pela 

multiplicidade (embora também pelas constantes de acoplamento) é possível atribuir o 

sinal em forma de ddd à ressonância do protão H-7, pelo que o sinal em forma de dupleto a 

δ 7,04 ppm é devido à ressonância do protão H-8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

     

 

 

  

CDCl3

H2O4’-OCH3

5-H
3-OH

Fig. 26 – Espetro de RMN de 1H da 3-hidroxi-4’-metoxiflavanona (8) em CDCl3 (A), com as respetivas expansões (B e C). 
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 O espetro de RMN de 
1
H do segundo composto (Fig. 26) volta a evidenciar duas 

zonas distintas: a zona alifática com os protões do grupo metoxilo presente no anel B e os 

protões do anel C, mas também a zona aromática onde encontramos os sinais referentes 

aos protões dos anéis A e B, sendo também aqui o protão mais desprotegido o da posição 

H-5. Neste caso, conseguiu-se distinguir um sinal a δ 3,65 ppm em forma de dupleto com 

uma constante de acoplamento de 1,9 Hz, bem como um sinal em forma de duplo dupleto a 

δ 4,65 ppm com uma pequena constante de acoplamento de igual valor. Assim sendo, o 

sinal a δ 3,65 ppm corresponde à ressonância do protão 3-OH e o sinal a δ 4,65 ppm 

corresponde à ressonância do protão H-3. Desta forma, o sinal em forma de dupleto a δ 

5,10 ppm deve-se à ressonância do protão em H-2. Por outro lado, sendo J = 12,4 Hz a 

constante de acoplamento entre os protões H-2 e H-3 podemos inferir que estamos perante 

uma configuração trans-diaxial entre os protões deste sistema de spins AB.  

 A quantidade de composto obtida do terceiro produto tornou difícil a identificação 

inequívoca da sua estrutura pela fraca resolução do espetro de RMN de 
1
H, ainda assim 

conseguiu-se destacar a ausência de sinais na zona alifática à exceção do correspondente à 

ressonância dos protões do grupo 4’-metoxilo. Deste modo, a estrutura presente não exibe 

protões referentes a C-2 e C-3 como nos casos anteriores das flavanonas, mas uma dupla 

ligação entre os dois carbonos, característica de compostos do tipo flavona. A ausência do 

protão H-3 indica que haverá um substituinte nesta posição, provavelmente hidroxilo, cuja 

labilidade impede a presença do seu sinal correspondente em forma de singuleto de forma 

intensa. Assim sendo, da reação entre a HRP e a 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1) 

obtiveram-se como produtos os compostos apresentados na Tabela 8.          
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Composto Estrutura Rendimento (%) 

2’-hidroxi-4-metoxicalcona 

 

11  

Recuperado 

4’-metoxiflavanona 

 

26 

3-hidroxi-4’-metoxiflavona 

 

3 

3-hidroxi-4’-metoxiflavanona 

 

6 

   

 A análise e consulta bibliográfica levantaram, de imediato, incerteza quanto aos 

resultados obtidos. De facto, a literatura refere que o composto 3-hidroxi-4’-metoxiflavona 

(9) pode ser obtido por heterociclização oxidativa com peróxido de hidrogénio usando 

como reagente o nosso substrato.
[26, 27]

 Sendo o nosso composto uma calcona sabe-se que 

estas podem existir em equilíbrio com a sua forma fechada, as flavanonas, ou seja, em 

soluções ácidas, neutras ou fracamente alcalinas as calconas são transformadas (ainda que 

lentamente) em flavanonas.
[28, 29]

 Deste modo, a 4’-metoxiflavanona não será um produto 

resultante da ação da peroxidase, mas o produto de uma reação paralela não enzimática.  

 

 

 

  

  

 Assim sendo, o facto de se obter estes produtos poderá dever-se às condições 

reacionais ou à utilização de H2O2 e não propriamente à ação da peroxidase. Estes 

Tabela 8 – Resultados obtidos na reação da 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1) com a HRP usando as condições 

de um trabalho da literatura como referência.[25] 

Esquema 9 – Equilíbrio calcona-flavanona. 
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resultados alertaram-nos então para a necessidade de realizar paralelamente um controlo 

reacional onde não se adiciona enzima. Realçar que no artigo utilizado como referência 

para a primeira reação também não foi realizado qualquer controlo da reação, o que levanta 

dúvidas quanto aos resultados aí obtidos.    

 Para poder seguir esta reação por HPLC injetaram-se os produtos anteriormente 

isolados e otimizaram-se as condições de modo a conseguir distinguir o aparecimento dos 

produtos durante a reação, pelo aparecimento dos picos correspondentes (Fig. 27).  

 

 

 

 

 

 

  

  

  

 Pretendeu-se então, averiguar se as transformações ocorreriam segundo o esquema 

reacional abaixo apresentado (Esquema 10).  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

  

  

 

λ 285 nm 

Caudal 0,8 mL min-1 

Eluente 
Acetonitrilo / Ácido acético 1% 

                60%                          40% 

3-hidroxi-4’-metoxiflavona 

3-hidroxi-4’-metoxiflavanona 

 

4’-metoxiflavanona 

 

2’-hidroxi-4-metoxicalcona 

 

1 

7 

8 

9 

Fig. 27 – Análise HPLC dos produtos isolados após a reação da 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1) com a enzima HRP, com 

as condições de operação utilizadas. 

Esquema 10 – Transformações que hipoteticamente poderão ter ocorrido na 

reação da 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1) com a enzima HRP.    
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 Para tal, efetuou-se um novo estudo da reação, em condições semelhantes residindo 

a diferença na utilização de DMSO como solvente em vez de acetona uma vez que este 

permitia uma melhor dissolução do composto. Além disso, neste caso, procedeu-se a um 

controlo da reação, sem adição de enzima.  

 

 
 

2’-hidroxi-4-metoxicalcona 7,25 mM 
Tampão McIlvaine 

pH 6.00 

50% 

DMSO 

50% 
30 ºC H2O2 9,31 mM 

HRP 12 µM 

  

 Passadas 5 horas do início da reação, a análise por HPLC permitiu verificar a 

formação da 3-hidroxi-4’-metoxiflavona (9) na reação com a enzima, o que não aconteceu 

no controlo (Fig. 28). Embora pelo cromatograma a quantidade formada pareça bastante 

reduzida devemos ter em conta que as condições escolhidas para a análise da reação 

estavam otimizadas para a monitorização do composto de partida e não para o(s) 

produto(s) formado(s). Ainda assim, a não diminuição do pico referente à 2’-hidroxi-4-

metoxicalcona (1) evidencia que a transformação foi reduzida. A análise apenas da fração 

orgânica eliminava o pico com um tempo de retenção próximo dos 2,5 minutos, pelo que 

não foi dada grande importância à sua presença. Decidiu-se adicionar mais H2O2, em 

ambos os casos. Ao fim de 24 horas, constatou-se que na reação continuava a haver como 

produto a 3-hidroxi-4’-metoxiflavona (9), enquanto no controlo se detetou a formação da 

4’-metoxiflavanona (8) (ambos em quantidade reduzida em relação ao composto de 

partida). Voltou-se então a adicionar H2O2 e passadas 30 horas detetou-se a formação da 

4’-metoxiflavona (9), mas também da 3-hidroxi-4’-metoxiflavanona (8) na reação. No caso 

do controlo apenas se detetava a formação da 4’-metoxiflavanona (8). Passadas 50 horas 

do início da reação, os 3 produtos isolados anteriormente foram detetados tanto na reação 

enzimática como no controlo da mesma.  

 

 

 

 

 

Tabela 9 – Condições reacionais usadas para a biotransformação da 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1) pela HRP 

usando DMSO como solvente da reação. 
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 Passadas 75 horas, e continuando a destacar-se os mesmos picos no cromatograma, 

as diferenças entre controlo e reação enzimática e mesmo ao longo do tempo eram tão 

pequenas que o seu estudo em termos quantitativos teria um erro associado próximo do 

erro de medição do aparelho, pelo que os resultados careceriam de validade. Passadas 150 

horas, a análise do cromatograma da reação mostrou um pico adicional próximo dos 

referentes aos compostos anteriormente mencionados, o que não se verificou no caso do 

controlo. Como se verificou que a formação dos produtos já isolados se deu em ambos os 

casos, decidiu-se adicionar HRP à reação (tampão no controlo) e também H2O2 com o 

intuito de poder exponenciar a formação do novo produto que apenas era detetável na 

reação. Após 200 horas, verificou-se que a única diferença assinalável entre ambas as 

reações residia no pico com um tempo de retenção de cerca de 3,50 minutos que se 

encontrava na reação e estava ausente no controlo (Fig. 29). Além disso, conseguiu-se 

observar o aumento dos picos referentes aos compostos já identificados. Como não se 

observou muita evolução nas transformações ao longo do tempo, decidiu-se parar as 

reações ao fim de 250 horas. Além da análise por HPLC também a análise por tlc realizada 

antes de finalizar as reações evidenciou que a reação enzimática apresentava mais uma 

mancha que o controlo. 

 

 

 

 

 

Fig. 28 – Cromatogramas obtidos pela análise por HPLC da reação da 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1) com a HRP usando 

DMSO como solvente da reação (as setas evidenciam os produtos formados).   
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 Procedeu-se a uma extração líquido-líquido de ambas as reações com acetato de 

etilo/H2O, dificultada pelo comportamento evidenciado pelo DMSO (interfase fase 

orgânica/fase aquosa). A fração orgânica foi recolhida e o solvente evaporado à secura 

após secagem sobre sulfato de sódio anidro. Em seguida, procedeu-se a uma purificação 

por cromatografia em camada fina preparativa, efetuando-se uma análise por RMN (em 

CDCl3) com o intuito de identificar os vários produtos isolados. 

 

 

 
Composto Estrutura Rendimento (%) 

Reação 

2’-hidroxi-4-metoxicalcona 

 

26  

Recuperado 

4’-metoxiflavanona 

 

12 

3-hidroxi-4’-metoxiflavanona 

 

18 

Fig. 29 – Cromatogramas obtidos pela análise HPLC da reação da 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1) com a HRP usando 

DMSO como solvente da reação (pico assinalado corresponde ao produto desconhecido). 

Tabela 10 – Resultados obtidos na reação da 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1) com a HRP utilizando DMSO como solvente 

da reação. 
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 A análise da Tabela 10 permite retirar algumas conclusões acerca da ação da 

peroxidase sobre a 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1). Como referido anteriormente, a 

dificuldade na extração poderá conduzir a uma diminuição significativa dos rendimentos 

obtidos pela diminuição da quantidade de composto recolhida no final da reação. O facto 

de em ambos os casos se obter a 4’-metoxiflavanona (7) não constitui surpresa, já que, 

como referido anteriormente e em solução, as calconas poderem estar em equilíbrio com a 

sua forma fechada. A reação enzimática possibilitou a obtenção da 3-hidroxi-4’-

metoxiflavanona (8) com um rendimento de 18% o que constitui um resultado interessante. 

Por outro lado, a obtenção deste, embora com inferior rendimento (7%) no ensaio controlo 

é um resultado que causa alguma estranheza. A explicação encontrada para este resultado 

sustenta-se na reação de Algar, Flynn e Oyamada em que se podem obter flavonóis pela 

ciclização oxidativa de 2’-hidroxicalconas. Nesta reação, após a formação do epóxido há 

abertura do anel de oxirano originando as 3-hidroxiflavanonas.
[30, 31]

 Por oxidação destas 

obtêm-se então as 3-hidroxiflavonas.  

 

 Composto Estrutura Rendimento (%) 

Controlo 

2’-hidroxi-4-metoxicalcona 

 

39 

Recuperado 

4’-metoxiflavanona 

 

4 

3-hidroxi-4’-metoxiflavona 

 

1 

3-hidroxi-4’-metoxiflavanona 

 

7 
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 No entanto, este tipo de reação é conduzido em meio alcalino (NaOH, por exemplo) 

sendo que, no nosso caso, o pH no meio reacional era de 6.0, ou seja, perto da 

neutralidade, e até ligeiramente ácido. Ainda assim, terá possibilitado a ocorrência desta 

reação conduzindo à obtenção de ambos os produtos no controlo da reação. Deste modo, é 

compreensível que se tenha obtido a 3-hidroxi-4’-metoxiflavanona (8) nos dois casos 

constatando-se que a utilização da enzima melhorou o rendimento em relação à obtenção 

deste produto, embora não de forma totalmente satisfatória. A possibilidade de obtenção 

deste produto em condições relativamente simples (meio alcalino e H2O2) sem a 

necessidade de muitos passos reacionais e com melhores rendimentos, não torna a 

biotransformação com HRP um método de obtenção mais sustentável e desejado. Por outro 

lado, a não obtenção da 3-hidroxi-4’-metoxiflavona (9) na reação catalisada 

enzimaticamente causa estranheza, pois há formação de uma quantidade assinalável do 

composto 3-hidroxi-4’-metoxiflavanona (8), sendo este intermediário da ciclização 

oxidativa da calcona estudada em que se obteria o respetivo flavonol. No entanto, a análise 

por HPLC identificou a 3-hidroxi-4’-metoxiflavona (9) como um produto da reação onde a 

enzima estava presente, sendo que possivelmente a pouca quantidade formada aliada à 

dificuldade na extração tenham mascarado a sua não obtenção após purificação da reação. 

 Devemos ainda referir que apesar de através das análises por HPLC e tlc se ter 

verificado a presença de um outro produto na reação enzimática ausente no controlo da 

mesma, após o processo de purificação não foi possível isolar qualquer outro produto além 

dos mencionados anteriormente. 

Esquema 11 – Transformação da 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1) pela reação de Algar, Flynn e Oyamada em condições 

alcalinas. 
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 Na bibliografia, encontra-se referência à biotransformação da 2’4’-di-hidroxi-4’-

metoxicalcona, diferindo da nossa apenas pela presença de mais um grupo hidroxilo na 

posição 4’ do anel A da calcona. Esta biotransformação (Esquema 12-a) é realizada por 3 

peroxidases existentes em culturas celulares de Medicago truncatula e iniciada pela 

formação de um radical fenoxilo iniciado no grupo hidroxilo presente na posição 2’. A 

ciclização gera a formação de um radical que pode então dimerizar. Este tipo de composto 

foi também obtido quando se usou a calcona não substituída no anel B, mas com um ou 

dois grupos hidroxilo no anel A.
[32]

 No presente estudo não se conseguiu obter o produto 

dimerizado que teria origem na calcona usada como substrato, embora talvez fosse este o 

produto adicional presente na reação enzimática além dos que se conseguiram isolar.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

 Por outro lado, estes autores referem a posição 4’ do anel B, posição ocupada por 

um grupo metoxilo na nossa estrutura de partida, como fulcral para a via sintética que leva 

à formação de uma aurona (Esquema 13). Nesse caso, para que a reação se inicie é 

necessário que nessa posição se encontre um grupo hidroxilo, e caso haja proteção dessa 

posição com um grupo metoxilo dá-se a dimerização referida anteriormente.   

Esquema 12 – Biotransformações de 2’-hidroxicalconas reportadas na literatura.[32]  
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 Esta via sintética é iniciada pela formação de uma radical fenoxilo catalisada pela 

peroxidase, ocorrendo os passos seguintes de forma predominantemente não enzimática. 

Há um rearranjo radicalar seguido da oxigenação do carbono α e ciclização epoxidativa 

com o carbono β dando origem a uma estrutura do tipo dioxetano. A abertura 

intramolecular do dioxetano resulta no hidroperóxido 2-(α-peroxibenzil)cumaranona que 

após quebra e desidratação pode dar origem aos dois produtos finais. Já quando utilizaram 

uma calcona com apenas um grupo hidroxilo no anel A, apenas a aurona foi detetada como 

produto final da reação. Por outro lado, a presença de dois grupos hidroxilo no anel B 

(grupo catecol) também gerou apenas a aurona. Um resultado idêntico foi obtido quando se 

utilizou a 2’,3,4,4’,6’-penta-hidroxicalcona como substrato e resíduo sólido de cebola 

como extrato de peroxidase (Esquema 14). Segundo os autores a enzima é capaz de 

mimetizar a ação da auresidina sintase e gerar a aurona com um rendimento de 55%, não 

Esquema 13 – Formação de uma aurona como produto da biotransformação de uma calcona pela HRP.[32] 
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sendo detetável este produto quando se efetua a mesma reação sem a adição da enzima.
[33]

  

   

  

 

 

 

 

 

 

  

 Convém, no entanto, fazer uma ressalva quanto aos resultados apresentados. A 

anteriormente referida reação de Algar, Flynn e Oyamada origina auronas, além de 

flavonóis, quando se submete 2’-hidroxicalconas à ação do peróxido de hidrogénio em 

condições alcalinas, principalmente quando há também substituintes na posição 6’ como 

acontece no composto do estudo acima referido. Em vez do ataque do grupo 2’-hidroxilo 

ocorrer no carbono β que dá origem ao flavanol, neste caso ocorre no carbono α depois da 

formação do epóxido originando-se assim a aurona correspondente.
[30, 34]

 De qualquer 

forma, e embora um dos estudos apresentados não faça o controlo sem adição de 

enzima,
[32]

 o estudo anterior efetuou-o, pelo que é razoável pensar que com as condições 

usadas (suaves em relação a H2O2) as transformações se devem à ação da enzima. 

 Há ainda um estudo que refere a biotransformação da 2’,4,4’-tri-hidroxi-3-

metoxicalcona utilizando uma peroxidase purificada de uma cultura celular de C. 

didymobotrya e, nesse caso, obteve-se o correspondente dímero 3,3’-biflavanona. Ou seja, 

apesar de possuir o grupo hidroxilo na posição 4 do anel B, neste caso, não se verificou a 

formação da aurona, talvez dificultada pela presença do grupo metoxilo na posição 3.
[18]

   

  

 

 

 

 

 

  

Esquema 14 – Biotransformações de calconas que envolveram a formação de auronas pela ação da HRP.  

Esquema 15 – Biotransformação reportada na literatura usando uma 2’-hidroxicalcona como substrato e obtendo uma 

3,3’-bisflavanona como produto.[18]  
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 Já quando os mesmos autores usaram uma mistura enzimática não purificada, a 

biotransformação originou a flavona correspondente, sem grupo hidroxilo na posição 3 

como seria de esperar (Esquema 16).
[18]

  

 

 

 

 

  

  

 Estes resultados mostram que a biotransformação de calconas usando peroxidases 

não está totalmente esclarecida, que os resultados obtidos, embora não satisfatórios em 

termos de produtos obtidos, podem ser explicados e que poderá haver posições chave na 

estrutura dos compostos para a atuação da enzima.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 16 – Biotransformação utilizando a HRP e uma 2’-hidroxicalcona como substrato, obtendo uma flavona como 

produto.[18] 
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 2.3.2  Biotransformação da 4’-metoxiflavona (2) 

 

 

 

  

 

 

 As flavonas são compostos que apresentam em solução estabilidade superior às 2’-

hidroxicalconas, o que, neste caso, traria a vantagem de limitar reações paralelas que, 

como vimos, acontecem com as calconas. Ainda assim, começou-se por realizar um estudo 

preliminar sem adição de enzima para verificar se a adição de H2O2 à 4’-metoxiflavona (2) 

originava algum produto. Realizou-se o estudo em DMF garantindo uma boa solubilidade 

do composto de partida a 30ºC, pois seria esta a temperatura usada nos estudos de 

biotransformação.  

 

 

4’-metoxiflavona 7,65 mM Tampão Fosfato 

pH 6.00, 0.1 M 

50% 

DMF 

50% 
30ºC 

H2O2 10,04 mM 

 

 Após 6 dias de reação não se verificaram alterações significativas, já que tanto a 

análise por tlc como por HPLC não evidenciava a formação de novos produtos, sendo 

apenas detetável o composto de partida. Ainda assim, decidiu-se aumentar a quantidade de 

peróxido de hidrogénio na reação de forma significativa com o intuito de “testar” este 

parâmetro “ao limite”. Os sucessivos aumentos da quantidade de H2O2 avaliados com 

análises ao longo do tempo evidenciaram a pouca reatividade desta flavona nestas 

condições, pois não se detetou a formação de novos compostos.  

 Assim sendo, decidiu-se estudar a biotransformação da 4’-metoxiflavona (2) pela 

HRP em 50% DMF, efetuando a reação a uma temperatura de 30ºC utilizando para tal um 

banho termostatizado. A reação foi seguida através de análises ao longo do tempo quer por 

HPLC (otimizada tendo em conta o composto de partida) quer por tlc.  

 

 

Esquema 17 – Reação da 4’-metoxiflavona (2) com a enzima HRP. 

Tabela 11 – Condições reacionais usadas para testar a reatividade da 4’-metoxiflavona (2) na presença de H2O2 e DMF. 

2 
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4’-metoxiflavona 7,65 mM 
Tampão Fosfato 

pH 6.00, 0.1M 

50% 

DMF 

50% 
30ºC H2O2 10,04 mM 

HRP 3,7 µM 

 

 

 

 

 

 As análises por tlc realizadas ao longo do tempo mostraram a formação de novos 

compostos na reação, enquanto as análises por HPLC evidenciavam a diminuição do 

composto de partida.  

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 Ao fim de cerca de 150 horas, a reação foi terminada e procedeu-se a uma extração 

líquido-líquido com acetato de etilo/H2O. A fração orgânica foi recolhida, seca sobre 

sulfato de sódio anidro, evaporando-se então o solvente à secura. Posteriormente, efetuou-

se uma purificação por cromatografia em camada fina preparativa e os compostos 

purificados foram sujeitos a uma análise por RMN para a sua identificação. Infelizmente, a 

dificuldade na extração da fração orgânica limitou a obtenção de quantidade suficiente de 

alguns produtos para a obtenção de um espetro de RMN que permitisse a sua identificação.  

Também, neste caso, apresenta-se para discussão os espetros RMN de 
1
H do substrato e 

dos produtos isolados, estando as caracterizações completas dos compostos numa secção 

posterior desta dissertação. 

λ 325 nm 

Caudal 0,8 mL min-1 

Eluente 
Acetonitrilo / Ácido acético 1% 

                60%                          40% 

Tabela 12 – Condições reacionais usadas para a biotransformação da 4’-metoxiflavona (2) pela HRP e condições 

de análise da reação por HPLC, usando DMF como solvente. 
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Fig. 30 – Gráfico da relação substrato vs tempo pela monitorização por HPLC do conteúdo de 4’-metoxiflavona (2) 

na reação com a HRP. 
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4’-OCH3
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3-H

CDCl3

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 O espetro de RMN de 
1
H do composto de partida, a 4’-metoxiflavona (2), apresenta 

picos característicos que permitem a sua elucidação estrutural (Fig.31). Nomeadamente, o 

sinal em forma de singuleto presente a δ 3,90 ppm correspondente à ressonância dos três 

protões do grupo 4’-metoxilo da flavona (4’-OCH3). Este grupo é protetor e a cedência de 

eletrões ao anel aromático faz com que os sinais dos protões nas posições orto e para 

aparecerem mais protegidos. Assim sendo, os protões da posição orto (H-3’,5’) surgem a δ 

7,03 ppm e os da posição meta (H-2’,6’) a δ 7,90 ppm. É característico também o sinal em 

forma de singuleto correspondente à ressonância do protão H-3 do anel C da flavona a δ 

6,76 ppm. O sinal a δ 8,23 ppm em forma de duplo dupleto correspondente à ressonância 

do protão H-5, o qual aparece a um valor de frequência superior em relação aos restantes 

protões do anel A da flavona devido aos efeitos mesomérico e anisotrópico do grupo 

carbonilo. O efeito de ressonância é também sentido pelo protão em H-7 pelo que, dos 

protões do anel A, é este o que aparece em seguida no espetro de RMN 
1
H. A atribuição 

dos restantes sinais aos protões correspondentes pode ser feita tendo em conta a forma dos 

sinais no espetro. Deste modo, o sinal a δ 7,41 ppm (ddd) corresponde ao protão H-6, 

enquanto o sinal em forma de duplo dupleto a δ 7,56 ppm corresponde ao protão H-8.            

Fig. 31 – Espetro de RMN de 1H da 4’-metoxiflavona (2) em CDCl3 (A), com a respetiva expansão (B) . 

CDCl3

3-H

5-H
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4’-OCH3

5-H

CDCl3

 A análise do espetro de RMN 
1
H permitiu a elucidação estrutural da 6-hidroxi-4’-

metoxiflavona como um produto da reação catalisada enzimaticamente, já que é possível 

identificar os sinais mais característicos deste composto (Fig. 32).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Constatou-se que os sinais referentes aos protões do anel B se mantêm inalterados, 

com um sinal em forma de singuleto a δ 3,90 ppm correspondente à ressonância dos três 

protões do grupo 4’-metoxilo. Na zona aromática do espetro, encontram-se os sinais 

correspondentes aos restantes protões do anel B, seja a δ 7,03 ppm relativo aos protões das 

posições H-3’,5’, mais protegidos, seja a δ 7,87 ppm correspondente aos protões nas 

posições H-2’,6’. O sinal em forma de singuleto a δ 6,76 ppm correspondente à ressonância 

do protão H-3 evidencia a manutenção da estrutura do tipo flavona. Já no que ao anel A diz 

respeito, o número de protões restantes (três) indica que uma das posições terá sido 

ocupada por um grupo hidroxilo, não sendo detetável no espetro o sinal correspondente 

devido à labilidade dos protões deste tipo de substituinte. Constata-se que a constante de 

acoplamento pequena (J = 2,3 Hz) do sinal em forma de duplo dupleto a δ 7,95 ppm é 

igual à constante do dupleto a δ 8,56 ppm, sendo esta característica de um acoplamento 

meta. Deste modo, e sendo o sinal em forma de dupleto a δ 8,56 ppm correspondente ao 

protão H-5, mais desprotegido devido ao efeito mesomérico do grupo carbonilo, o sinal em 

forma de duplo dupleto corresponderá ao protão H-7, estando a posição 6 do anel A 

substituída com um grupo hidroxilo. De facto, a constante maior do duplo dupleto a δ 8,55 

3-H

3’,5’-H
2’,6’-H

7-H
8-H

Fig. 32 – Espetro de RMN de 1H da 6-hidroxi-4’-metoxiflavona (10) em CDCl3 (A), com as respetivas expansões (B e C). 

A 

B C 

CHCl3 

65 



Capítulo 2                                                                                                         Resultados e Discussão 

ppm evidencia um acoplamento orto com o sinal em forma de dupleto a δ 7,33 ppm, que 

assim corresponderá à ressonância do protão H-8, apresentando-se a ressonância deste a 

menores valores de frequência pelo efeito protetor do oxigénio presente na posição 1.     

     

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 Analisando a tabela 13, constata-se que a quantidade de composto de partida 

recolhida no final da reação foi reduzida, logo dever-se-ia esperar uma grande taxa de 

transformação em novos derivados. Já a análise por HPLC, mostrou que no final da reação 

ainda era detetável cerca de 60% do composto de partida, valor substancialmente superior 

ao realmente obtido após purificação da reação. Por outro lado, apenas se conseguiu isolar 

e identificar um novo produto (a 6-hidroxi-4’-metoxiflavona 10) e com um rendimento 

muito baixo. O facto de se ter obtido uma quantidade reduzida no final do processo de 

extração pode ter “ocultado” a formação de outros produtos, cuja pouca quantidade obtida 

impossibilitou a análise por RMN. Como tal, e depois desta reação não foi possível retirar 

conclusões precisas em relação à biotransformação da 4’-metoxiflavona (2) utilizando a 

horseradish peroxidase, nas condições anteriores. 

 Voltámos a estudar a reação utilizando o mesmo substrato, mas, neste caso, usando 

metanol (MeOH) como solvente com o intuito de facilitar o processo de extração a fim de 

obter a máxima quantidade possível de compostos recolhidos no final da reação.  

 No entanto, usou-se uma maior quantidade de solvente para conseguir dissolver 

bem o composto de partida. Decidiu-se ainda voltar a realizar o estudo sem a enzima, para 

Composto Estrutura Rendimento (%) 

6-hidroxi-4’-metoxiflavona 

 

6  

4’-metoxiflavona 

 

28 

Recuperado 

Tabela 13 – Resultados obtidos na reação da 4’-metoxiflavona (2) com a HRP utilizando DMF 

como solvente da reação. 
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garantir que as transformações existentes se deviam à sua ação e não a fatores externos 

(H2O2, MeOH).  
 

 

4’-metoxiflavona 5,78 mM Tampão Fosfato 

pH 6.00, 0.1M 

25% 

MeOH 

75% 
30ºC 

H2O2 7,35 mM 

 

 Neste caso, e após 6 dias de reação, voltou a não se detetar qualquer alteração 

significativa, quer em tlc quer por HPLC. Posteriormente a adição gradual de H2O2 (conc.) 

levou à formação de um produto cuja análise por RMN não permitiu identificar com 

clareza, uma vez que parecia uma mistura de produtos. Na literatura não se encontra 

referência a produtos formados pela ação do H2O2 sobre esta flavona, o que evidencia a sua 

estabilidade. Neste caso, e embora o espetro de RMN não seja conclusivo poderá ter 

havido quebra da molécula. De qualquer forma é notório no espetro a não formação do 

composto mono-hidroxilado obtido na reação anterior.  

 

 Realizou-se então o estudo de biotransformação envolvendo a 4’-metoxiflavona (2) 

e a HRP usando MeOH como solvente, num banho termostatizado a 30ºC.  

 

 

4’-metoxiflavona 5,78 mM 
Tampão Fosfato 

pH 6.00, 0.1 M 

25% 

MeOH 

75% 
30ºC H2O2 7,35 mM 

HRP 2,8 µM 

 

 

 

 

  

 Nesta reação, optou-se por adicionar o peróxido de hidrogénio em várias frações e 

não toda a quantidade de uma vez só. Deste modo, fizeram-se 5 adições de 50 µL ao fim 

de 0, 15, 20, 35 e 45 horas, totalizando após este período a concentração final de peróxido 

de hidrogénio referido na Tabela 15. Após 24 horas do início da reação, foram detetadas 

λ 325 nm 

Caudal 0,8 mL min-1 

Eluente 
Acetonitrilo / Ácido acético 1% 

                60%                          40% 

Tabela 14 – Condições reacionais usadas para testar a reatividade da 4’-metoxiflavona (2) na presença de H2O2 e MeOH. 

Tabela 15 – Condições reacionais usadas para a biotransformação da 4’-metoxiflavona (2) pela HRP e condições 

de análise da reação por HPLC, usando MeOH como solvente. 
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CDCl3

H2O

4’-OCH3

3-H

7-H5-H

2’,6’-H

Fig. 33 – Espetro de RMN de 1H da 8-hidroxi-4’-metoxiflavona (11) em CDCl3 (A), com as respetiva expansões (B e C). 

novas manchas na análise por tlc, presumivelmente correspondentes a novos compostos. 

Deixou-se a reação prosseguir mais algum tempo a fim de verificar o aumento destas 

manchas e o desaparecimento do composto de partida após todo o H2O2 ter sido 

adicionado. Após várias análises e como não se verificou de forma significativa o 

desaparecimento do composto de partida, com o intuito de promover alterações neste 

padrão de resultados, foi adicionada mais enzima (a mesma quantidade que no início) à 

reação passadas cerca de 120 horas. No entanto, não se verificaram alterações 

significativas. Após 170 horas, adicionou-se novamente enzima e também H2O2 (50 µmol). 

Como voltaram a não se verificar alterações significativas, a reação foi terminada ao fim 

de 200 horas. Extraiu-se a fração orgânica com acetato de etilo/H2O e após a sua recolha 

esta foi seca sobre sulfato de sódio anidro, bem como o solvente evaporado à secura no 

evaporador rotativo. Procedeu-se posteriormente a uma purificação por cromatografia em 

camada fina preparativa e os compostos recolhidos foram analisados por RMN com vista à 

sua identificação estrutural. Constatou-se que um dos compostos isolados se tratava da 6-

hidroxi-4’-metoxiflavona (10), composto obtido na reação anterior. Já o outro composto 

apresentava características semelhantes que permitiram identificá-lo como um composto 

com uma estrutura do tipo flavona, mas com um padrão de substituição diferente (Fig 33).  
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 Os sinais presentes no espetro de RMN de 
1
H permitem verificar que relativamente 

ao anel B a estrutura se manteve inalterada. Na zona alifática do espetro constata-se apenas 

a presença de um sinal em forma de singuleto a δ 3,91 ppm correspondente à ressonância 

dos protões do grupo metoxilo, enquanto na zona aromática se distingue o sinal em forma 

de dupleto correspondente à ressonância dos protões H-2’,6’, bem como o sinal dos 

protões H-3’,5’ mais protegidos devido ao efeito protetor do grupo substituinte em 4’-

OCH3. Além disso, constata-se também a presença de um sinal em forma de singuleto a δ 

6,79 ppm, característico da ressonância do protão H-3 de flavonas. O facto de apenas 

existirem sinais correspondentes a três protões, evidencia que uma das posições do anel A 

estará substituída. Dos três sinais apresentados, dois deles apresentam uma constante de 

acoplamento 
4
J = 1,6 Hz, indicativo de um acoplamento meta entre os protões 

correspondentes e surgem a valores superiores de frequência, ou seja, mais desprotegidos. 

O outro sinal em forma de tripleto com uma constante de acoplamento J = 7,8 Hz 

evidencia que um dos protões acopla com outros dois protões, pelo que os três protões das 

posições não substituídas se encontram de forma sucessiva na estrutura do anel A. O efeito 

mesomérico e anisotrópico desprotetor do grupo carbonilo permite atribuir o sinal em 

forma de duplo dupleto a δ 8,20 ppm ao protão H-5 e o sinal em forma de duplo dupleto a 

δ 8,13 ppm correspondente ao protão H-7, no qual só se sente o referido efeito 

mesomérico. Deste modo, o sinal em forma de tripleto corresponde à ressonância do protão 

em H-6. A ausência do sinal do protão restante permite então assumir a existência de um 

grupo hidroxilo na posição H-8, cuja labilidade do mesmo não permite a deteção do sinal 

no espetro de RMN 
1
H. Concluíu-se assim da elucidação estrutural do produto isolado da 

reação como sendo a 8-hidroxi-4’-metoxiflavona (11).   
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 Embora neste caso, não houvesse a dificuldade de extração a limitar a quantidade 

de composto obtida, recolheram-se compostos cuja análise por RMN não permitiu a sua 

identificação. Voltou-se então a obter a 6-hidroxi-4’-metoxiflavona (10), confirmando ser 

este um produto originado pela ação da enzima. No entanto, nesta reação, conseguiu-se 

isolar também a 8-hidroxi-4’-metoxiflavona (11), outra flavona mono-hidroxilada no anel 

A, sendo o rendimento obtido menor do que o verificado para a 6-hidroxi-4’-

metoxiflavona (10).  

 Um dos fatores para um melhor rendimento na biotransformação de fenóis é, como 

se verificou, a adição de peróxido de hidrogénio em pequenas quantidades ao longo do 

tempo em vez de uma única adição. Deste modo, com o intuito de verificar se esse fator 

seria influente na hidroxilação da flavona estudada, procedeu-se à alteração da montagem 

do sistema reacional de modo a possibilitar a adição gota a gota de H2O2 à mistura 

reacional. 
 

 

 

4’-metoxiflavona 3,92 mMfinal 
Tampão Fosfato 

pH 6.00, 0.1 M 

22%final 

MeOH 

58%final 

30ºC H2O2 5,52 mMfinal 

HRP 2,2 µMfinal 

Composto Estrutura Rendimento (%) 

6-hidroxi-4’-metoxiflavona 

 

7  

8-hidroxi-4’-metoxiflavona 

 

3 

4’-metoxiflavona 
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Tabela 16 – Resultados obtidos na reação da 4’-metoxiflavona (2) com a HRP utilizando MeOH 

como solvente da reação. 

 

Tabela 17 – Condições reacionais usadas para a biotransformação da 4’-metoxiflavona (2) pela HRP e condições 

de análise da reação por HPLC, usando MeOH como solvente e com adição contínua de H2O2. 
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 Após a adição de toda a quantidade de H2O2, a análise por HPLC mostrou uma 

diminuição de 22% na quantidade de 4’-metoxiflavona (2) em solução, pelo que, 

teoricamente, ter-se-iam formado novos produtos com um rendimento semelhante à taxa de 

diminuição do composto de partida. No entanto, convém referir que como o volume 

reacional sofreu alterações ao longo do tempo, não se pode fazer uma extrapolação direta 

em relação ao consumo de substrato com o decorrer da reação, pois, para tal, dever-se-ia 

ter usado um padrão interno inerte. Após sensivelmente 150 horas, deu-se a reação por 

terminada, evaporou-se o metanol e efetuou-se uma extração líquido-líquido com acetato 

etilo/H2O para posterior recolha da fração orgânica após secagem sobre sulfato de sódio 

anidro. Tal como nas reações anteriores, procedeu-se a uma purificação por cromatografia 

em camada fina preparativa e analisaram-se as frações recolhidas por RMN de 
1
H.  

 

 
 

 

 

λ 254 nm 

Caudal 0,8 mL min-1 

Eluente 
Acetonitrilo / Ácido acético 1% 

                60%                          40% 

Composto Estrutura Rendimento (%) 

6-hidroxi-4’-metoxiflavona 

 

4  

8-hidroxi-4’-metoxiflavona 

 

7 

4’-metoxiflavona 

 

79 
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Tabela 18 – Resultados obtidos na reação da 4’-metoxiflavona (2) com a HRP utilizando MeOH como 

solvente da reação e com adição contínua de H2O2. 
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 Voltou-se a recolher os mesmos compostos mono-hidroxilados nas posições C-6 e 

C-8 como produtos da reação entre a HRP e a 4’-metoxiflavona (2). Quanto ao rendimento, 

este diminuiu em relação à 6-hidroxi-4’-metoxiflavona (10) e aumentou em relação à 8-

hidroxi-4’-metoxiflavona (11), embora o facto de terem sido recolhidas reduzidas 

quantidades poderá afetar de forma significativa o cálculo dos rendimentos obtidos, 

podendo estes não ser completamente rigorosos. O que de facto podemos concluir é que 

parece haver transformação do composto de partida em cerca de 10% de produtos mono-

hidroxilados, seja na posição C-6 ou C-8, não sendo o modo de adição de H2O2 muito 

determinante em termos do rendimento desta transformação.  

 

 Depois de obtidos estes resultados, decidiu-se averiguar se estas transformações 

seriam obtidas apenas com a enzima na sua forma purificada ou seria possível obter estes 

derivados hidroxilados com esta mesma enzima, mas obtida de forma mais económica. 

Assim sendo, decidiu-se preparar um extrato enzimático através da trituração de rábano 

(horseradish) em tampão fosfato procedida de uma filtração do sumo anteriormente obtido. 

Logicamente a atividade enzimática específica deste extrato era bastante inferior em 

relação à enzima comercial, que foi obtida depois de vários passos de purificação, o que 

torna muito mais dispendiosa a sua utilização. No entanto, deve-se ter em atenção que o 

extrato obtido poderá ter alguns constituintes além da enzima que beneficiem a ação da 

mesma e a sua interação com o substrato, o que pode contribuir para um aumento de 

eficiência. Voltou-se a utilizar o MeOH como solvente da reação e a proceder à adição do 

H2O2 de forma contínua ao longo do tempo. 

 

 

 

4’-metoxiflavona 3,61 mMfinal 
Tampão Fosfato 

pH 6.00, 0.1 M 

32%final 

MeOH 

52%final 

30ºC H2O2 4,45 mMfinal 

HRP 9 mL extrato 

 

 

 

 

 

λ 254 nm 

Caudal 0,8 mL min-1 

Eluente 
Acetonitrilo / Ácido acético 1% 

                60%                          40% 

Tabela 19 – Condições reacionais usadas para a biotransformação da 4’-metoxiflavona (2) utilizando um extrato 

enzimático de rábano, MeOH como solvente e com adição contínua de H2O2; condições de análise da reação por 

HPLC. 
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 As análises por HPLC ao longo do tempo não mostraram um decréscimo muito 

acentuado do composto de partida, nem um aumento significativo de novos picos no 

cromatograma. Ainda assim, ao fim de cerca de 200 horas, constatou-se que a quantidade 

de composto de partida diminuiu cerca de 29% em relação à inicial, pelo que se esperaria 

que houvesse formação de produtos com rendimentos com valores desta ordem. Decidiu-se 

parar a reação, efetuando, em seguida, uma extração líquido-líquido da fração orgânica 

com acetato de etilo/H2O e recolha da mesma após secagem sobre sulfato de sódio anidro. 

Procedeu-se então a uma purificação por cromatografia em camada fina preparativa 

utilizando diclorometano como eluente. Foi possível detetar quatro novos produtos, além 

do composto de partida, que foram sujeitos a análise por RMN de 
1
H (em CDCl3). Em 

relação à 4’-metoxiflavona (2), a quantidade recolhida no final da reação (63%) em relação 

à inicial está próxima do valor esperado após a última análise por HPLC. Por outro lado, a 

análise por RMN apenas permitiu a identificação inequívoca da 6-hidroxi-4’-

metoxiflavona (10) como um produto desta reação, com um rendimento superior ao 

verificado nas reações anteriores. Ainda assim, foi percetível que uma das frações 

recolhidas consistia numa mistura entre o composto inicial e a 8-hidroxi-4’-metoxiflavona 

(11), não sendo possível, desse modo, efetuar com precisão o cálculo do rendimento de 

formação deste produto. Assim sendo, concluiu-se que a utilização da enzima em forma de 

extrato dá origem aos mesmos produtos que utilizando a enzima num estado de pureza 

superior, mas com melhor rendimento. Como já foi referido, apesar de esta forma de 

enzima possuir menor atividade específica, ou seja, menor atividade por miligrama de 

enzima, o extrato enzimático pode conter elementos que auxiliem a interação 

enzima/substrato e a transformação em produto(s) da reação, elementos esses que são 

eliminados quando se purifica a enzima com o intuito de obter maior atividade específica. 

Deve-se ainda referir que ao não realizar qualquer tipo de purificação do extrato 

enzimático, não se eliminam outras enzimas presentes na fonte enzimática utilizada 

(rábano), pelo que os resultados obtidos podem não se dever apenas à ação da peroxidase. 
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 As rotas sintéticas que levam à formação dos diversos compostos do tipo 

flavonoide existentes na natureza não são, de um modo simplista, reações lineares que 

envolvam a transformação direta de um substrato inicial num produto específico.
[35]

 Estas 

rotas envolvem uma rede complexa de reações em cadeia e/ou em paralelo, com formação 

de diversos produtos intermediários e o uso de várias enzimas em reações consecutivas, em 

cascata. Podemos fazer a analogia com os passos reacionais efetuados em laboratório para 

a obtenção de um determinado produto final, havendo necessidade de realizar várias 

reações consecutivas, utilizando os produtos intermediários como reagentes em reações 

posteriores, sendo que, na natureza, todas as reações ocorrem muito rapidamente, muito 

especificamente e muito eficientemente. Além disso, toda a envolvência, como o meio, e 

conteúdo das células, são compostos por moléculas indispensáveis à ação das várias 

enzimas utilizadas na transformação dos compostos do tipo flavonoide. Deste modo, é 

perfeitamente aceitável que a atuação das enzimas não seja exatamente igual à ocorrida in 

vivo e as transformações sejam diferentes ou nem sequer se verifiquem.              

 A análise das reações entre a 4’-metoxiflavona (2) e uma forma comercial da 

enzima horseradish perosidase e um extrato preparado da mesma enzima mostrou a 

formação de compostos hidroxilados no anel A, pelo que a reação verificada envolve 

transferência de oxigénio. Nas vias sintéticas dos flavonoides, a introdução de grupos 

hidroxilo, deve-se à ação de várias enzimas como monoxigenases, dioxigenases e enzimas 

que mostram sítios ativos capazes de hidroxilar como tirosinases e algumas peroxidases, 

seja no anel A, B ou C.
[36]

  

Composto Estrutura Rendimento (%) 

6-hidroxi-4’-metoxiflavona 

 

16  

4’-metoxiflavona 

 

63 

Recuperado 

Tabela 20 – Resultados obtidos pela reação entre 4’-metoxiflavona (2) utilizando um extrato 

enzimático de rábano, MeOH como solvente e com adição contínua de H2O2 
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 A introdução de grupos hidroxilo nas posições 6 e 8 em flavonas está já descito na 

literatura, embora não seja utilizada a HRP para a obtenção dos diferentes derivados. A 

enzima dioxigenase dependente do 2-oxoglutarato foi extraída e purificada da planta 

Chrysosplenium americanum, sendo responsável pela hidroxilação da posição 6 de uma 

flavona parcialmente metoxilada.
[37]

 Já quando se utilizou a Tagetes patula ou a Rudbeckia 

hirta sendo a quercetina o substrato, a hidroxilação da referida posição foi atribuída a uma 

enzima classificada como uma monoxigenase dependente do citocromo P450.
[38, 39]

 De 

facto, o mesmo tipo de biotransformação ser efetuado por diferentes tipos de enzimas não é 

usual, sendo, no entanto, importante este conhecimento em termos bioquímicos. Por outro 

lado, a utilização de extratos enzimáticos de Chrysanthemum segetum promoveu a adição 

de um grupo hidroxilo na posição 8 de flavonóis e flavonas. A enzima responsável por esta 

reação estava localizada na fração microssomal e utilizava NADPH e FAD como 

cofatores.
[40]

 Na literatura não se encontrou portanto referência às transformações referidas 

utilizando a enzima HRP.  

 A literatura mostra que é possível a utilização desta enzima para a hidroxilação de 

benzeno a fenol, utilizando apenas 0.1-5% de tampão fosfato, sendo que a reação não 

decorre caso seja efetuada em meio aquoso. Além disso, a realização da experiência com o 

isótopo H2
18

O2 demonstrou que a incorporação do oxigénio derivava do peróxido de 

hidrogénio. Deste modo, mostrou-se que a HRP é capaz de hidroxilar o benzeno de forma 

análoga ao citocromo P450.
[41]

 Esta enzima tem sido alvo de estudos de engenharia 

genética com o intuito de melhorar esta capacidade de transferência de oxigénio, obtendo-

se variantes com propriedades funcionais semelhantes ao citocromo P450.
[42]

 Há ainda 

alguns trabalhos que mostram que a HRP pode atuar como uma peroxigenase, embora de 

forma bastante limitada devido a restrições conformacionais, utilizando-se técnicas de 

modificação da estrutura da enzima para otimizar esta propriedade.
[43-45]

 Por outro lado, há 

referência, na literatura, à hidroxilação seletiva na posição 6 do anel A de diversos 

flavonoides catalisada por uma enzima recentemente descoberta, a peroxigenase aromática 

da Agrocybe aegerita, e na presença de H2O2 (Esquema 18).
[46, 47]
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 Tendo em conta o referido anteriormente, pode colocar-se a hipótese de os 

resultados verificados com a 4’-metoxiflavona (2) se deverem à ação de peroxigenase, 

realizada pela HRP e os baixos rendimentos observados poderão dever-se à referida pouca 

atividade desta enzima como peroxigenase. Deste modo, a modificação da enzima com o 

intuito de melhorar essa capacidade, que tem sido alvo de intenso estudo, poderia tornar 

esta enzima mais eficaz na hidroxilação de compostos deste tipo.  

 De uma forma geral os resultados obtidos na biotransformação da 4’-metoxiflavona 

(2) são interessantes, embora não totalmente satisfatórios. Apesar de não se ter realizado 

qualquer estudo com esse propósito sabe-se que a hidroxilação de compostos orgânicos 

tem benefícios tanto em termos de solubilidade em meios aquosos como, principalmente, 

em termos de atividade antioxidante. Por outro lado, a síntese de compostos mono-

hidroxilados no anel A utilizando técnicas clássicas de química orgânica, nomeadamente 

compostos do tipo flavonas envolve a necessidade de proteção/desproteção da(s) 

posição(ões) que se querem hidroxilar. Referindo duas das metodologias mais usadas na 

síntese de flavonas (condensação aldólica/ciclização oxidativa e o método de Baker-

Venkataraman) constata-se que seria necessário partir de uma 2’-hidroxiacetofenona com a 

posição que se pretende hidroxilar protegida com grupos protetores (metoxilo, por 

exemplo) pelo que haveria um passo reacional prévio à síntese da flavona. Depois poderá 

optar-se pela condensação aldólica/ciclização oxidativa, usar-se iodo, dióxido de selénio ou 

iodato de potássio como catalisador e DMSO como solvente para obter a flavona. No 

entanto, no final é necessário realizar um passo de desproteção para obter a flavona com o 

grupo hidroxilo na posição desejada que anteriormente se protegeu. Contudo, para que no 

final se forme a flavona desejada numa quantidade aceitável, as reações intermediárias têm 

que ter bons rendimentos e purificações eficazes. Caso se optasse pelo método de Baker-

Esquema 18 – Proposta de mecanismo reacional na hidroxilação de flavonoides pela peroxigenase da Agrocybe aegerita 

(AaeAPO).[47]
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Venkataraman ter-se-ia também que realizar um passo de proteção sobre uma 2’-

hidroxiacetofenona que ficaria com um grupo protetor na posição que se desejava 

hidroxilar. Seguidamente, proceder-se-ia à benzoilação deste último composto, obtendo a 

2’-benzoiloxiacetofenona com o grupo protetor referido. Através do rearranjo de Baker-

Venkataraman em meio fortemente alcalino obter-se-iam β-dicetonas e por ciclização 

destas através de um ácido forte, meio fortemente alcalino ou por aquecimento em DMSO 

utilizando iodo como catalisador, obter-se-ia o composto do tipo flavona. Neste caso, 

também se teria que realizar um passo final de desproteção para obter a flavona hidroxilada 

na posição desejada. Por aqui se percebe o interesse em conseguir obter os compostos 

hidroxilados apenas com um único passo reacional, seja pela menor utilização de reagentes 

e consequentemente menos custos, pelos “reagentes” limpos e amigos do ambiente e 

também pela exclusão dos passos intermediários de proteção/desproteção que condicionam 

a eficácia das reações. No entanto, os rendimentos obtidos neste trabalho para a 

hidroxilação da 4’-metoxiflavona (2) não são todavia satisfatórios para se poder desde já 

tornar este num método viável de hidroxilação de flavonas. Deste modo, uma otimização 

do processo é essencial e um dos caminhos a explorar seria a adaptação da enzima ao 

nosso substrato para que a atividade enzimática fosse ótima. Além disso, seria necessário 

realizar mais estudos para confirmar os resultados obtidos, tanto em termos de produtos 

como na especificidade das posições transformadas e tentar perceber de que forma a 

enzima atua para que tal aconteça (maior controlo reacional).  
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2.3.3  Biotransformação da 4’-hidroxiflavona (12) 

 

 

 

 

 

 

 

 Depois de estudar a reação entre a 4’-metoxiflavona (2) e a HRP, decidiu-se estudar 

se a substituição do grupo metoxilo por um grupo hidroxilo alteraria o padrão de resultados 

obtidos, pois como referido na literatura para caso das calconas parece haver algumas 

posições- e grupos-chave na biotransformação de compostos. O solvente usado voltou a ser 

o MeOH e a adição do peróxido de hidrogénio feita de modo contínuo. Neste caso, 

paralelamente à reação, efetuou-se um controlo reacional, utilizando as mesmas condições 

experimentais, com a diferença a residir no facto de não ser adicionada enzima, mas apenas 

tampão.   

 

 

4’-hidroxiflavona 4,07 mMfinal 
Tampão Fosfato 

pH 6.00, 0.1 M 

20% 

MeOH 

60% 
30ºC H2O2 4,30 mMfinal 

HRP 2,5 µMfinal 

 

 

 
 

 

   

 Pouco tempo após o início da reação, começou a notar-se claramente a mudança de 

cor da solução reacional, de um amarelo vivo para um tom bege pálido (acastanhamento 

gradual), enquanto no caso do controlo isto não se verificou. As análises por HPLC 

evidenciaram a diminuição acentuada do pico correspondente ao composto de partida 

(cerca de 60%) com a adição contínua de H2O2, enquanto no controlo essa diminuição não 

chegou a 10% (Fig.34). Por outro lado, as análises por tlc mostraram o aparecimento de 

λ 254 nm 

Caudal 0,8 mL min-1 

Eluente 
Acetonitrilo / Ácido acético 1% 

                60%                          40% 

Esquema 19 – Reação da 4’-hidroxiflavona (12) com a enzima HRP. 

Tabela 21 – Condições reacionais usadas para a biotransformação da 4’-hidroxiflavona (12) com a HRP, usando 

MeOH como solvente e com adição contínua de H2O2; condições de análise da reação por HPLC. 

12 
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novas manchas na reação e não no controlo. No caso do controlo, como não se verificaram 

diferenças tanto em termos de tlc como na cor da solução, a oscilação verificada por HPLC 

poderia dever-se a erro de operador, imprecisão do aparelho ou provavelmente à diferença 

na concentração verificada ao longo do tempo (diminuição da concentração da 4’-

hidroxiflavona (12)) devido à adição de peróxido de hidrogénio. Este possível erro poderia 

ter sido evitado com a utilização um padrão interno não reativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Como se verificou a estabilização da quantidade de composto de partida, ou seja, a 

não progressão da reação, decidiu-se adicionar mais H2O2 para perceber se a reação deixou 

de se dar pela ausência do oxidante necessário à ação da enzima. Observou-se então que 

não houve diminuição significativa do composto de partida, pelo que se pode colocar a 

hipótese de a enzima já não estar ativa, mas, por outro lado, comprovou-se que a 

diminuição da 4’-hidroxiflavona (12) não se deveu à ação do peróxido de hidrogénio só 

por si. Adicionou-se mais enzima à reação (e tampão no controlo), constatando novamente 

uma diminuição acentuada do composto de partida na reação e uma diminuição muito 

ligeira do conteúdo do mesmo no controlo, possivelmente devido a diferenças de 

concentração pela adição de H2O2. As análises por tlc evidenciaram uma diminuição da 

mancha correspondente ao composto de partida acompanhada pelo aumento gradual de 

uma mancha que persistia na base do tlc. Estranhou-se o comportamento evidenciado em 

tlc e inicialmente pensou tratarem-se de produtos de degradação da reação, cujo 

comportamento se assemelha normalmente ao verificado neste caso. Como parecia ser esta 

a diferença principal entre a reação e o controlo, estudaram-se vários sistemas de eluentes a 
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Fig. 34 – Variação da quantidade de 4’-hidroxiflavona (12) ao longo do tempo reacional:  

      reação com a enzima HRP em tampão fosfato pH 6.00, 0,1 M, 4’-hydroxiflavona (12) e H2O2 

      reação com tampão fosfato pH 6.00, 0,1 M, 4’-hydroxiflavona (12) e H2O2 

       adição de H2O2 2,3 x 10-2 M com um caudal de 0,1 mL h-1 

      adição de enzima ou tampão à reação ou ao controlo, respetivamente.  
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fim de conseguir arrastar, no tlc, a mancha evidenciada na base do mesmo. Ambas as 

reações foram paradas ao fim de cerca de 200 horas, sendo que em ambos os casos após a 

evaporação de algum solvente se obteve um sólido que ficou precipitado na água. Após ser 

lavado com água e éter etílico este foi recolhido através de uma filtração em funil de prego.  

 

 

 

 
 

 Neste caso, como não se realizou extração líquido-líquido talvez não se tenha 

eliminado toda a enzima presente, pelo que esta poderia interferir nas análises e medições 

efetuadas. No entanto, sabia-se que no controlo não houve transformações significativas, 

pois se não detetou a formação de novos compostos, e que algum tipo de transformação 

terá ocorrido na reação enzimática. Por outro lado, as análises por RMN não foram 

conclusivas quanto ao(s) produto(s) formados durante a reação enzimática, pelo que se 

procedeu a uma purificação do sólido final obtido. Adicionou-se acetato de etilo e tentou-

se dissolver o máximo de composto possível. De seguida, filtrou-se para reter o que não se 

dissolveu (hipoteticamente enzima) e efetuou-se uma purificação por cromatografia em 

camada fina preparativa, utilizando éter de petróleo/acetato de etilo (1:1) como eluente. 

Conseguiram-se isolar três produtos além do composto de partida, mas a análise por RMN 

não permitiu a sua identificação. No entanto, voltou-se também a constatar a presença de 

uma mancha significativa na base que apenas quando eluída com acetona, era arrastada na 

placa. A análise desta mancha não possibilitou a identificação inequívoca de qualquer 

estrutura. Deve referir-se que houve bastante dificuldade na dissolução do composto 

recolhido pela eluição com acetona, o que condicionou a análise por RMN. Este 

comportamento, fez-nos suspeitar que ou teria havido hidroxilações múltiplas no composto 

de partida ou a polimerização do mesmo, até porque o comportamento ao longo da reação 

se assemelhou ao verificado aquando da polimerização do m-cresol (6) (acastanhamento da 

solução). Além disso, a existência de sinais na zona aromática do espetro, não como picos 

definidos, mas como sinais largos levou-nos a explorar melhor este produto da reação. 

Ainda assim e como não se realizou o work up da reação colocou-se a hipótese de o grupo 

heme da enzima poder ter sido danificado e ter-se libertado ferro da enzima. Este 

fenómeno poderá induzir um efeito paramagnético que dificulta a análise por RMN 

Controlo 

reacional 

Reação  

enzimática 

Fig. 35 – Diferença de cor assinalável entre os compostos recolhidos no final da reação entre a 4’-hidroxiflavona (12) e 

a HRP (reação enzimática) e do controlo reacional onde apenas se adicionou tampão. 
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nomeadamente na forma dos sinais do espetro. Efetuou-se uma cromatografia numa coluna 

de sílica colocando o restante sólido obtido no final da reação no topo da coluna e 

utilizando acetato de etilo como eluente. Começou por recolher-se composto de partida e 

quando este deixou de sair da coluna, fez-se passar acetona para conseguir retirar o 

composto maioritário que ficava na base do tlc. Após evaporação do solvente à secura, 

obteve-se um sólido amarelo vivo cuja análise por RMN voltou a não permitir a 

identificação inequívoca, observando-se novamente sinais em forma de picos largos na 

zona aromática do espetro, com algumas semelhanças com o composto de partida. 

 Decidiu-se então voltar a estudar a reação utilizando a 4’-hidroxiflavona (12) como 

substrato, mas adicionando todo o H2O2 no início da reação e não continuadamente ao 

longo da mesma.  

 

         

4’-hidroxiflavona 6,18 mM 
Tampão Fosfato 

pH 6.00, 0.1 M 

26% 

MeOH 

73% 
30ºC H2O2 6,18 mM 

HRP 2,5 µM 

 

 

 

 

 

 Pouco depois de iniciada a reação foi possível voltar a constatar a mudança de cor 

da solução de um amarelo vivo para um bege pálido e um gradual acastanhamento. A 

análise HPLC mostrou uma redução significativa (cerca de 35%) na quantidade de 

composto de partida 50 horas após o início da reação (Fig. 36). Já as análises por tlc 

voltaram a mostrar a formação de uma mancha maioritária cuja eluição com acetato de 

etilo não possibilitava a subida da mesma da base do tlc.   

 

 

 

 

λ 254 nm 

Caudal 0,8 mL min-1 

Eluente 
Acetonitrilo / Ácido acético 1% 

                60%                          40% 

Tabela 21 – Condições reacionais usadas para a biotransformação da 4’-hidroxiflavona (12) com a HRP, usando 

MeOH como solvente; condições de análise da reação por HPLC. 
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 As análises realizadas posteriormente mostraram que a reação atingiu um ponto de 

equilíbrio ou que a enzima deixou de catalisar a reação. Tal como na reação anterior, para 

averiguar se seria a escassez de H2O2 a responsável pela paragem da reação, adicionou-se 

peróxido de hidrogénio à reação, mas não se verificou nenhuma alteração significativa. 

Adicionou-se então mais enzima e voltou-se a verificar uma diminuição de cerca de 33% 

do composto de partida. Como as análises por tlc apenas evidenciaram o aparecimento da 

mancha anteriormente referida, testou-se uma série de sistemas de eluentes para conseguir 

arrastá-la da base do tlc. Uma mistura bastante polar de acetonitrilo/acetato de etilo (7:3) 

foi capaz de arrastar a mancha apresentando esta cor amarelo vivo. Ao fim de 

aproximadamente 200 horas terminou-se a reação, efetuando-se então uma extração 

líquido-líquido com acetato de etilo/H2O. Após recolha da fração orgânica evaporou-se o 

solvente à secura procedendo-se posteriormente a uma purificação por cromatografia em 

camada fina preparativa. Após eluição com éter de petróleo/acetato de etilo (1:1) recolheu-

se o composto de partida e voltaram-se a eluir as placas desta vez com uma mistura 

acetonitrilo/acetato de etilo (7:3). Deste modo foi possível visualizar o arrastamento de 

uma mancha amarela que foi então recolhida. Verificou-se, no entanto, que nem todo o 

composto foi arrastado da base corada de amarelo pelo que se decidiu também recolhê-la, 

utilizando acetona para o efeito. Após evaporação do solvente à secura, as frações foram 

analisadas por RMN utilizando DMSO-d6.   

 A quantidade de 4’-hidroxiflavona recolhida após a purificação foi próxima da 

esperada tendo em conta as análises por HPLC. Por outro lado, as análises por RMN não 
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Fig. 36 – Variação da quantidade de 4’-hidroxiflavona (12) ao longo do tempo reacional: 

      adição de H2O2 à reação (50 µmol) 

      adição de enzima à reação 
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permitiram identificar claramente as estruturas presentes. No entanto, a fração recolhida 

com a mistura acetonitrilo/acetato de etilo evidenciava um sinal distinto em forma de 

singuleto correspondente a um protão muito desprotegido a δ 13,96 ppm. Por outro lado, 

observaram-se também dois sinais em forma de singuleto a δ 6,23 ppm e δ 6,05 ppm. Na 

zona aromática identificaram-se os sinais a valores de frequência semelhantes aos protões 

existentes no composto de partida pelo que o composto não teria uma estrutura muito 

distinta da 4’-hidroxiflavona (12). A forma não completamente definida destes sinais em 

forma de picos largos, levou a supor que estaríamos na presença de uma estrutura 

polimérica tendo-se mantido a estrutura da flavona, até porque em vários estudos da 

literatura é notória a pouca resolução dos espetros de RMN de 
1
H quando analisadas 

estruturas poliméricas. O facto de, neste caso, se ter realizado work-up da reação e 

teoricamente eliminado a enzima, levou a supor que poderá realmente ter-se formado um 

produto de difícil resolução e não um efeito causado pela presença de ferro proveniente da 

enzima. Para confirmar esta hipótese foi realizada uma análise por espetrometria de massa 

com ionização por electrospray (ESI-MS) que não possibilitou a identificação inequívoca 

da estrutura presente mas de alguma forma suportou a nossa hipótese. Tendo como pico 

mais abundante o respeitante a uma razão massa/carga de 381 e tendo outros cuja razão 

m/z era ainda superior (413, 459, 521 e 772), acrescendo o facto de não ser detetado o pico 

referente à 4’-hidroxiflavona (12), podemos afirmar com alguma segurança que a ação da 

HRP sobre o nosso composto terá produzido alguma transformação neste. No caso da 

fração recolhida após eluição com acetona, o espetro de RMN evidenciava os sinais 

correspondentes aos do composto de partida, mas com a forma de picos largos, não sendo 

distinguíveis de forma clara os protões adicionais referidos anteriormente. A análise por 

espectrometria de massa desta fração voltou a evidenciar o pico a 381 de razão m/z como o 

mais abundante, e os picos a 413 e 459, sugerindo novamente a ideia que o produto 

formado consistia numa forma dimérica/transformada da flavona inicial. Uma das 

hipóteses sugerida é o dímero formado tendo duas 4’-hidroxiflavonas como estruturas 

monoméricas e sendo a ligação feita pelo grupo hidroxilo na posição 4’. 

 Tendo em conta os resultados apresentados, conclui-se ser necessário aprofundar os 

estudos sobre a ação da HRP sobre a 4’-hidroxiflavona (12), pois existe a convicção de que 

houve, de facto, uma transformação visível (mudança de cor) e detetável (HPLC, tlc e 

ESI). Esta transformação apenas ocorreu quando a enzima estava presente, não se 
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verificando alterações significativas quando realizado o controlo da reação. Pensou-se 

também que o núcleo central da flavona estará presente nos produtos reacionais e colocou-

se a hipótese de as frações recolhidas serem compostas por vários produtos e não apenas 

um. Pode discutir-se os resultados obtidos e a dificuldade de identificação do(s) 

produtos(s) de reação fazendo um paralelismo com os resultados encontrados na literatura 

sobre a quercetina e que já foram discutidos no início deste capítulo. Ou seja, nesse caso, 

encontram-se referências díspares em relação aos produtos obtidos aquando da reação 

entre a quercetina e a HRP, sendo descrita a formação de dímeros e polímeros, mas 

também a fragmentação da estrutura da flavona (Esquema 20).
[1, 3, 9, 48]

  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Na literatura é referido que nos estudos de biotransformação em que se utiliza a 

quercetina como substrato, o facto de se obterem polímeros ou produtos de oxidação deve-

se à concentração de substrato presente e à atividade enzimática. Ou seja, caso haja pouca 

quantidade de substrato e/ou a atividade da enzima seja reduzida haverá tendência para se 

formarem produtos de oxidação e não polímeros devido à baixa probabilidade de 

recombinação dos radicais formados.
[48]

 Um dos trabalhos refere que no caso dos 

isoflavonoides estudados há necessidade de um grupo hidroxilo na posição 4’ do anel B 

Esquema 20 – Alguns dos produtos encontrados na literatura para a biotransformação da quercetina pela ação da HRP. 
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para ocorrer polimerização pela ação da HRP, sendo que caso seja, por exemplo, um grupo 

metoxilo a estar presente tal não se verifica. Outro dado a reter prende-se com a 

manutenção da estrutura dos isoflavonoides sem alteração do grupo vinil-carbonilo do anel 

C das isoflavonas, ocorrendo a polimerização exclusivamente via anel B, sendo os 

isoflavonoides para-substituídos polimerizados através de ligações orto.
[48, 49]

  Estes 

polímeros apresentavam ainda como característica relevante a reduzida solubilidade em 

solventes que não DMSO ou DMF, sendo que no nosso caso se verificou algo semelhante 

com os compostos formados a serem dificilmente dissolvidos em solventes como metanol 

ou acetonitrilo depois de purificados, o que não aconteceu quando se utilizou DMSO como 

solvente. Deve-se ainda ter em conta que as peroxidases podem ser responsáveis por 

“reações de acastanhamento” (enzymic browning), um fenómeno habitualmente observado 

na natureza, em frutos e plantas, quando estes ficam danificados. Habitualmente, as 

estruturas fenólicas são oxidadas a quinonas, compostos muito reativos e que, por 

conseguinte, polimerizam.
[50, 51]

 Na natureza, estas reações verificam-se quando há 

necessidade de “defesa” da planta seja contra organismos patogénicos e predadores, tendo 

nesse caso um papel importante a formação de quinonas, seja contra condições externas 

adversas. No último caso podem-se enquadrar os danos causados à estrutura vegetal que 

originaria a formação dos polímeros insolúveis de flavonoides que constituiriam uma 

barreira à permeação de água ou o facto da reação HRP-flavonoide poder servir como 

“scavenger” de peróxido de hidrogénio, atuando assim como meio de desintoxicação.
[52, 53]

 

 Pode-se ainda tirar ilações quanto ao efeito provocado na reação catalisada 

enzimaticamente pelo modo de adição de H2O2. Deve-se referir-se que para esta análise se 

assume que à diminuição do composto de partida corresponde a formação de novos 

produtos, embora a análise por HPLC tenha sido otimizada para a quantificação do 

reagente de partida.    

  A observação do gráfico da Fig. 37 permite verificar que após 50 horas do início da 

reação, naquela onde se procedeu à adição de H2O2 de forma contínua houve sensivelmente 

o dobro de conversão em relação àquela onde a adição foi feita de uma só vez, sendo que 

nesta altura já todo o H2O2 tinha sido adicionado e a quantidade deste nas duas reações era 

equiparável.  
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 Após este período, verificou-se, em ambos os casos, uma estabilização da reação 

não havendo um aumento da conversão nem sendo notório a diminuição do composto de 

partida, mesmo quando se procedeu à adição de mais H2O2 à reação. Constatou-se ainda 

que a adição de mais enzima provocou um aumento imediato da conversão em ambos os 

casos, sendo novamente mais significativo no sistema contínuo. Deste modo, pode afirmar-

se que a adição de peróxido de hidrogénio ao longo do tempo aumenta o rendimento da 

reação catalisada pela HRP quando se utilizou a 4’-hidroxiflavona (12) como substrato, em 

relação a um sistema em que todo o H2O2 é adicionado de uma só vez no início da reação. 

Esta constatação vai de encontro aos resultados encontrados quando se utilizou m-cresol 

(6) como substrato e se obteve a polimerização do mesmo.  

 

2.3.4  Biotransformação da (E)-2-estirilcromona 
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Fig. 37 – Comparação entre a conversão da 4’-hidroxiflavona (12) na reação em que se procedeu à adição de H2O2 de 

forma contínua (    ) e quando todo foi adicionado no início da reação (    ). 

 

 

       

  

        

    

    

4 

Esquema 21 – Reação da (E)-2-estirilcromona (4) com a enzima HRP. 

86 



Capítulo 2                                                                                                         Resultados e Discussão 

Seguindo o mesmo procedimento das reações anteriores, estudou-se a biotransformação da 

(E)-2-estirilcromona (4) utilizando a forma comercial da enzima HRP como catalisador, 

MeOH como solvente e procedendo à adição contínua de H2O2. 

 

 

(E)-2-estirilcromona 4,60 mMfinal 
Tampão Fosfato 

pH 6,00, 0,1M 

22% 

MeOH 

58% 
30ºC H2O2 4,68 mMfinal 

HRP 2,2 µMfinal 

 

 

 

 

 

 

 Tal como nas transformações anteriores, monitorizou-se esta reação por HPLC e 

tlc, sendo que ambas as metodologias nos permitiram verificar que o composto de partida 

não estava puro, até porque após a sua síntese não foram realizadas etapas de purificação. 

Este facto poderia levar a resultados improváveis ou desvirtuar o que realmente acontecia 

entre o substrato que se pretendia estudar – (E)-2-estirilcromona (4) – e a enzima HRP. 

Nas primeiras horas após o início da reação, as diferenças entre as amostras analisadas não 

eram muito significativas existindo apenas um ligeiro decréscimo na quantidade de 

composto de partida, mas não o aparecimento de novos picos no cromatograma. Após 

cerca de 30 horas do início da reação, detetou-se o aumento da área do pico a cerca de 12 

min (assinalada no cromatograma com        -  Fig. 38). No entanto, este já era detetável no 

início da reação, pelo que, não se sabe se a reação possibilitou o aumento da quantidade 

deste ou se foi formado um composto novo cujo tempo de retenção era semelhante ao de 

um contaminante do composto de partida. Deixou-se a reação prosseguir e após cerca de 

50 horas verificou-se que esta não tinha grandes alterações em termos de perfil 

cromatográfico. A amostra analisada após este tempo foi guardada e sujeita a nova análise 

passadas 24 horas. 

 

 

 

λ 254 nm 

Caudal 0,8 mL min-1 

Eluente 
Acetonitrilo / Ácido acético 1% 

                60%                          40% 

Tabela 22 – Condições reacionais usadas para a biotransformação da (E)-2-estirilcromona (4) com a HRP, usando 

MeOH como solvente e adionando H2O2 de forma contínua; condições de análise da reação por HPLC. 
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 Verificou-se então um aumento muito acentuado do pico a cerca de 12 min com 

diminuição do pico referente à (E)-2-estirilcromona (4). A preparação da amostra consistia 

apenas na diluição em acetonitrilo de uma alíquota retirada diretamente da reação, pelo que 

embora a enzima não tenha sido eliminada e pudesse contribuir para este aumento, tal não 

parece plausível. Poderia este aumento dever-se à diluição da amostra num solvente 

(bastante polar) que terá levado à formação de produto(s) de degradação do composto de 

partida. De facto, poderá ser um efeito de solvente(s) a originar o aumento abrupto deste 

composto, apesar de o acetonitrilo apresentar reatividade reduzida razão pela qual é 

frequentemente utilizado como solvente/eluente em técnicas de cromatografia líquida. Por 

outro lado, a ligação dupla existente na estrutura das (E)-2-estirilcromonas (4) é reativa e 

poderá ocorrer a foto-oxidação do nosso composto de partida em xantona simplesmente 

por termos deixado a nossa alíquota exposta à luz, sendo os efeitos combinados de 

mudança de solvente e luz a explicação mais sustentada para o resultado obtido.
[54, 55]

 A 

análise da reação após 100 horas do seu início, apenas evidenciou o aumento do referido 

composto, continuando a registar-se a mesma tendência até 200 horas do início da reação, 

tempo ao fim do qual se deu a reação por terminada. No entanto, verificou-se também o 

    0 h             10 h               30 h              50 h            100 h          200 h 

 Análise após 

24 horas 

Fig. 38 – Cromatogramas obtidos durante a reação da (E)-2-estirilcromona (4) com a enzima HRP, sendo destacado 

uma análise feita 24 horas após a recolha da alíquota . 
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aparecimento de picos de forma muito pouco acentuada (   no cromatograma – Fig.38). 

Procedeu-se a uma extração líquido-líquido com acetato de etilo/H2O, recolhendo-se a 

fração orgânica após secagem sobre sulfato de sódio anidro. De seguida, recolheram-se 

vários compostos através de cromatográfica em camada fina preparativa e usando 

diclorometano como eluente. As várias frações recolhidas foram analisadas por RMN de 

1
H.  

 A fração recolhida em maior quantidade correspondia ao composto inicial, e a 

quantidade obtida (50% da inicial) poderia indicar que, de facto, houve transformação em 

novos produtos. Em relação às restantes frações (4), tornou-se difícil a identificação das 

estruturas presentes pela quantidade reduzida de composto. Além disso, em duas delas não 

se observava apenas um composto isolado, mas misturas de produtos, devido à difícil 

separação dos mesmos nas placas de sílica resultante dos idênticos índices de retenção. 

Sucintamente, pode referir-se que não se verificou hidroxilação do composto de partida 

nem polimerização do mesmo, pelo que se decidiu não prosseguir com o estudo mais 

rigoroso desta reação, pois o principal produto que poderia ter sido formado durante esta 

reação nem se devia exatamente à ação da HRP. De facto, a reação onde se verificou uma 

diminuição clara do composto de partida, foi aquela onde se utilizou a flavona com um 

grupo hidroxilo na posição 4 do anel B, pelo que, se decidiu utilizar a (E)-4’-hidroxi-2-

estirilcromona (13) como substrato.  

 

2.3.5  Biotransformação da (E)-4’-hidroxi-2-estirilcromona 

 

 

 

 

 

 

 

 

 A presença de um grupo hidroxilo e a influência deste na interação entre o substrato 

e a enzima voltou a ser testado, usando a 4’-hidroxi-2-estirilcromona (13) como composto 

de partida. As condições utilizadas foram semelhantes às das reações anteriores, usando 

Esquema 22 – Reação da (E)-4’-hidroxi-2-estirilcromona (13) com a enzima HRP. 

13 
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MeOH como solvente e adicionando H2O2 de forma contínua. As análises por tlc e HPLC 

evidenciavam, de antemão, que o composto de partida não se encontrava puro. 

 

  

2-estirilcromona 3,86 mMfinal 
Tampão Fosfato 

pH 6.00, 0.1 M 

20% 

MeOH 

61% 
30ºC H2O2 4,30 mMfinal 

HRP 2,3 µMfinal 

 

 

 

 

 
  

 As análises por HPLC mostraram uma diminuição progressiva do composto de 

partida (aproximadamente 70%) até cerca de 50 horas após o início da reação, havendo por 

outro lado o aparecimento de alguns picos no cromatograma embora o seu aumento não 

seja diretamente proporcional à diminuição do pico da (E)-4’-hidroxi-2-estirilcromona (13) 

(Fig.39). No entanto, este facto não surpreende já que as condições experimentais estavam 

otimizadas para a monitorização do reagente e não do(s) produto(s), cujas condições de 

deteção poderiam ser distintas das utilizadas neste caso. As análises por tlc mostraram que 

passadas 24 horas do início da reação já eram distinguíveis novas manchas, sendo que após 

a eluição estas se encontravam abaixo da mancha do composto de partida. Além disso, era 

claramente distinguível uma mancha cujo arrastamento na placa de tlc apenas era 

conseguido caso a eluição fosse realizada em acetonitrilo ou etanol.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

λ 254 nm 

Caudal 0,8 mL min-1 

Eluente 
Acetonitrilo / Ácido acético 1% 

                60%                          40% 

Tabela 23 – Condições reacionais usadas para a biotransformação da (E)-4’-hidroxi-2-estirilcromona (13) com a 

HRP, usando MeOH como solvente e adionando H2O2 de forma contínua; condições de análise da reação por HPLC. 

Fig. 39 – Variação da quantidade de (E)-4’-hidroxi-2-estirilcromona (13) ao longo do tempo reacional: 

       adição de H2O2 2,3 x 10-2 M com um caudal de 0,1 mL h-1 

      adição de enzima à reação  
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 Como se verificou a estabilização da quantidade de composto de partida decidiu-se 

adicionar H2O2, pois podia ser a razão pela qual a enzima não “prosseguia” a reação, mas 

também com o intuito de verificar se esta adição por si só produzia algum efeito no 

composto de partida. Se tal acontecesse a reação verificada podia dever-se à ação do 

oxidante forte utilizado e não à ação da enzima. Deve referir-se que o controlo da reação, 

onde se mimetizou as reações experimentais aqui usadas, excetuando a adição de enzima, 

não foi realizado. Ainda assim, como se verificou que após a adição de todo o peróxido de 

hidrogénio o conteúdo de (E)-4’-hidroxi-2-estirilcromona (13) se mantinha inalterado, 

pode assumir-se que a enzima era responsável pela diminuição verificada anteriormente e 

que a adição apenas de H2O2 não contribuía para a formação dos novos produtos detetáveis 

por tlc. No entanto, verificou-se que caso a análise por HPLC não fosse efetuada 

imediatamente a seguir à recolha da alíquota da reação, havia uma alteração evidente no 

perfil cromatográfico, com o aumento significativo do pico de um composto cujo tempo de 

retenção era próximo do composto de partida (Fig. 40). Possivelmente haverá uma 

conversão intramolecular da estrutura da (E)-4’-hidroxi-2-estirilcromona (13) 

proporcionada pela dissolução do composto em acetonitrilo.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

  

 Procedeu-se à adição de enzima à reação e confirmou-se que, de facto, a enzima era 

capaz de provocar algum efeito no composto de partida, já que pouco tempo depois foi 

detetável a diminuição deste. Ao fim de cerca de 200 horas deu-se a reação por terminada 

procedendo a uma extração líquido-líquido com acetato de etilo/H2O, posterior recolha da 

fração orgânica e evaporação à secura do solvente.  

Análise imediatamente 

após recolha 

1 hora 

3 horas 

Fig. 40 – Cromatogramas obtidos após injeção da mesma amostra experimental a diferentes tempos com indicação do 

pico da (E)-4’-hidroxi-2-estirilcromona (13)     , do decréscimo    deste e aumento do pico imediatamente anterior    . 

São também evidenciadas outras diferenças nos perfis cromatográficos apresentados       . 

        

 

       

  

       

  

        

    

    

91 



Capítulo 2                                                                                                         Resultados e Discussão 

 A análise por tlc da fração obtida evidenciava a presença de uma mancha intensa na 

base do tlc que permanecia após eluição com acetato de etilo, mas era arrastada após 

eluição com etanol, acetonitrilo ou acetona e aparentava uma tonalidade amarela forte e 

algo fluorescente. Era ainda detetável a presença de outra mancha entre a do composto de 

partida e a mancha “da base” do tlc (Fig.41). 

 

 

 

 

 

 

 
  

 Procedeu-se então à purificação dos vários compostos recorrendo a cromatografia 

em camada fina preparativa, dissolvendo a fração orgânica recolhida em acetato de etilo e 

usando como eluente acetato de etilo/éter de petróleo (3:2). Após recolha de 3 frações, 

eluiu-se com acetona e após arrastamento do composto da base este foi recolhido. 

Constatou-se que se recuperou cerca de 50% do composto de partida, mostrando alguma 

discrepância com o resultado obtido através da análise HPLC. No entanto, não se deve 

esquecer que durante a adição de H2O2 e enzima há diluição do composto na reação, o que 

conduzirá a uma ligeira diminuição do seu pico. Em seguida, efetuou-se análise por RMN 

dos compostos obtidos após purificação. Um dos compostos não apresentava o sinal em 

forma de singuleto referente ao protão do anel C da (E)-4’-hidroxi-2-estirilcromona (13) 

dando a entender que poderá haver a hidroxilação dessa posição. Ainda assim, não se pode 

afirmar com certeza, pois o espetro dessa fração recolhida parece indicar que se trata de 

uma mistura de compostos. A análise por RMN não tornou possível atribuir qualquer 

estrutura ao composto maioritário recolhido. Neste caso, apenas se evidenciava um sinal 

muito largo na zona aromática não sendo, por isso possível a resolução da estrutura obtida. 

Tentou-se então obter alguma informação recorrendo a espetrometria de massa (ESI) em 

modo de iões positivos, mas mesmo assim não se conseguiu afirmar com clareza qual a 

estrutura do composto obtido. O pico com maior intensidade apresentava uma razão 

massa/carga de 269, que não correspondia ao composto de partida, mas também não é 

perceptível qual a estrutura formada. Além disso, vários outros picos eram detetados no 

Composto de partida 

Contaminante inicial 

 

Produto principal 

 

CP   R 

Fig. 41 – Análises por tlc que evidenciam o principal produto formado após a reação entre a (E)-4’-hidroxi-2-

estirilcromona (13) e HRP. Torna-se também percetível que o composto de partida utilizado não estava puro.   
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espetro com razões massa/carga superiores à do composto de partida, como a 331, 379, 

443, e 538. As razões massa/carga tão elevadas levam a colocar a hipótese de ter ocorrido 

polimerização da estrutura ou de parte dela, nomeadamente do anel que contém o grupo 

OH. Não nos foi possível encontrar um padrão de fragmentação até porque não se tem 

ideia da estrutura que se obteve, sendo que, por outro lado a presença de vários outros 

picos com valores de razão m/z inferiores ao da (E)-4’-hidroxi-2-estirilcromona (13) 

poderá indicar a fragmentação da estrutura do composto de partida. Além disso, era 

possível que a fração por nós analisada contivesse mais do que um produto. De facto, será 

esta a hipótese mais provável, ou seja, devem ter-se obtido vários produtos de oxidação da 

(E)-4’-hidroxi-2-estirilcromona (13) com quebra da estrutura e obtenção de fragmentos de 

baixo peso molecular, outros com peso molecular semelhante ao composto de partida e até 

talvez alguma forma polimérica da (E)-4’-hidroxi-2-estirilcromona (13). A inexistência de 

estudos que envolvam a biotransformação da (E)-4’-hidroxi-2-estirilcromona (13) e de 

outras (E)-2-estirilcromonas torna difícil a previsão do que poderá exatamente ter 

acontecido e torna aliciante a continuação deste mesmo estudo. 
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2.4  Caracterização estrutural dos produtos sintetizados  

 

 Nesta parte do trabalho vai ser apresentada de forma breve a caracterização 

completa dos compostos obtidos como produtos dos estudos de biotransformação. Além da 

caracterização por RMN de 
1
H que já foi alvo de discussão anterior nesta dissertação, são 

aqui apresentados os espetros de RMN de 
13

C e as correlações obtidas pelos estudos de 

HSQC e HMBC que de forma evidente e intuitiva confirmam a identificação estrutural 

apresentada. 

 

2.4.1 4’-metoxiflavanona (7) 

 

 

 

 

 

 

 

 

RMN de 
1
H (300,13 MHz, CDCl3): δ = 2,87 (dd, J=16,9 Hz, J=2,9 Hz, 1H, H-3eq); 3,12 

(dd, J=16,9 Hz, J=13,3 Hz, 1H, H-3axial) 3,84 (s, 3H, 4’-OCH3); 5,44 (dd, J=13,3 Hz, J=2,9 

Hz, 1H, H-2); 6,96 (d, J=8,7 Hz, 2H, H-3’,5’); 7,04 (d, J=7,7 Hz, 1H, H-8); 7,06 (t, J=8,3 

Hz, 1H, H-6); 7,42 (d, J=8,7 Hz, 2H, H-2’,6’); 7,51 (ddd, J=8,3 Hz, J=7,7 Hz, J=1,7 Hz, 

1H, H-7); 7,93 (dd, J=8,3 Hz, J=1,7 Hz, 1H, H-5) ppm. 
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Fig. 42 – Estrutura da 4’-metoxiflavanona (7) 
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RMN de
 13

C (75,47 MHz, CDCl3): δ = 44,5 (C-3); 55,4 (OCH3); 79,3 (C-2); 114,2 (C-

3’,5’); 118,1 (C-8); 120,9 (C-10); 121,5 (C-6); 127,0 (C-5); 127,7 (C-2’,6’); 130,7 (C-1’); 

136,2 (C-7); 160,0 (C-4’); 161,7 (C-9); 192,3 (C-4) ppm. 

 

C-3’,5’

4’-OCH3

C-2’,6’

C-3C-2
C=O

C-9 C-4’
C-7

C-1’

C-5 C-6 C-8
C-10

C-1’ 3’,5’-H 2-H 3-Haxial

6,8-H
C-10

C=O
3-H5-H

C-9
5-H 7-H 8-H

C-4’ 3’,5’-H2’,6’-H 4’-OCH3

Fig. 43 – Espetros de RMN da 4’-metoxiflavanona (7):  

 A – Espetro HSQC e respetiva expansão (B) 

 C – expansões do espetro HMBC e correlações encontradas (D) 

 E – Espetro de RMN de 13C    
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2.4.2 trans-3-hidroxi-4’-metoxiflavanona (8) 

 

 

 

 

 

 

 
 

RMN de 
1
H (300,13 MHz, CDCl3): δ = 3,65 (d, J=1,9 Hz, 1H, 3-OH); 3,85 (s, 3H, 4’-

OCH3); 4,65 (dd, J=12,4 Hz, J=1,9 Hz, 1H, H-3); 5,10 (d, J=12,4 Hz, 1H, H-2); 7,00 (d, 

J=8,8 Hz, 2H, H-3’,5’); 7,04 (d, J=8,0 Hz, 1H, H-8); 7,11 (td, J=7,6 Hz, J=1,0 Hz, 1H, H-

6); 7,52 (d, J=8,8 Hz, 2H, H-2’,6’); 7,56 (ddd, J=8,0 Hz, J=7,6 Hz, J=1,7 Hz, 1H, H-7); 

7,93 (dd, J=7,6 Hz, J=1,7 Hz, 1H, H-5) ppm. 
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Fig. 44 – Estrutura da trans-3-hidroxi-4’-metoxiflavanona (8) 
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RMN de
 13

C (75,47 MHz, CDCl3): δ = 55,3 (OCH3); 73,6 (C-3); 83,6 (C-2); 114,2 (C-

3’,5’); 118,1 (C-8); 118,5 (C-10); 122,0 (C-6); 127,3 (C-5); 128,3 (C-1’); 128,9 (C-2’,6’); 

136,9 (C-7); 160,4 (C-4’); 161,7 (C-9); 194,4 (C-4) ppm. 
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Fig. 45 – Espetros de RMN da trans-3-hidroxi-4’-metoxiflavanona (8):  

 A – Espetro HSQC e respetiva expansão (B) 

 C – expansões do espetro HMBC e correlações encontradas (D) 

 E – Espetro de RMN de 13C    
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2.4.3 3-hidroxi-4’-metoxiflavona (9) 

 

 

      

 

 

 

 

 Devido à pouca resolução dos espetros de RMN da 3-hidroxi-4’-metoxiflavona (9) 

não nos foi possível caracterizar este composto de forma completa pela recurso a técnicas 

bidimensionais. 

 

RMN de 
1
H (300,13 MHz, CDCl3): δ = 3,91 (s, 3H, 4’-OCH3); 7,06 (d, J=9,0 Hz, 2H, H-

3’,5’); 7,42 (ddd, J=7,6 Hz, J=7,5 Hz, J=1,1 Hz, 1H, H-6); 7,59 (d, J=8,2 Hz, 1H, H-8); 

7,70 (ddd, J=8,2 Hz, J=7,5 Hz, J=1,70 Hz, 1H, H-7); 8,24-8,27 (m, 3H, H-5,2’,6’) ppm. 

 

2.4.4 6-hidroxi-4’-metoxiflavona (10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

RMN de 
1
H (500,13 MHz, CDCl3): δ = 3,90 (s, 3H, 4’-OCH3); 6,76 (s, 1H, H-3); 7,03 (d, 

J=9,0 Hz, 2H, H-3’,5’); 7,33 (d, J=8,7 Hz, 1H, H-8); 7,87 (d, J=9,0 Hz, 2H, H-2’,6’); 7,95 

(dd, J=8,7 Hz, J=2,3 Hz, 1H, H-7); 8,56 (d, J=2,3 Hz, 1H, H-5) ppm. 

 

 

 

 

 

 

9 

10 

Fig. 46 – Estrutura da 3-hidroxi-4’-metoxiflavona (8) 

        

 

       

  

       

  

        

    

    

Fig. 47 – Estrutura da 6-hidroxi-4’-metoxiflavona (10) 
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Fig. 48 – Espetros de RMN da 6-hidroxi-4’-metoxiflavona (10):  

 A – Espetro HSQC e respetiva expansão (B) 

 C – expansões do espetro HMBC e correlações encontradas (D) 

 E – Espetro de RMN de 13C    
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RMN de
 13

C (125,77 MHz, CDCl3): δ = 55,5 (OCH3); 88,9 (C-6); 106,3 (C-3); 114,5 (C-

3’,5’); 120,1 (C-8); 123,6 (C-1’); 125,6 (C-10); 128,1 (C-2’,6’); 134,6 (C-5); 142,1 (C-7); 

155,6 (C-9); 162,6 (C-4’); 163,7 (C-2); 176,9 (C-4) ppm. 

 

2.4.5 8-hidroxi-4’-metoxiflavona (11) 

 

 

 

 

 

 

 

 

RMN de 
1
H (500,13 MHz, CDCl3): δ = 3,91 (s, 3H, 4’-OCH3); 6,79 (s, 1H, H-3); 7,07 (d, 

J=8,9 Hz, 2H, H-3’,5’); 7,18 (t, J=7,8 Hz, 1H, H-6); 8,03 (d, J=8,9 Hz, 2H, H-2’,6’); 8,13 

(dd, J=7,8 Hz, J=1,6 Hz, 1H, H-7); 8,20 (dd, J=7,8 Hz, J= 1,6 Hz, 1H, H-5) ppm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 49 – Estrutura da 8-hidroxi-4’-metoxiflavona (11) 
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RMN de
 13

C (125,77 MHz, CDCl3): δ = 55,5 (OCH3); 85,3 (C-8); 105,6 (C-3); 114,6 (C-

3’,5’); 123,4 (C-1’); 124,8 (C-10); 126,1 (C-5); 126,5 (C-6); 128,5 (C-2’,6’); 143,3 (C-7); 

154,7 (C-9); 162,7 (C-4’); 163,7 (C-2); 177,6 (C-4) ppm. 
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5-H

2’,6’-H 4’-OCH3
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Fig. 50 – Espetros de RMN da 8-hidroxi-4’-metoxiflavona (11):  

 A – Espetro HSQC e respetiva expansão (B) 

 C – expansões do espetro HMBC e correlações encontradas (D) 

 E – Espetro de RMN de 13C    
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 Esta dissertação tinha como objetivo primordial a biotransformação de flavonoides usando 

a enzima horseradish peroxidase como biocatalisador, tentando produzir modificações benéficas 

nos substratos testados e/ou desenvolver rotas sintéticas mais sustentáveis. As principais 

conclusões do trabalho desenvolvido sobre a biotransformação de flavonoides são, de seguida, 

apresentadas: 

 A biotransformação da 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1) pela HRP permite obter 

dois produtos principais: a 4’-metoxiflavanona (7) e a 3-hidroxi-4’-metoxiflavanona 

(8). Embora o rendimento observado na reação enzimática seja maior é também 

possível obter estes dois compostos e ainda a 3-hidroxi-4’-metoxiflavona (9) usando 

as mesmas condições experimentais, mas sem adição do biocatalisador. Deste modo, 

apesar de a enzima mostrar um aumento do rendimento, a possibilidade de realizar o 

mesmo tipo de transformação no composto de partida (não sendo necessário a adição 

de catalisador, o que diminui o custo do processo) não torna o processo de 

biotransformação viável e atrativo em termos de rendimento e custo associado. 

 

  A biotransformação da 4’-metoxiflavona (2) pela HRP possibilitou a obtenção de 

compostos mono-hidroxilados no anel A da estrutura da flavona em C-6 e C-8, 

embora com reduzidos rendimentos. O modo (contínuo/não contínuo) de adição do 

agente oxidante (H2O2) não parece ser um fator determinante na biotransformação 

referida. Por outro lado, a utilização de um extrato enzimático preparado e sem 

qualquer tipo de purificação, parece aumentar o rendimento obtido, embora apenas um 

dos referidos compostos tenha sido isolado da reação [(6-hidroxi-4’-metoxiflavona 

(10)]. Este facto constitui um dado relevante, pois permite a utilização de uma forma 

muito mais económica da enzima do que a utilização de um extrato comercial. A 

modificação da estrutura da enzima para que esta se possa adaptar melhor ao substrato 

em causa é uma das estratégias a tomar para o melhoramento dos resultados obtidos. 

Ainda assim, deve-se assinalar a obtenção de compostos que por via sintética clássica 

necessitariam de um passo de proteção e outro de desproteção para a obtenção dos 

derivados isolados neste trabalho.    

 

 A biotransformação da 4’-hidroxiflavona (12) pela HRP mostrou que a enzima é 

capaz de provocar algum efeito no composto de partida, sugerindo nós a hipótese de 

haver dimerização/polimerização da estrutura da flavona ou de parte desta. Verificou-

se um acastanhamento da solução reacional, fenómeno ligado aos fenómenos de 

polimerização ocorridos na natureza. Verificou-se que a adição contínua de H2O2 leva 
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a uma maior diminuição do composto de partida, pelo que deverá aumentar o 

rendimento do processo verificado. Verificou-se ainda que o agente oxidante, por si 

só, não causa um efeito muito significativo no conteúdo reacional da 4’-hidroxiflavona 

(12). Um estudo mais aprofundado seria certamente interessante, nomeadamente 

utilizando um sistema acoplado de análise da reação, separação e caracterização dos 

produtos formados on-line para tentar perceber se, de facto, há a formação de algo 

novo pela ação da enzima.    

 

 O estudo da biotransformação da (E)-2-estirilcromona (4) não evidenciou 

transformações significativas em termos de produtos reacionais, parecendo não haver 

qualquer interação entre a enzima e o composto. Seria interessante estudar 

computacionalmente as interações entre a enzima e o substrato (docking) para tentar 

perceber verdadeiramente o que acontece, tentando também perceber se a alteração da 

estrutura da enzima melhoraria os resultados obtidos. 

 

 O estudo da biotransformação da (E)-4’-hidroxi-2-estirilcromona (12) evidenciou 

que a enzima HRP é capaz de provocar algum efeito nesta estrutura, verificando-se a 

diminuição da quantidade deste composto no decurso da reação e o aparecimento de 

algo detetável por tlc, mas não identificável por RMN de 
1
H ou ESI-MS. O estudo 

mais aprofundado desta reação, com recurso a outras técnicas de caracterização e 

análise, será um trabalho interessante a realizar.   

 

 As diferenças de comportamento evidenciadas nas estruturas estudadas, parecem 

sustentar a hipótese de que haverá posições e grupos chave para a biotransformação 

através da HRP, provavelmente devido às diferentes interações verificadas entre os 

diferentes grupos e o sítio ativo da enzima. A utilização de modelos computacionais 

de previsão da interação entre a enzima e os compostos estudados poderá dar uma 

ideia mais clara da importância que os diferentes grupos e posições têm na atividade 

da enzima.  

 

 Pode-se, por fim, referir que este trabalho tornou evidente que os estudos de 

biotransformação requerem “flexibilidade” quanto às condições experimentais usadas, 

quer quanto aos substratos e à sua solubilidade em diferentes solventes orgânicos, quer 

à atividade da enzima nesses mesmos solventes, não esquecendo o modo de utilização 

do agente oxidante. Não se pode esquecer que embora conhecidas pela sua alta 

eficiência, as enzimas apresentam também elevada especificidade e qualquer pequena 
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alteração nas condições usadas pode modificar o decurso das reações (por exemplo, 

produtos obtidos). A adequação da enzima, ou seja, a sua modificação tendo em conta 

o melhoramento da sua interação com o nosso substrato será então a melhor forma de 

conseguir obter as transformações desejadas.    
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Fig. 51 – Sistema de HPLC e cromatógrafo usado nas análises efetuadas ao longo do trabalho. 

 

4.1  Reagentes e equipamentos utilizados 

  

 Os reagentes comerciais foram utilizados sem qualquer purificação prévia e os 

solventes necessários nas transformações e purificações eram analiticamente puros ou 

foram purificados por destilação, sempre que necessário. A cristalização dos compostos foi 

realizada usando solventes de pureza analítica. 

 Para seguir a evolução das reacções utilizou-se: 

 Cromatografia de camada fina (tlc) em folhas plastificadas revestidas de 

sílica gel 60 F254 (Merck), com 0,25 mm de espessura e com material 

indicador fluorescente. Observação das placas em lâmpada de luz 

ultravioleta a 254 e/ou 366 nm de comprimento de onda. 

 Cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) (Fig. 51) num 

cromatógrafo Merck-Hitachi L6200A, com um detetor Merck-Hitachi UV-

vis L-4250, um integrador Merck-Hitachi D2500 e uma coluna LiChrospter 

100 RP-18 (5 µm) LiChroCart 250-4 sílica gel derivada 250 mm (ID 4,6 

mm). Os eluentes utilizados eram próprios para HPLC, sendo ainda filtrados 

e desgaseificados antes das análises. A fase móvel manteve-se inalterada 

durante as análises (sistema isocrático), sendo esta composta por uma 

mistura de ácido acético 1% (v/v) / acetonitrilo (2:3) e com um caudal de 

0,8 mL/min. O comprimento de onda utilizado em cada análise variou de 

acordo com o composto de partida a estudar. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 Para manter a temperatura estável durante os estudos de biotransformação foi 

utilizado um banho termostatizado Grant Y28. Já para proceder à adição contínua de 

peróxido de hidrogénio recorreu-se a uma bomba de seringas KD Scientific KDS-100-CE.  
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Fig. 52 – Banho termostatizado e sistema de adição em contínuo de H2O2. 

 

     

  

 

 

 

 As purificações por cromatografia em coluna foram realizadas em colunas de sílica 

gel 60 da Merck, com granulometria de 0,063-0,2 mm. Já as purificações através de 

cromatografia de camada fina preparativa realizaram-se em placas de vidro (20 x 20 cm) 

revestidas com sílica gel 60 GF254 e previamente ativadas na estufa a 120ºC durante 11 

horas.  

 Nos casos em que se procedeu a lavagens de soluções de compostos com água, 

efetuou-se a secagem das mesmas recorrendo a sulfato de sódio anidro e à sua 

concentração num evaporador rotativo Büchi R-124 (com banho de água B-480). Para 

eliminar vestígios de solvente colocaram-se os compostos numa estufa ventilada a 55ºC 

e/ou numa bomba de vácuo. 

 A obtenção dos espetros de ressonância magnética nuclear de 
1
H e 

13
C e a 

realização dos estudos bidimensionais de correlação espetroscópica heteronuclear (HMBC 

e HSQC) foi conseguida recorrendo principalmente a um espectrómetro Avance 300 a 

operar a uma frequência de 300,13 e 125,77 MHz para RMN de 
1
H e de 

13
C, 

respetivamente sendo que em alguns casos se recorreu a um espectómetro Avance 500 

(500,13 MHz para RMN de 
1
H e 125,77 MHz para RMN de 

13
C. O tetrametilsilano (TMS) 

foi utilizado como padrão interno, enquanto o solvente deuterado da amostra variou de 

acordo com o composto a analisar. Para a caracterização estrutural dos compostos são 

indicados os desvios químicos [δ (em ppm)], obtidos à temperatura ambiente, enquanto as 

constantes de acoplamento são indicados por J, em Hz. Nas caracterizações por RMN de 

1
H é também indicada a multiplicidade dos sinais. 

 

 

 

 

 

 

114 



Capítulo 4                                                                                    Materiais e Métodos Experimentais 
 

Fig. 53 – Estrutura da 2’-hidroxi-4-metoxicalcona. 

 

 

4.2  Preparação dos compostos de partida  

 

4.2.1  Síntese da 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1) 

 

 Dissolveu-se 2’-hidroxiacetofenona (5 mL, 41,5 mmol) em 150 mL de metanol, sob 

atmosfera de azoto e agitação. Adicionou-se KOH (sol. aq. 60%, 155,2 mL) a frio e, em 

seguida, anisaldeído (6 mL, 49,8 mmol) deixando-se reagir por 3,5 horas. Após este 

período, verteu-se a mistura reacional sobre gelo (450 mL). Acidificou-se com HCl (sol. 

aq. 37%) até verificar mudança de cor na solução de laranja para amarelo. O precipitado 

amarelo foi removido por precipitação a pressão reduzida, dissolvido em clorofórmio (100 

mL) e a fase orgânica recolhida lavada com água (2x100 mL), seca sobre sulfato de sódio 

anidro e o solvente evaporado à secura. De seguida, efetuou-se uma purificação por 

cromatografia de coluna de sílica gel usando como eluente a mistura hexano/diclorometano 

7:3 (v/v). Após a evaporação do solvente à secura, o resíduo foi recristalizado em etanol, 

dando origem à calcona pretendida, a 2’-hidroxi-4-metoxicalcona, com rendimento de 87% 

(η = 87%, 9,25 g).  

 

 

 

 

 

 

 

 

2’-hidroxi-4-metoxicalcona: sólido amarelo, η = 87% 

 

RMN de
 1

H (300,13 MHz, CDCl3): δ = 3,87 (s, 3H, 4-OCH3); 6,92 (d, 1H, J=1,2 Hz, H-

5’); 6,95 (d, 2H, J=8,8 Hz, H-3,5); 7,03 (dd, 1H, J=8,4 Hz, J=1,2 Hz, H-3’); 7,49 (td, 1H, 

J=7,8 Hz, J=1,6 Hz, H-4’), 7,55 (d, 1H, J=15,5 Hz, H-α); 7,64 (d, 1H, J=8,8 Hz, H-2,6); 

7,91 (d, 1H, J=15,5 Hz, H-β); 7,93 (dd, 1H, J=8,0 Hz, J=1,6 Hz, H-6’), 12,94 (s, 1H, OH) 

ppm. 

1 

115 



Capítulo 4                                                                                    Materiais e Métodos Experimentais 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4-OCH3

4-OCH3

3,5-H

C-3,5

α-H

C-α

6’-H

C-6’

4’-H

C-4’

2,6-H

CDCl3

C-2,6

3’-H
5’-H

β-H

C-β

C-3’
C-5’

C-1

C-1’

3,5-Hα-H

5’-H
3’-H

2’-OH

2’-OH 6’-H 4’-HC-2’

3,5-H 4-OCH32,6-HC-4

C=O
α-H

β-H

A 

B 

C 

D 

116 



Capítulo 4                                                                                    Materiais e Métodos Experimentais 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RMN de
 13

C (125,77 MHz, CDCl3): δ = 55,4 (OCH3); 114,5 (C-3,5); 117,5 (C-α); 118,5 

(C-3’); 118,7 (C-5’); 120,1 (C-1’); 127,3 (C-1); 129,5 (C-6’); 130,5 (C-2,6); 136,1 (C-4’); 

145,3 (C-β); 162,0 (C-4); 163,5 (C-2’); 193,6 (C=O) ppm. 

 

4.2.2  Síntese da 4’-metoxiflavona (2) 

  

 A 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (236 mg, 0,9 mmol) preparada anteriormente (ver 

4.2.1) foi dissolvida em DMSO (10 mL), adicionando-se uma quantidade catalítica de I2. A 

mistura reacional permaneceu em refluxo, sob agitação magnética e atmosfera de azoto 

durante 60 minutos. Após este período, verteu-se a mistura sobre uma solução saturada de 

tiossulfato de sódio (20 mL) e gelo (20 g), agitando vigorosamente com uma vareta. O 

precipitado formado foi removido por filtração a pressão reduzida, sendo posteriormente 

Fig. 54 – Espetros de RMN da 2’-hidroxi-4-metoxicalcona (1):  

 A – Espetro HSQC e respetiva expansão (B) 

 C – expansões do espetro HMBC e correlações encontradas (D) 

 E – Espetro de RMN 13C    
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Fig. 55 – Estrutura da 4’-metoxiflavona. 

 

dissolvido em clorofórmio (50 mL). A solução foi seca sobre sulfato de sódio anidro, 

evaporando-se o solvente à secura. Após recristalização em etanol, o composto foi obtido 

sob a forma de um sólido amarelo pálido, Depois de secagem na estufa obteve-se a 4’-

metoxiflavona desejada com um rendimento de 79% (179 mg). 

 

 

 

 

 

 

 

 

4’-metoxiflavona: sólido amarelo pálido, η = 79%  

 

RMN de 
1
H (300,13 MHz, CDCl3): δ = 3,90 (s, 3H, 4’-OCH3); 6,76 (s, 1H, H-3); 7,03 (d, 

2H, J=9,0 Hz, H-3’,5’); 7,41 (ddd, J=8,0 Hz, J=7,1 Hz, J=1,1 Hz, 1H, H-6); 7,56 (dd, 1H, 

J=8,4 Hz, J=1,1 Hz, H-8); 7,69 (ddd, 1H, J=8,4 Hz, J=7,1 Hz, J=1,7 Hz, H-7); 7,90 (d, 2H, 

J=9,0 Hz, H-2’,6’); 8,23 (dd, 1H, J=8,0 Hz, J=1,7 Hz, H-5) ppm.        
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Fig. 55 – Espetros de RMN da 4’-metoxiflavona (2):  

 A – Espetro HSQC e respetiva expansão (B) 

 C – expansões do espetro HMBC e correlações encontradas (D) 

 E – Espetro de RMN de 13C    
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Fig. 56 – Estrutura da 4’-hidroxiflavona. 

 

RMN de
 13

C (125,77 MHz, CDCl3): δ = 55,5 (OCH3); 106,2 (C-3); 114,5 (C-3’,5’); 118,0 

(C-8); 124,0 (C-1’); 124,1 (C-10); 125,1 (C-6); 125,7 (C-5); 128,0 (C-2’,6’); 133,6 (C-7); 

156,2 (C-9); 162,4 (C-4’); 163,4 (C-2); 178,6 (C-4) ppm. 

 

4.2.3 4’-hidroxiflavona (12) 

 

 Este composto foi sintetizado e cedido pela Doutora Diana Pinto e não sintetizado 

no decurso deste trabalho. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

RMN de 
1
H (300,13 MHz, CDCl3): δ = 6,88 (s, 1H, H-3); 6,95 (d, 2H, J=8,8 Hz, H-

3’,5’); 7,49 (td, 1H, J=8,0 Hz, J=6,7 Hz, J=1,3 Hz, H-6); 7,76 (dd, 1H, J=8,4 Hz, J=1,1 

Hz, H-8); 7,82 (ddd, 1H, J=8,4 Hz, J=6,8 Hz, J=1,7 Hz, H-7); 7,98 (d, 2H, J=8,8 Hz, H-

2’,6’); 8,04 (dd, 1H, J=7,9 Hz, J=1,6 Hz, H-5); 10,33 (s, 1H, 4’-OH) ppm. 

 

4.2.4  Síntese da (E,E)-2’-hidroxicinamilidenoacetofenona (3) 

 

 
Adicionou-se lentamente uma solução aquosa e a frio de KOH (60%, 93,2 mL) a 

uma solução de 2’-hidroxiacetofenona (3,0 mL, 24,9 mmol) em metanol (110 mL). Em 

seguida, adicionou-se cinamaldeído (3,8 mL, 29,4 mmol) e a mistura reacional foi mantida 

sob agitação e atmosfera de azoto à temperatura ambiente durante 24 horas. Após este 

período, verteu-se a solução sobre água (200 mL) e gelo (100 g) e acidificou-se com HCl 

até pH próximo de 2 (sol. aq. 37%). O precipitado formado foi removido por filtração a 

pressão reduzida e dissolvido em clorofórmio (100 mL). A fracção orgânica recolhida foi 

lavada com água (2 x 100 mL) e seca sobre sulfato de sódio anidro. Após evaporação do 

12 
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Fig. 57 – Estrutura da (E,E)-2’-hidroxicinamilidenoacetofenona. 

 

solvente à secura o composto foi recristalizado em etanol, obtendo-se um sólido de cor 

laranja amarelado (E,E)-2’-hidroxicinamilidenoacetofenona (η = 81%, 5,1 g)  

 

 

 

 

 

 

 

(E,E)-2’-hidroxicinamilidenoacetofenona: sólido laranja amarelado, η = 81%  

 

RMN de 
1
H (300,13 MHz, CDCl3): δ = 6,93 (td, J=8,1 Hz, J=7,5 Hz, J=1,6 Hz, 1H, H-

5’); 7,02 (dd, J=8,4 Hz, J=1,1 Hz, 1H, H-3’); 7,06-7,08 (m, 2H, H-γ,δ); 7,23 (d, J=14,7 Hz, 

1H, H-α); 7,34-7,42 (m, 3H, H-3,4,5); 7,49 (ddd, J=8,4 Hz, J=7,5 Hz, J=1,6 Hz, 1H, 4’-H); 

7,52 (dd, J=7,6 Hz, J=1,7 Hz, 2H, H-2,6); 7,68- 7,77 (m, 1H, H-β); 7,85 (dd, J=8,1 Hz, 

J=1,6 Hz, 1H, H-6’); 12,89 (s, 1H, 2’-OH) ppm. 

 

RMN de
 13

C (125,77 MHz, CDCl3): δ = 118,6 (C-3’); 118,8 (C-5’); 120,0 (C-1’); 123,5 

(C-α); 126,7 (C-γ); 127,4 (C-2,6); 128,9 (C-3,5); 129,5 (C-4); 129,5 (C-6’); 135,9 (C-1); 

136,2 (C-4’); 142,9 (C-δ); 145,5 (C-β); 163,6 (C-2’); 193,7 (C=O) ppm.     

 

4.2.5 Síntese da (E)-2-estirilcromona (4) 

 

 A uma solução de 2’-hidroxicinamilidenoacetofenona (197,8 mg, 0,8 mmol) em 

DMSO (10 mL) adicionou-se uma quantidade catalítica de I2. A mistura reacional foi 

mantida em refluxo sob agitação e atmosfera de azoto num banho de areia. Após 90 

minutos, a reação foi terminada vertendo-se o conteúdo reacional num copo com gelo 

(50g) e água (50 mL), adicionando-se tiossulfato de sódio e agitando com uma vareta. O 

sólido formado foi removido por filtração a pressão reduzida, dissolvido em diclorometano 

e lavado com água (2 x 50 mL). A fracção orgânica foi então recolhida e seca sobre sulfato 

de sódio anidro e o solvente evaporado à secura no evaporador rotativo. O resíduo foi 

purificado recorrendo a cromatografia em camada fina preparativa e usando éter de 

3 
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Fig. 58 – Estrutura da (E)-2-estirilcromona. 

 

petróleo como eluente na primeira eluição e diclorometano na segunda eluição. O solvente 

foi evaporado à secura e o sólido obtido foi recristalizado em etanol. Após filtração em 

funil de prego e secagem na estufa, obteve-se a (E)-2-estirilcromona com um rendimento 

de 67% (131,9 mg).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(E)-2-estirilcromona: sólido laranja, η = 67% 

 

RMN de 
1
H (300,13 MHz, CDCl3): δ = 6,35 (s, 1H, H-3); 6,81 (d, J=16 Hz, 1H, H-α); 

7,38-7,47 (m, 4H, H-3’,4’,5’,6); 7,55 (dd, J=8,4 Hz, J=1,2 Hz, 1H, H-8); 7,60 (dd, J=7,7 

Hz, J=1,8 Hz, 2H, H-2’,6’); 7,63 (d, J=16,0 Hz, 1H, H-β); 7,70 (ddd, J=8,4 Hz, J=7,8 Hz, 

J=1,6 Hz, 1H, H-7); 8,21 (dd, J=7,8 Hz, J=1,6 Hz, 1H, H-5) ppm. 

 

RMN de
 13

C (125,77 MHz, CDCl3): δ = 110,7 (C-3); 117,9 (C-8); 120,3 (C-α); 124,0 (C-

10); 125,0 (C-6); 125,7 (C-5); 127,7 (C-2’,6’); 129,0 (C-3’,5’); 129,9 (C-4’); 133,7 (C-7); 

135,0 (C-1’); 137,0 (C-β); 156,1 (C-9); 161,7 (C-2); 178,3 (C-4) ppm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 

122 



Capítulo 4                                                                                    Materiais e Métodos Experimentais 
 

Fig. 59 – Estrutura da (E)-4’-hidroxi-2-estirilcromona. 

 

 

4.2.6 (E)-4’-hidroxi-2-estirilcromona (13) 

 

 Este composto foi sintetizado e cedido pela Doutora Diana Pinto e não sintetizado 

no decurso deste trabalho.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RMN de 
1
H (300,13 MHz, (CD3)2CO): δ = 6,34 (s, 1H, H-3); 6,95 (d, J=8,6 Hz, 2H, H-

3’,5’); 6,98 (d, J=15,8 Hz, 1H, H-α); 7,46 (t, J=7,9 Hz, 1H, H-6); 7,60 (d, J=8,6 Hz, 2H, 

H-2’,6’); 7,71 (d, J=15,8 Hz, 1H, H-β); 7,80 (ddd, J=7,9 Hz, J=7,7 Hz, J=1,6 Hz, 1H, H-

7); 8,10 (dd, J=7,9 Hz, J=1,6 Hz, 1H, H-5); 9,00 (s, 1H, 4’-OH) ppm.   

 

4.3 Estudos de biotransformação 

 

 As biotransformações realizadas ao longo deste trabalho seguiram um 

procedimento padrão com pequenas alterações entre as várias reações, que foram sendo 

referidas ao longo deste trabalho. Sucintamente, procedia-se à dissolução do composto de 

partida num determinado solvente, colocando a solução em agitação num banho 

termostatizado a 30ºC. O sistema foi montado em paralelo de forma a poderem decorrer 

duas reações em simultâneo e garantindo igual temperatura em ambos (Fig. 60). 

Previamente era preparada uma solução de enzima HRP em tampão (ver pontos seguintes), 

juntando uma determinada quantidade desta à solução reacional. Nos casos em que se 

procedeu ao controlo da reação, adicionou-se apenas tampão e não uma solução com 

enzima. 
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Fig. 60 – Montagem experimental utilizada nos estudos de biotransformação. 

 

Fig. 61 – Método de adição do H2O2 à reação de forma contínua. 

 

 

 

 

 

 

 

  

  

 Além disso, preparava-se uma solução de H2O2 com determinada concentração, 

sendo o peróxido de hidrogénio adicionado para dar início à reação. Nos casos em que a 

adição de peróxido de hidrogénio foi contínua ao longo do tempo utilizou-se uma bomba 

de seringas: neste sistema de fluxo era colocada uma seringa com a solução de peróxido de 

hidrogénio preparada anteriormente, definindo o diâmetro da seringa utilizada, o caudal 

pretendido e o volume que se desejava adicionar (Fig. 61).       

 

 

 

 

 

 

 

4.3.1 Preparação de soluções tampão 

 

 No decurso deste trabalho foram preparados três tipos de soluções tampão: 

 

 Tampão acetato de sódio pH 5.50: Dissolveram-se 0,725 g de acetato de 

sódio em 200 mL de água destilada. Preparam-se 100 mL de uma solução de 

ácido acético 1M através da diluição em água destilada de uma solução 

comercial (ρ = 1,051 g mL
-1

). Adicionou-se então 1,25 mL da solução de 

ácido acético 1M à solução de acetato de sódio. Por fim, aferiu-se o pH a 5.50 

utilizando uma solução de HNO3 0,1M.  
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Fig. 62 – Rábano utilizado como 

fonte enzimática. 

 

 Tampão McIlvaine pH 6.00: Preparou-se uma solução aquosa de ácido cítrico 

0,1M pela dissolução de 0,42 g de ácido cítrico mono-hidratado em 20 mL de 

água destilada. Em seguida, preparou-se uma solução aquosa de 

hidrogenofosfato de sódio 0,2 M pela dissolução de 2,87 g de 

hidrogenofosfato dissódico dodecahidratado em 40 mL de água destilada. 

Adicionaram-se então para um recipiente 18,43 mL da solução de ácido 

cítrico e 31,58 mL da solução de hidrogenofosfato de sódio, num volume 

final de 50 mL de tampão. Por fim, fez-se um ajuste ao pH do tampão para 

6,00.  

 

 Tampão fosfato de sódio pH 6.00: Para preparar uma solução aquosa 0,2M, 

dissolveram-se 1,43 g de hidrogenofosfato dissódico dodecahidratado em 20 

mL de água destilada. De seguida, preparou-se uma solução aquosa de 

dihidrogenofosfato de sódio 0,2M pela dissolução de 2,4 g deste em 100 mL. 

Adicionaram-se 6,88 mL da solução de hidrogenofosfato dissódico e 43,12 

mL da solução de dihidrogenofosfato de sódio num recipiente. Adicionou-se, 

por fim, 50 mL de água destilada à solução preparada e aferiu-se o pH a 6.00. 

 

4.3.2 Preparação de solução enzimática 

 

4.3.2.1 Preparação usando forma comercial da enzima 

 

 Nos ensaios onde se usou uma forma purificada da enzima, pesou-se uma 

determinada quantidade da Peroxidase from horseradish P-8250 – Tipo II (150-

250 unidades mg
-1

 – usando pirogalol) da Sigma, sendo esta preparada pela dissolução no 

tampão usado no respetivo ensaio de biotransformação. 

 

4.3.2.2 Preparação de extrato e quantificação da atividade enzimática 

 

 A peroxidase tem uma presença ubiquitária no reino 

vegetal, pelo que a atividade da enzima ocorre em todos os 

alimentos de origem vegetal. Entre as fontes mais utilizadas 
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Fig. 63 – Esquema representativo da preparação do extrato enzimático. 

 

para obter esta enzima encontra-se a planta chamada rabão ou rábano bravo (horseradish) 

da família do rabanete, sendo a fonte utilizada para obter a enzima purificada de origem 

comercial utilizada no decorrer deste trabalho (Fig. 62).  

 Colocaram-se 22,1 g de rábano em 100 mL de tampão fosfato pH 6,0, 0,1M e 

triturou-se com uma trituradora. A mistura foi filtrada por algodão e o filtrado colocado 

numa proveta a fim de aferir o volume (V = 85 mL). A solução foi colocada num balão 

volumétrico e armazenada a 4ºC (Fig. 63). 

 

 

 

 

 

 

 

 A quantificação da atividade de qualquer enzima implica a determinação da 

velocidade da reação catalisada pela enzima, seja pela quantificação da diminuição do 

substrato ou aumento do produto. Isto implica a utilização de uma técnica analítica, como a 

espetrofotometria de visível, e do uso de uma propriedade inerente ao substrato ou ao 

produto, ou da sua reação com algum reagente, que possibilita a quantificação da 

diminuição do substrato ou aumento de produto durante um certo período de tempo de 

reação.  

 Neste trabalho, estudou-se a reação com ABTS (2,2’-azino-bis(3-

etilbenzotializolina-6-sulfónico) para quantificar a atividade da enzima. 

 

  

 A atividade da enzima foi determinada pela medição da variação da absorvência a 

um comprimento de onda de 414 nm, correspondente ao máximo de absorção do ATBS 

oxidado. A solução de substrato foi preparada estabilizando a 30ºC uma solução contendo 

1,0 mL de tampão fosfato pH 6,0, 0,1 M, 0,5 mL ABTS (0,02M) e 3,0 mL de H2O2 

(0,91mM). De seguida, adicionaram-se 0,50 mL de extrato enzimático (diluição 1:25) e 

quantificou-se a atividade recorrendo ao método contínuo de forma automática onde se 

efetuam medições de absorvências ao longo de um determinado tempo. Para tal 
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Fig. 64 – Variação da absorvência ao longo do tempo 

durante a reação da HRP com ABTS.  

 

considerou-se o coeficiente de extinção molar (ε) a 414 nm para o produto da reação de 

3,60 x 10
4 

M
-1

 cm
-1

 e utilizou-se o método dos mínimos desvios quadrados para obter uma 

reta de regressão linear cujo declive permite determinar o parâmetro da atividade 

enzimática. Para o branco adicionou-se tampão fosfato em vez de extrato enzimático.  

 

 

 

 

 

 

 

 

ε = 3,60 × 10
4
 M

-1 
cm

-1
  b = 1 cm 

  

  
        

  

  
  

A = 0,002 t + 0,0264           declive = 0,002 Abs s
-1 

                                           = 0,120 Abs min
-1
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 Para uma melhor caracterização da atividade enzimática presente no extrato 

preparado, deveria ser feita uma determinação do conteúdo proteico da amostra, para poder 
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comparar de forma mais rigorosa as duas fontes enzimáticas usadas. Para além disso, as 

condições de análise deveriam ser exatamente as mesmas (substrato, concentrações, etc.) 

para que a comparação entre as duas formas da enzima fosse viável, o que não aconteceu. 

Ainda assim, é facilmente percetível que, de facto, o extrato enzimático preparado possuía 

atividade de peroxidase pelo que a sua utilização como fonte enzimática é válida.  
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