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Resumo. O presente trabalho objetivou investigar o potencial biocatalitico de residuos vegetais na redugio de acetofenonas.
As cascas de abacaxi formaram diferentes produtos, como o 1-feniletanol, 2-feniletanol, acetato de 1-feniletila e acetato de 2-
feniletila, assim como as sementes de abobora e améndoas da manga, o 1-feniletanol, 2-hidroxiacetofenona e 1-fenil-1,2-etanol,
mostrando baixa seletividade quimica mas com bons rendimentos de conversdo. Cascas de banana, maracuja, bagaco da cana-
de-actcar e sabugos de milho formaram apenas o 2-feniletanol, sendo os trés primeiros mais efetivos, com conversao variando
entre 21,7% e 80,0%. Os estudos para otimizacdo das condi¢des reacionais com a banana e o maracuja, através do monitora-
mento da conversdo e do excesso enantiomérico, permitiram otimizar tempo reacional, pH e quantidade de biocatalisador. As
melhores condi¢des encontradas para a banana foram 36 horas, 15 g e pH 7,0, enquanto para o maracuja foram 48 horas, 15 g
e pH 7,6. Utilizando as condi¢des otimizadas, avaliou-se o potencial biorredutor da banana e maracuja frente aos derivados da
acetofenona 2-bromoacetofenona, 3-bromoacetofenona, 4-bromoacetofenona, 1-fenil-2,2,2-trifluoretanona, 3-fluoracetofenona, 4-
fluoracetofenona e 2-nitroacetofenona. Dentre os derivados testados 1-fenil-2,2,2-trifluoretanona foi o mais reativo com rendimento
>99%.

Palavras-chaves: Enzimas. Biocatalisadores. Acetofenona. Quimica Verde.

BIOCATALISADORES VEGETAIS NA REDUCAO DE
ACETOFENONAS PRO-QUIRAIS E SUAS CONTRIBUICOES PARA
A QUIMICA VERDE

Abstract. The present work aimed to investigate the biocatalytic potential of plant residues in the reduction of acetophe-
none. The pineapple peels have formed different products, such as 1-phenylethanol, 2-phenylethanol, 1-phenylethyl acetate and
2-phenylethyl acetate, as well as pumpkin seeds and almonds of mango, 1-phenylethanol, 2-hydroxyacetophenone and 1-phenyl-
1,2-ethanol, showing low chemical selectivity, a desired result, but good conversion yields. Shells of banana, passion fruit, su-
garcane bagasse and corn sabugo formed only 2-phenylethanol, the first three being more effective, with a conversion ranging
from 21.7% to 80.0%. The studies to optimize the reaction conditions with banana and passion fruit, through the monitoring of
conversion and enantiomeric excess, allowed to optimize the reaction time, pH and amount of biocatalyst. The best conditions
found for the banana were 36 hours, 15 g and pH 7,0, while for passion fruit were 48 hours, 15 g and pH 7,6. Using the opti-
mized conditions, the bioreductive potential of banana and passion fruit against acetophenone derivatives 2-bromoacetophenone,
3-bromoacetophenone, 4-bromoacetophenone, 1-phenyl-2,2,2-trifluoroethanone, 3-fluoracetophenone, 4- fluoracetophenone and
2-nitroacetophenone. Among the derivatives tested 1-phenyl-2,2,2-trifluorethanone was the most reactive in yield> 99%.

Keywords: Enzymes. Biocatalysts. Acetophenone. Green Chemistry.

1 INTRODUGAO des, bem como as mudangas nos padrdes de consumo de

bens e matérias primas impactaram significativamente o

O aumento dos processos industriais, crescimento  meio ambiente e trouxe a tona um quadro de degrada-
populacional, desenvolvimento desordenado das cida-
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¢ao e desequilibrio ambiental nunca visto anteriormente
(FARIAS; FAVARO, 201 1). Esse cenario foi resultado
do incentivo e expansdo da economia somado a falta
de conscientiza¢do no controle das polui¢des e descarte
de residuos toxicos provenientes dentre outras fontes,
da inddstria quimica. Consequentemente, temos uma
geracdo desenfreada de residuos s6lidos, contaminagéo
do ar e recursos hidricos com qualidade comprometida
(NASCIMENTO, 2007).

A indistria quimica tem relevante participagdo em
quase todas as esferas econdmicas, que incluem proces-
sos industriais, agricolas a servi¢os. Somente nos Esta-
dos Unidos, em 2016, mais de 878 milhdes de toneladas
de compostos quimicos foram produzidos, 91 bilhdes
de dolares foram investidos em pesquisa e desenvolvi-
mento e aproximadamente 6 milhdes de empregos di-
retos e indiretos foram gerados pelos negdcios do setor
quimico. Diante desses nimeros, fica evidente a dimen-
sdo e a influéncia desse mercado no mundo (AMERI-
CAN CHEMISTRY COUNCIL, 2017).

Mesmo com o desenvolvimento de politicas direci-
onadas para o reaproveitamento dos residuos sélidos,
fiscalizacdo para minimizar a producio e langcamento
de efluentes quimicos e diante da fatidica crise ambien-
tal, é necessario fundamentar os desafios do desenvol-
vimento sustentdvel e criar uma visdo estratégica que
leve a um crescimento equilibrado e multidisciplinar.
Fica claro a importancia do desenvolvimento de técni-
cas de determinacdo e quantificagdo dos diversos tipos
de poluentes, com rapidez, seletividade e também a oti-
mizacao dos processos industriais pioneiros.

Diversos estudos apontam caminhos alternativos
para a mitigacdo e/ou reducdo dessas problemadticas.
Nos ultimos anos foram desenvolvidas novas metodo-
logias e pesquisas envolvendo a biotecnologia. A bio-
tecnologia € um mercado economicamente vidvel, com
estimativa de 20% na manufatura de propaisdutos qui-
micos em 2020, e ambientalmente correto (GONCAL-
VES; MARSAIOLI, 2013).

Inseridas nos processos biotecnolégicos mais efici-
entes, levando em consideracdo os fatores ambientais,
a minimizacdo de impactos e harmonia com as deman-
das tecnoldgicas do mercado, temos as tecnologias de
biotransformacao e biocatalise (BRASIL, 2007). Bio-
catalisadores sdo proteinas de origem animal, vegetal e
microbiana, com variagdo em suas propriedades catali-
ticas. Utilizados em transformacdes quimicas, servem
como alternativa aos processos pioneiros e t€ém como
funcdo principal catalisar reacdes nos organismos (PA-
QUES; MACEDO et al., 2006).

Ha cerca de 20 anos com crescimento notdrio no
cendrio industrial e cientifico, a producdo de molécu-

las quirais a partir do uso de catalisadores enzimati-
cos chama a atencdo, em grande parte, pelas suas van-
tagens e caracteristicas. Os biocatalisadores apresen-
tam elevada seletividade (enantio-, quimio-, éstereo- e
régio-seletividade), biodegradabilidade e alta eficiéncia
em reagdes sob condicdes brandas, ou seja, a pressao e
temperatura ambiente e podem ser utilizados em meio
aquoso (BRAGA et al., 2013). Destaca-se também a
reduzida demanda de solventes organicos e ndo for-
macao de produtos secundarios (ALBUQUERQUEA et
al., 2014). Em 2007, devido ao enorme potencial bio-
tecnolégico, foi criado pelo Governo Brasileiro o Co-
mité Nacional de Biotecnologia, com o intuito de esti-
mular esse mercado. A partir dai, a Politica de Desen-
volvimento da Biotecnologia foi instituida pelo decreto
N° 6.041 com a pretensdo de colocar o pais, até 2022,
entre os cinco principais geradores de pesquisa, servi-
¢os e produtos biotecnologicos (GONCALVES; MAR-
SAIOLI, 2013).

A reducdo assimétrica biocatalitica de cetonas em
alcoois quirais consiste em uma alternativa mais atra-
tiva do ponto de vista ambiental, muito comum na ob-
tencao de auxiliares cirdrgicos, produtos farmacéuticos,
agroquimicos, aromas, fragrancias, entre outros impor-
tantes produtos de aplicagdo industrial (NI; XU, 2012;
MATSUDA; YAMANAKA; NAKAMURA, 2009; JA-
VIDNIA et al., 2016). No entanto, é fundamental a ob-
tencao final de produtos com elevada pureza enantiomé-
rica, uma vez que compostos racémicos podem resultar
em efeitos opostos quando relacionados com sistemas
biolégicos (MILETIC; LOOS; GROSS, 2011; PAVO-
KOVIC et al., 2017).

A redugdo enantiosseletiva usando plantas frescas,
vegetais e frutos como biocatalisadores ja foi ampla-
mente investigada e relatada na literatura, mostrando-se
vantajosa devido a alta biodiversidade de espécies, con-
figuracao experimental simples e vidvel para aplicacdes
industriais (GASO-SOKAC et al., 2014). As enzimas
celulares de origem vegetal sdo capazes de catalisar a
reducdo de cetonas prdé-quirais, com alta estereoespeci-
ficidade, ja que nao ha necessidade de regenerar cofato-
res (JAVIDNIA et al., 2016; PATIL, 2015).

Nesse contexto, a utiliza¢do de fontes residuais ve-
getais como fontes biocataliticas para a conversdo do
respectivo substrato pode contribuir decisivamente para
o desenvolvimento de uma quimica ambientalmente fa-
voravel, ja que sdo capazes de substituir catalisadores
quimicos convencionais, muitas vezes mais t6xicos ao
meio ambiente.

A reducdo de diferentes tipos de cetonas pro-quirais
foi conseguida tendo, entre outros materiais, a maca
(Malus pumila), cenoura (Daucus carrota), cebola (Cu-
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cumis sativus), batata (Solanum tuberosum), rabanete
(Raphanus sativus) e raizes de rabanete (Raphanus sa-
tivus L.) como biocatalisadores (BENNAMANE; ZE-
ROR; ARIBI-ZOUIOUECHE, 2015; PATIL, 2015).

Levando em consideracdo a grande ascensdo da bi-
ocatalise, o presente trabalho tem como objetivo inves-
tigar o potencial biocatalitico de residuos vegetais na
reducdo da acetofenona. Os biocatalisadores utilizados
que inicialmente teriam como destino os aterros sani-
tarios foram aplicados visando a reducdo de impactos
ambientais e aproveitid-los na obtengdo de compostos
quirais de alto valor agregado.

2 Materiais e Métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboraté-
rio de Quimica Analitica e Microbiologia Ambiental
(LAQMAB) do Eixo de Quimica e Meio Ambiente do
Instituto Federal de Educacgdo, Ciéncia e Tecnologia do
Ceard (IFCE) — campus Maracanad. A pesquisa ini-
ciou com a selecdo de fontes vegetais, oriundas de re-
siduos com potencial biocatalitico para redugdo da ace-
tofenona. Os materiais testados foram: cascas de aba-
caxi (Anana comosus), banana (Musa paradisiaca), ba-
gaco de cana de acucar (Saccharum officinarum L.), sa-
bugo de milho (Zea mays L.), casca do maracuja (Pas-
siflora) e sementes de abobora (Cucurbitales), abacate
(Persea americana) e manga (Mangifera indica L.). A
triagem foi realizada considerando aspectos quimicos e
econdmicos, como custo-beneficio, facilidade de coleta
e capacidade catalitica descrita na literatura. Os materi-
ais foram adquiridos no comércio local considerando a
mesma variedade vegetal.

O experimento consistiu, inicialmente, em cortar
os residuos em pequenos pedagos, pesa-los (10,0 g) e
esteriliza-los em solugdo de hipoclorito de sddio (Na-
ClO) 5% por 10 minutos. ApGs esse processo 0s mes-
mos foram lavados trés vezes com agua destilada e en-
tao acondicionados em erlenmeyers de 250 mL com 50
mg do substrato, acetofenona (1), e 40 mL de 4gua des-
tilada.

Logo apds o acondicionamento dos sistemas, 0s
frascos foram vedados com filme pléstico e as mistu-
ras incubadas num agitador orbital (150 rpm) por 72
horas e temperatura ambiente (30 °C). Apés esse pe-
riodo, cada suspensdo foi filtrada individualmente em
funil comum e papel de filtro, com o objetivo de sepa-
rar o material residual do aquoso.

A fase aquosa foi submetida a extragdo com acetato
de etila (25mL), para separacdo dos compostos organi-
cos, e secagem com sulfato de sédio anidro para retirada
de excesso de dgua. Entdo, as amostras foram levadas a
um sistema de evaporagdo rotativa a pressdo reduzida,

a uma temperatura de aproximadamente 40 °C, para re-
tirada do solvente, gerando o produto reacional.

Os produtos foram retirados dos baldes com uma
pequena quantidade de solvente (acetato de etila) e puri-
ficados em uma coluna cromatografica de 15 cm x Scm
empacotada com silica gel, utilizando um volume de 50
mL de diclorometano como eluente. Os produtos foram
novamente levados ao sistema de evaporagdo rotativa a
pressdo reduzida para concentracdo, retirados dos ba-
16es com pequena porc¢do de solvente (acetato de etila)
e guardados em frascos de vidro previamente pesados
(ASSUNCAO et al., 2008).

Posteriormente, foram realizados experimentos de
otimizag¢do visando o aperfeicoamento da metodologia
de modifica¢do quimica da acetofenona e verificagdo do
potencial biorredutor das fontes enzimaticas estudadas.
Variou-se a massa do biocatalisador, tempo de reacdo e
pH da solucdo monitorando-se o rendimento de conver-
sdo e o0 excesso enantiomérico (%ee).

A variagdo da quantidade de biocatalisador ocorreu
entre 2 e 15 g. Nesse caso, € importante destacar que a
metodologia empregada foi a mesma dos testes iniciais.
Ja para o estudo cinético, foram verificadas as variacdes
de 12 a 84 horas. Nessa etapa, aplicamos a quantidade
de biocatalisador que obteve melhor resultado no pri-
meiro ensaio de otimizagdo.

Finalmente, pHs de 5,0-8,0 foram controlados com
solugdes tampdes, utilizando a melhor massa de bioca-
talisador e tempo de reacdo. Para pH 5,6 foi utilizado
um tampao acetato, feito a partir das solu¢des de acido
acético e acetato de so6dio 0,1 mol L-1. Ja para pH na
faixa compreendida entre 5,8 e 8,0, foi utilizado tam-
poes fosfato, a partir de solucdes de fosfato de sodio
monobasico e fosfato de sédio dibasico 0,1 mol L-1.

Com as condi¢des otimizadas, foram aplica-

das biotransformacdes de derivados da acetofe-
nona (2-bromoacetofenona, 3-bromoacetofenona,
4-bromoacetofenona, 3-fluoracetofenona, 4-

fluoracetofenona,  2-nitroacetofenona e 1-fenil-
2,2,2-trifluoretanona) com o intuito de comprovar o
potencial biorredutor dos vegetais estudados.
Cromatografia gasosa acoplada espectrometria de
massa (CG-EM) foi utilizada na quantificagio e a
Cromatografia gasosa com detec¢do por ionizacdo de
chama (CG-DIC) na determinagdo dos excessos enan-
tioméricos. CG-EM modelo 17A/QP5050 da Shi-
madzu equipado com coluna capilar OV-5 (5%-Fenil)-
dimetipolisiloxano (30 m x 0,25 mm x 0,25 #m) com
filme de 0,1 #m; gas de arraste Hélio 5.0; fluxo de 1 mL
min-1 em modo split. As temperaturas do injetor e de-
tector foram de 250 e 280 °C, respectivamente. A tem-
peratura da coluna foi programada para 4 °C min-1 de
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40 a 180 °C, e 20 °C min-1 de 180 a 280 °C. O excesso
enantiomérico foi calculado usando um CG-DIC mo-
delo Trace Ultra da Thermo Electron equipado com co-
luna capilar Varian Chirasil-Dex CB (/-ciclodextrina,
25 m0,25 mm0.25 pm); gés de arraste Hélio 5.0, fluxo
de 1 mL min-1 com modo split. A temperatura do in-
jetor e detector foi de 220 °C. A temperatura da coluna
foi programada para aumentar 2 °C min-1 de 130 a 160
°C.

Um ensaio em branco (dgua mais substrato) foi rea-
lizado utilizando a metodologia descrita acima para ve-
rificar a atuacdo do biocatalisador. A determinacdo dos
rendimentos de conversio foi feita pelo método da nor-
malizacdo da drea (ASSUNCAO et al., 2008).

3 Resultados e Discussao

No teste de triagem foi observado que a maioria dos
materiais testados apresentou capacidade catalitica na
reducdo da acetofenona (1) ao 1-feniletanol (1a). Todos
os resultados das conversdes podem ser vistos na Tabela
1, com obtencdo de rendimentos variando entre 10,2 e
90,1%, exceto para o abacate (0,0%) que se mostrou
cataliticamente inativo.

Conversdo reacional semelhante de acetofenona por
cetoredutase foi apresentada no trabalho de Liang et al.
(2010). Nesse, o processo biocatalitico estudado, cujo
resultado foi um 4lcool quiral que atua como interme-
didrio na sintese do farmaco antiasmdtico Singulair'®>,
apresentou rendimento de 97,2% e excesso enantiomé-
rico superior a 99,9%.

Inicialmente, utilizou-se como critério de selecdo
o rendimento de conversdo da acetofenona, sendo as
améndoas de manga (90,1%) e cascas de maracujd
(80,0%) os mais eficientes dentre os materiais testados.

No entanto, as améndoas de manga, assim como se-
mentes de abdbora e cascas de abacaxi, geraram mais
de um produto, demonstrando baixa quimioseletivi-
dade. J4 bagaco de cana (10,2%) e o carogo de aba-
cate (0%) apresentaram baixo ou nenhum rendimento,
motivo pelo qual foram descartados para os ensaios se-
guintes. O sabugo de milho apresentou rendimento se-
melhante aos das cascas de banana, 21,7%, porém, o
dltimo foi selecionado, dentre outros fatores, por ques-
toes de disponibilidade no mercado.

De acordo com os estudos realizados por Pavoko-
vi¢ et al. (2017), os resultados obtidos neste trabalho,
e dispostos na Tabela 1, podem ser considerados sa-
tisfatorios, justificando uma otimizacdo da reacdo en-
zimdtica, que serd descrita a seguir, em busca de me-
lhores resultados. O autor aplicou metodologia seme-
lhante a deste trabalho, com rea¢des de 72 horas a tem-
peratura ambiente, dgua destilada (pH 7,0) como meio

reacional, NaBH4 e diferentes plantas como biocata-
lisadores na reducdo de 1-(3,4-dimetilfenil)etanona a
1-(3,4-dimetilfenil)etanol. Para cenoura (Daucus car-
rota), beterraba (Beta vulgaris L. subsp. vulgaris var.
conditiva), rabanete preto (Raphanus sativus L. var.
niger), rabanete branco (Raphanus sativus var. lon-
gipinnatus L.H.Bailey), aipo (Apium graveolens L.),
rdbano (Armoracia rusticana), salsinha (Petroselinum
crispum (Mill.) Fuss), rabanete (Raphanus sativus var.
sativus) e beterraba agucareira (Beta vulgaris L.), oS
rendimentos obtidos foram de 71,9%, 55,9%, 55,9%,
67,7%, 65,9%, 54,3%, 88,2%, 44,1% ¢ 70,6%, respec-
tivamente.

As cascas de abacaxi favoreceram transformacdes
quimicas indesejadas, originando quatro produtos dife-
rentes, 1-feniletanol (1a), 2-feniletanol (1b), acetato de
1-feniletila (1¢) e acetato de 2-feniletila (1d), como re-
sultado da reducdo do grupamento cetona e acetilacdo
do dlcool formado, como pode ser observado na Figura
1. O dlcool quiral 1-feniletanol (1a) foi obtido em pro-
porcdo (53,0%) superior ao dos outros produtos, indi-
cando que as cascas de abacaxi podem ser utilizadas
como biocatalisador na obten¢do deste importante pre-
cursor quiral, mas com necessidade de um processo de
purificacdo. A formacdo dos acetatos 1c e 1d pode indi-
car a presenca de outras enzimas do grupo das lipases,
além das redutases responsdveis pela formacdo de 1a.

As sementes de abobora e améndoas de manga tam-
bém apresentaram relevante atividade de biotransfor-
macgdo. As sementes de abobora e améndoas do ca-
roco de manga demonstraram boa capacidade redu-
tora, evidenciando a presenca de possiveis enzimas oxi-
redutases. Com estas a acetofenona (1) foi conver-
tida em trés diferentes produtos, o 1-feniletanol (1a),
2-hidroxiacetofenona (1e) e 1-fenil-1,2-etanodiol (1f),
conforme o esquema reacional da Figura 1 e Tabela 1.
Relevante resultado foi observado com a améndoa da
manga que converteu a cetona em seu dlcool com 90,1%
de rendimento, ao passo que as sementes de abdbora
resultaram em 51,9% do mesmo produto. Resultados
inesperados foram as formagdes dos produtos 1e e 1f,
gerados pela oxidagdo do grupo metila da acetofenona
(para 1e) e pela reducdo da carbonila e oxidacdo do
grupo metila simultaneos (para 1f). Comparagao entre
os resultados dos dois biocatalisadores revelou maior
predominancia de atividade oxidase nas sementes de
abobora que nas améndoas de manga, devido a maior
propor¢do de produtos de oxidacdo (le e 1f). Isto de-
monstra a presenca de um complexo enzimdtico, nos
extratos aquosos destes materiais, rico em redutases e
oxidases.

Baixa seletividade quimica também foi relatada por
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Tabela 1: Resultados da biotransformacio da acetofenona por catalisadores naturais (10 g de biocatalisador, 50 mg do substrato acetofenona,

40 mL de 4gua destilada, 150 rpm, 72 horas e temperatura ambiente).

Material vegetal

Produto(s)/conversao (%)

la 1b 1c 1d le 1f
Casca de abacaxi 53 45 0,1 1,9 - -
Cascade banana 21,7 - - - - -
Casca de maracuja 80 - - - - -
Bagaco de cana 10,2 - - - - -
Sabugo de milho 21,7 - - - - -
Carogo de abacate - - - - - -
Semente de abobora 51,9 - - - 79 37,6
Améndoa de manga 90,1 - - - 5,1 1

Fonte: Autor

(”) OH OAc (|) OH
OH OH
biocatalisador OH OAc
» + + + + +
1 1a 1b 1c 1d 1e 1f

Figura 1: Esquema reacional para biotransformac@o da acetofenona (1) (10 g de biocatalisador, 50 mg do substrato acetofenona, 40 mL de

agua destilada, 150 rpm, 72 horas e temperatura ambiente).
Fonte: Autor

Assuncio et al. (2008), para a biorreducdo de compos-
tos carbonilados a partir do caldo de cana-de-agucar.
A regiosseletividade ndo foi observada com o cinamal-
deido, que gerou dois diferentes produtos, sendo um de-
les (66,5%) oriundo da reducio seletiva do grupo carbo-
nila e outro (33,5%) na reduc¢do da ligacdo olefinica. O
metil-cinamaldeido também apresentou 0 mesmo com-
portamento. Nesse mesmo contexto, um 4cido carboxi-
lico (56,1%) foi gerado a partir do cinamaldeido, pela
oxidacdo do grupo aldeido.

Os cromatogramas CG-EM das anélises dos produ-
tos reacionais resultantes da bioconversdao da acetofe-
nona (1) com as cascas de abacaxi, sementes de abo-
bora e améndoas de manga sdo mostrado nas Figuras 2,
3ed.

Vale ressaltar que os picos observados nos croma-
togramas CG-EM das Figuras 2, 3 e 4 com tempos de
retencdo 4,3;4,9; 5,9; 6,8; 7,4 e 8,0 minutos sao atribui-
dos aos produtos 1-feniletanol (1a), 2-feniletanol (1b),
acetato de 1-feniletila (1c), acetato de 2-feniletila (1d),
2-hidroxiacetofenona (1e) e 1-fenil-1,2-etanodiol (1f),
respectivamente. Ja o substrato acetofenona (1) aparece
em 4,4 minutos. Estas atribui¢des foram realizadas ba-
seadas nos espectros de massa gerados por cada pico.

Os resultados obtidos com as cascas de banana e
maracujd, bagaco de cana e sabugo de milho mostra-
ram que apenas l-feniletanol (1a) foi formado a partir
da acetofenona (1), indicando maior seletividade qui-
mica destes biocatalisadores para a obten¢do do produto
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Figura 2: Cromatograma CG-EM do produto reacional da acetofe-
nona com cascas de abacaxi (10 g de biocatalisador, 50 mg do subs-
trato acetofenona, 40 mL de dgua destilada, 150 rpm, 72 horas e tem-
peratura ambiente).

Fonte: Autor
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Figura 3: Cromatograma CG-EM do produto reacional da acetofe-
nona com a semente de abobora (10 g de biocatalisador, 50 mg do
substrato acetofenona, 40 mL de dgua destilada, 150 rpm, 72 horas e
temperatura ambiente).

Fonte: Autor
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Figura 4: Cromatograma CG-EM do produto reacional da acetofe-
nona com a semente da améndoa da manga (10 g de biocatalisador,
50 mg do substrato acetofenona, 40 mL de dgua destilada, 150 rpm,
72 horas e temperatura ambiente).

Fonte: Autor

1a. Os melhores rendimentos foram verificados para as
cascas de maracuja (80,0%), cascas de banana (21,7%)
e sabugo de milho (21,7%), podendo ser considerados
potenciais catalisadores para obtencao de alcodis qui-
rais.

Avaliando conversdo, seletividade, pureza dos pro-
dutos e facilidade de aquisicdo no mercado, as cascas
de maracuja e banana foram selecionadas para os testes
de otimizacdo. A Figura 5 (A e B) exibem os cromato-
gramas dos produtos destes estudos.

Em relagdo as variagdes de massas dos biocatalisa-
dores selecionados (cascas de banana e maracuji), os
dados obtidos, para a obteng@o do alcool quiral 1a, po-
dem ser observados na Tabela ??.

A quantidade de biocatalisador que resultou nas
melhores conversdes e excessos enantioméricos foi a
mesma para ambos, 15 g. E observado que conversio
e %ee crescem progressivamente com a massa de bio-
catalisador, até o maximo testado (15 g), indicando que
possivelmente esses parametros seriam superiores em
quantidades acima de 15 g, Porém, a viabilidade no uso
de quantidades maiores deve ser considerada.

No caso do maracuji, mesmo que a enantiosseleti-
vidade tenha sido um pouco superior utilizando 6 g de
material, 77% (S), 27% a mais de conversdo justifica a
escolha de 15 g como melhor quantidade.

Estudo cinético para determinacio do tempo neces-
sario para obtencdo do dlcool quiral 1a na melhor con-
versdo e excesso enantiomérico (%ee) também foi rea-
lizado. A Tabela 3 mostra os resultados dos testes, com
intervalos de tempo de 12 horas.

Os melhores resultados, tanto de conversdo quanto
excesso enantiomérico, foram obtidos no periodo de 36
horas, rendimento de conversdo de aproximadamente
60% e enantiosseletividade >91% (S) tendo a banana
como biocatalisador. Para o maracuja, os melhores re-
sultados foram encontrados no tempo de 48 horas, com
conversdo de 93,6% e excesso enantiomérico de 84%
(S).

O terceiro estudo foi constituido pelo uso de so-
lucdes tampdo comuns em sistemas biolégicos como
meio reacional, cujos valores obtidos estdo dispostos na
Tabela 4.

O melhor resultado para a banana foi observado em
pH 7,0, com conversao de 43,2% e %ee 98%(S). J4 para
0 maracuja, temos duas interpretacdes. Se o interesse
for obter uma maior conversido da acetofenona, opta-
se pelo pH 7,6 (76,9%). No entanto, se o intuito for
obter uma maior pureza enantiomérica, deve-se optar
por meio com pH igual a 5,6 (98%).

No ultimo teste, os derivados da acetofenona, 2-
bromoacetofenona (2), 3-bromoacetofenona (3), 4-
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Tabela 2: Resultados da conversdo da acetofenona com variagcdo da massa de biocatalisador (50 mg do substrato acetofenona, 40 mL de dgua
destilada, 150 rpm, 72 horas e temperatura ambiente).

Quantidade Banana Maracuja
(2) Conversao (%) ee(%) Conversao (%) ee (%)
2 2 67 (S) 13,2 70 (S)
6 3,9 72 (S) 49,6 77 (S)
8 9,2 76 (S) 50,4 52(S)
12 15,2 84 (S) 53 71 (S)
15 30,5 85 (S) 76,7 76 (S)

Fonte: Autor,

Tabela 3: Resultados da conversdo da acetofenona com variagdo do tempo (15 g de biocatalisador, 50 mg do substrato acetofenona, 40 mL de
4gua destilada, 150 rpm e temperatura ambiente).

Tempo Banana Maracuja
Conversao (%) ee(%) Conversao (%) ee (%)
12 55,5 87 (S) 67,9 66 (S)
24 18,3 87 (S) 71,4 80 (S)
36 60 91 (S) 29,6 -
48 23 85 (S) 93,6 84 (S)
60 12,8 85 (S) 69 30 (S)
72 11,6 87 (S) 68,9 25 (S)
84 18,6 86 (S) 69,5 23 (S)

Fonte: Autor.

Tabela 4: Resultados da conversdo da acetofenona com variacdo do pH (15 g de biocatalisador, 50 mg do substrato acetofenona, 40 mL de
solugdo tampio, 150 rpm, 36 horas para a banana e 48 horas para o maracuja e temperatura ambiente).

H Banana Maracuja
p Conversao (%) ee (%) Conversao (%) ee (%)
5 8,3 94 (S) - -
5,6 12,7 91 (S) 449 98 (S)
7 43,2 98 (S) 69,6 55 (S)
7,6 16 - 76,9 63 (S)
8 15,2 97 (S) 69 77 (S)

Fonte: Autor.
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Figura 5: Cromatogramas CG-EM dos produtos reacionais da reducdo da acetofenona com as cascas de banana (A) e maracuja (B); sendo
(1) acetofenona e (la) 1-feniletanol (10 g de biocatalisador, 50 mg do substrato acetofenona, 40 mL de dgua destilada, 150 rpm, 72 horas e

temperatura ambiente).

bromoacetofenona (4), 3-fluoracetofenona (5), 4-
fluoracetofenona (6), 2-nitroacetofenona (7) e 1-fenil-
2,2, 2-trifluoretanona (8) foram submetidos a biorredu-
¢do com as cascas da banana e maracuja, conforme es-
quema reacional da Figura 6. Todos os substituintes sdo
retiradores de elétrons, portanto, grupos que aumentam
a reatividade da carbonila por indu¢do ou mesomeria.
Os resultados estdo dispostos na Tabela 5.

1-fenil-2,2,2-trifluoracetofenona (8) se destacou por
apresentar conversdo superior a 99,9% para os dois
biocatalisadores, porém, com %ee bem diferentes,
>99% (S) para banana contra apenas 6% (S) do ma-
racuja. Isso indica que a banana foi um biocatalisador
com elevada enantiosselevidade frente a 1-fenil-2,2,2-
trifluoretanona (8). Ao analisarmos as conversdes dos
demais derivados utilizando banana, percebemos que
esta ndo foi eficiente, com apenas 4-fluoracetofenona
(6) apresentando uma conversdo superior a 10%. 2-
bromoacetofenona (2), 3-bromoacetofenona (3), 4-
bromoacetofenona (4) e 3-fluoracetofenona (5) mostra-
ram conversdes de apenas 2,8%, 2,2%, 1,1% e 4,4%,
respectivamente. Por outro lado, sua enantiossele-
tividade foi razoavelmente elevada. O derivado 2-
nitroacetofenona (7) ndo apresentou qualquer alteragdo
na presenca do biocatalisador.

Por sua vez, o maracujia demonstrou-se bem mais
efetivo na conversdo de todos os derivados da ace-
tofenona. Os resultados obtidos foram, respectiva-

R, O
R2 R2
_—

R; Ry
(2) R;=Br; R,=R;=H
(3) RZZBI'; R1:R3:H
(4) R3=Br; R1=R2=H
(5) RZZF; R1:R3:H

(6) R;=Br; R =R,=H
(7) Ri=NO,; R,=R3=H

0
F
LF g
®

Figura 6: Esquema reacional para biotransformacao dos derivados
da acetofenona (1).
Fonte: Autor

(2a) R|=Br; R,=R;=H
(32) R2=Br; R1:R3:H
(4a) R3=Br; R;=R,=H
(53) RZZF; R1:R3:H
(6a) R3=Br; R|=R,=H
(72) RIZNOZ; Rz:Rj,:H

OH
F
F
F

(8a)
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Tabela 5: Resultados da biotransformacdo dos derivados da Acetofenona.

Derivado Banana Maracuja
Conversao (%) ee(%) Conversao (%) ee (%)
2-bromoacetofenona (2) 2,8 99 (S) 47,7 >99 (R)
3-bromoacetofenona (3) 2,2 98 (S) 59,1 94 (S)
4-bromoacetofenona (4) 1,1 89 (S) 30,3 61 (R)
3-fluoracetofenona (5) 4.4 - 66,6 90 (S)
4-fluoracetofenona (6) 10,2 - 48,5 73 (S)
2-nitroacetofenona (7) 0 0 6,1 >99 (S)
1-fenil-2,2,2-trifluoracetofenona (8) >99,0 99 (S) >99,9 6 (S)

Fonte: Autor.

mente, 47,7%, 59,1%, 30,3%, 66,6% e 48,5% para o
2-bromo (2), 3-bromo (3), 4-bromo (4), 3-fluor (5) e 4-
fluoracetofenona (6). 2-nitroacetofenona (7) apresentou
a menor conversiao entre todos os substratos avaliados,
6,1%. A enantiosseletividade também foi considerada
boa, com %ee >99% para 2-bromoacetofenona (2) e 2-
nitroacetofenona (7). A configuracido do carbono assi-
métrico dos alcodis 2a e 4a (R) chama a ateng@o por ser
pouco observada em reducdes biocatalisadas, pois esta
em desacordo com a regra de Prelog que afirma ser o al-
cool de configuracio S o mais favorecido (ASSUNCAO
et al., 2008).

Observacao relevante foi a analise da reatividade da
carbonila em relagc@o a posicao do substituinte no anel
aromdtico. Para o substituinte Bromo (Br) nas posi-
¢oes 2 (orto), 3 (meta) e 4 (para) do anel aromatico,
verifica-se que, como esperado, o derivado orto subs-
tituido foi mais reativo frente a catdlise com a banana.
J4 com maracuji o derivado meta substituido foi mais
reativo. Sabe-se que halogénios sdo substituintes que
ativam a carbonila de acetofenonas por indugo, mas,
devido ao extenso volume do elemento bromo, podem
provocar impedimento estérico diminuindo sua reativi-
dade. Como o 4-bromoacetofenona foi o menos rea-
tivo para os dois biocatalisadores podemos afirmar que
o efeito indutivo foi o principal responsavel pela maior
reatividade da carbonila, visto que a distincia da subs-
titui¢do reduz o efeito retirador de elétrons. Porém, de-
vemos pesar que a questdo da reatividade estd intima-
mente associada ao acoplamento enzima-substrato, que
pode levar a resultados bem diferentes aos esperados
levando-se em conta critérios quimicos.

Para os derivados flior substituidos, como esperado,
observou uma reatividade superior aos bromos subs-
tituidos, devido possivelmente a maior eletronegativi-
dade do elemento F. A posi¢do do substituinte F (em
meta e para) influenciou diferentemente a do Br, com
pararesultando em maior conversao para banana e meta
para o maracuja.
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O derivado 2-nitroacetofenona (7) ndo apresentou
reatividade para banana e maracuja, o que é surpreen-
dente visto seu grande efeito retirador de elétrons (ati-
vante) por indu¢do e mesomeria na posi¢ao orfo do anel
aromatico. Possivelmente, o extenso impedimento esté-
rico tenha sido o principal responsdvel pela baixa reati-
vidade da cetona nesta situacdo. Novamente, a questdo
do acoplamento enzima-substrato deve ter sido o fator
relevante nesta situacao.

Em relagio ao 1-fenil-2,2,2-trifluoretanona (8),
onde as substituicdes sdo nos hidrogénios da [-
carbonila da metila, o efeito indutivo foi altamente favo-
ravel para a reatividade da cetona. Devido ao pequeno
volume do atomo de Fldor praticamente nao houve
efeito estérico sobre a carbonila.

Comparando com a acetofenona (1) as substitui-
¢des provocaram, para a maioria dos derivados, uma
diminuic¢do consideravel na reatividade da carbonila.
Se considerarmos apenas a eletrofilicidade da carbonila
isso seria surpreendente, porém, devemos ponderar que
a reagdo esta sendo catalisada por enzimas, e estas cata-
lisam reacdes de forma diferente dos catalisadores qui-
micos. Portanto, o critério de reatividade quimica pode
muitas vezes ndo se adequar as reagdes enzimaéticas, de-
vendo o fator especificidade e acoplamento ao substrato
ser considerado.

Xie et al. (2009) usaram diferentes frutas frescas e
vegetais como biocatalisadores na reducdo enantiosse-
letiva do 2-clorofluorenona. Dentre os materiais testa-
dos, a banana (Musa balbisiana) apresentou conversio
de 30% e %ee de 46%.

Bruni et al. (2002) também investigaram a reducdo
da acetofenona a partir de biocatalisadores vegetais. Os
resultados obtidos mostraram que a cenoura (Daucus
carota) reduziu, ap6és 72 horas de reagdo, a acetofenona
ao (S)-1-feniletanol com enantiosseletividade de 100%.
No entanto, a berinjela (Solanum melongena), pepino
(Cucumis sativus), cebola branca e vermelha (Allium
cepa), alho (Allium sativum) e rabanete (Raphanus sa-
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tivus) ndo foram capazes de reduzir o substrato testado.

Yadav et al. (2009) usaram como biocatalisadores
na reducdo enantiosseletiva de cetonas pro-quirais, er-
vilhas verdes germinadas (Pisum sativa). Acetofeno-
nas foram convertidas em alcoois quirais secundarios,
a temperatura ambiente e pH 7,0, com conversdes vari-
ando entre 55 e 72% e %ee entre 91 e 98%.

4 Consideracoes Finais

A redugdo de acetofenonas pré-quirais consiste em
uma transformag@o fundamental na sintese orgdnica
de compostos biologicamente ativos e de interesse co-
mercial, como por exemplo, na obtencao de farmacos,
agroquimicos ou cosméticos.

As cascas de maracuja mostraram-se mais promis-
soras frente aos demais materiais testados, tanto na me-
todologia padrdo, com conversdo de até 80%, como
nas condicoes otimizadas, com conversio de até 93,6%.
Esta também foi mais efetiva na redugdo dos derivados
da acetofenona, atingindo conversdes >99,9% e %ee
>99%. As melhores condi¢des reacionais foram 48 ho-
ras de reacdo, 15 g de biocatalisador e meio reacional
com pH 7,6.

Assim, a presente pesquisa tem grande importincia
cientifica e tecnoldgica por utilizar residuos organicos
e reaproveita-los como biocatalisadores, podendo vir a
ser transformado, ap6s depdsito de patente e outras ana-
lises, em um produto comercialmente vidvel. A bio-
tecnologia testada mostrou-se uma alternativa atrativa e
vidvel do ponto de vista ambiental e quimico, contri-
buindo de fato para a Quimica Verde.
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