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Resumo

Sintese sustentavel de alcoois quirais através da reacdo de biorredugéo de cetonas pro-quirais
mediada pelo vegetal Daucus carota foram realizadas neste trabalho por biocatalise. Na reagéo
de biorreducdo um substrato sintético (acetofenona) e outro natural (0leo essencial de Mentha
piperita L.) foram usados como fonte de monoterpenos cetdnicos. A biocatélise realizada com
D.carota apés a otimizacgdo da influéncia da variacdo de concentracdo do substrato, bem como
a quantidade de biomassa do vegetal, promoveu a reducéo da acetofenona a 1-feniletanol com
rendimento de até 97% e elevou o teor de mentol contido no 6leo essencial de Mentha piperita
L. de 49 a 87 % por meio da biorreducdo do monoterpeno mentona presente naturalmente no
0leo essencial de Mentha piperita L.
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Bioreduction of prochiral ketones using Daucus carota: a
sustainable alternative to obtain chiral alcohols

Abstract

Sustainable synthesis of chiral alcohols by biocatalysis, by bioreduction reaction of prochiral
ketones mediated by Daucus carota vegetable.It was used in bioreductionreaction a synthetic
substrate (acetophenone) and other natural (essential oil of Mentha piperita L.) as a source of
monoterpenes ketone, were also the influence of substrate concentration variation andthe
amountof biomass in the reaction yield. Biocatalysis with D . carota promoted the reduction of
acetophenone tol-phenyl ethanol yield up to 97% and raised menthol content contained in the
essential oil of Mentha piperita L. of 49 to 87% by bioreduction of menthone monoterpene also
naturally present in the essential oil of Mentha piperita L.
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1 Introducéo

A Quimica Verde é definida como o desenvolvimendo de produtos e processos quimicos
que reduzam ou eliminem o uso e a geragdo de substancias perigosas ao meio ambiente e as
pessoas. Dentre as metodologias de Quimica Verde podemos destacar a biocatélise, tendo por
definicdo o uso de enzimas como biocatalisadores em sintese quimica, sendo utilizadas de
forma isolada ou presentes em células integras, como micro-organismos ou vegetais
(ANASTAS, EGHBALLI, 2010) (VANDENBERGHE, et., al. 2013).

Ao longo dos anos a biocatélise tornou-se uma ferramenta Gtil e atrativa para os
quimicos organicos sintéticos devido a suas caracteristicas como alta seletividade (régio,
quimio e estereosseletividade) e sustentabilidade. As reacfes biocatalisadas atendem aos
principios da Quimica Verde, pois minimizam a geracdo de residuos e uso de substancias
toxicas, reduzindo ou eliminando grupos protetores, reacdes laterais e simplificando processos
de separacdo (CELIK, AKTAS, 2013). Possibilitam a eliminacdo de solventes organicos e
metais pesados, podendo ser utilizada em meio aquoso e em condigdes brandas de temperatura,
pressdo, com consequente aumento da eficiéncia reacional, aumento do rendimento, com
reducdo de custos e residuos (CARVALHO, 2011).

A eficiéncia e sustentabilidade das reacdes biocataliticas levaram sua aplicacdo até o
setor industrial, fundamentalmente na obtencéo de blocos de construcdo quirais, como alcoois
quirais moléculas amplamente utilizadas como intermediarios na sintese de farmacos,
flavorizantes, esséncias e produtos agricolas (Ni, Xu, 2012).

Alcoois quirais podem ser obtidos em reacdes de biorreducio de cetonas pré-quirais,
essas reacdes sdo mediadas por enzimas Alcool Desidrogenases (ADHS) as quais utilizam co-
fatores Nicotinamida (NADH, NADPH) como fontes de hidreto na biorreducdo de grupos
cetbnicos. Devido a dependéncia das ADHs por co-fatores, nas reacdes em que se utilizam
enzimas isoladas é necessario a adicdo estequiométrica dos co-fatores NADH ou NADPH,
inviabilizando o processo devido ao elevado custo destes. Biorredugdes promovidas por células
inteiras mostram-se economicamente viaveis pelo fato das células integras possuirem 0s co-
fatores e sistemas de reciclagem destes como parte natural de seu metabolismo (HUDLICKY,
REED, 2009).

No presente trabalho é proposto uma alternativa sustentavel para a sintese de alcoois
quirais utilizando a Daucus carota (Cenoura) na biorreducio da acetofenona e do Oleo
Essencial de Mentha piperita L. (OEMP) como fonte de cetonas, com variacdes nas
concentracdes dos substratos e quantidade de biomassa dos vegetais a fim de avaliar variagdes
no rendimento dos produtos reacionais.

2 Materiais e Métodos

2.1 Procedimento para a biocatalise

As cenouras frescas (Daucus carota) foram lavadas em agua corrente, cortadas em fatias
de cerca de 0,5 cm e imersas em solucdo de hipoclorito de sddio a 1% para evitar possiveis
reacOes laterais de micro-organismos presentes no vegetal. Toda a manipulacdo foi feita de
forma asséptica.

A Tabela 1 descreve as quantidades necessarias de biomassa do vegetal, volume do meio
reacional e quantidade de substratos utilizados em cada experimento. Os ensaios de biocatalise
foram divididos como A, B e C (Tabela 1) para cada substrato (acetofenona e OEMP),
objetivando estabelecer as condicOes reacionais ideais, baseado nas diferentes concentracGes



li s 5° Congresso Internacional de Tecnologias para 0 Meio Ambiente

Bento Gongalves — RS, Brasil, 5 a 7 de Abril de 2016

de substratos e biomassa de vegetal que constam nas metodologias reportadas na literatura (Xu
etal., 2010 Yadav et al., 2008 Liu et. al, 2012 Omori, Portas, Oliveira 2012, Freira te al., 2011).

Tabela 1. Determinacéo das condic¢des reacionais ideais

Quantidade de vegetal Concentragéo de substrato Quantidade de &gua
Acetofenona Oleo de Hortela

10 g (A) 20 pL (A) 20 pL (A) 40 mL

10 g (B) 30 uL (B) 30 pL (B) 40 mL

159 (C) 20 uL (C) 20 uL (C) 40 mL

Apobs o preparo de cada experimento, os erlenmeyers foram incubados em agitador
rotatorio a 35 C°, 150 rpm, onde permaneceram por 72 horas. A cada 24 horas de incubacéo,
foram retiradas aliquotas de 2 mL para o acompanhamento da biocatélise, as aliquotas foram
transferidas para tubos de ensaio e extraidas com 1 mL de acetato de etila (AcOEt). A fragéo
organica foi analisada por cromatografia em camada delgada (CCD).

Ao término da reacéo, a fase liquida foi transferida para um funil de separacdo de 125mL
e extraida com AcOEt (2 x 10 mL). A fase organica foi adicionado sulfato de sodio (Na2SO4)
anidro, filtrada e o solvente evaporado sob vacuo em evaporador rotativo.

2.2 Determinacéo da conversdo dos substratos

Os produtos obtidos nas reacdes de biocatalise foram analisados por CCD
(Cromatografia em Camada Delgada) e CG/EM (Cromatografia em fase Gasosa, acoplada a
Espectrometro de Massas).

A identificacdo dos produtos, as concentragdes das cetonas e seus respectivos alcoois
foram obtidas por um cromatdgrafo a gas (Agilent 7890B) acoplada & espectrometro de massas
(Agilent 5977A MSD), a fase estacionaria foi uma coluna HP-5MS Ul Agilent (30 m x 0,250
mm X 0,25 um) e 2uL de cada amostra foi injetada no modo de injecéo split na razdo 1:20 com
um fluxo constante 1,0 mL min* de Hélio utilizado como gas de arraste. A temperatura do
forno foi programada em 60 °C e em seguida aumentada 3°C/min até 90°C depois de 90 °C a
285 °C com aumento de 50 °C/min. A temperatura do injetor e a linha de transferéncia foram
220 e 240 °C, respectivamente. No detector de massas a temperatura da camara de ionizacao
foi de 230 °C a temperatura do quadrupolo foi de 150 °C, os espectros de massas registrados
por impacto de elétrons com uma energia de ionizacdo de 70 eV.

A caracterizacdo dos compostos foi realizada através da utilizacdo da biblioteca NIST
Mass Spectral Database - NIST 11 e também através da comparacdo do tempo de retencao e
dos espectros de massas a partir dos padrdes. As concentracdes foram obtidas por analise de
area relativa (Jesus, Nogueira, Fonseca, 2013; Goren et al, 2002; Prado 2007).

3 Resultados
3.1 Determinacéo das condicgdes reacionais ideais

No ensaio B (30 pL de substrato e 10g de biomassa) houve diminui¢do do rendimento
reacional em relacdo ao ensaio A (20 pL de substrato e 10g de biomassa), ja o ensaio C (20 pL
de substrato e 15g de biomassa) apresentou rendimento ainda menor que o ensaio B, desta forma
a condigdo ideal para a reacdo de biocatalise é a que ocorre no ensaio A sendo o de maior
rendimento reacional (Tabela 2 e 3).
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Tabela 2. Biorredugdo da acetofenona por Daucus carota
Identificacdo Substrato Produto Rendimento % Final do Produto
C

(0] OH A B
Acetofenona @)J\ @)\ 97,97% 96,37% 92,88%

Método de analise: CG/EM

Tabela 3. Biorredugdo da mentona por Daucus carota
Identificacdo Substrato Produto Rendimento % Final do Produto
A B C

Mentona i:\L (EL 87,45%  86,60%  80,97%
Y o T OH
/_\ /_\

Percentual inicial de mentol no 6leo de Mentha piperita L.: 49,47%
Meétodo de anélise: CG/EM

3.2 Biorreducao da acetofenona

A Tabela 2 apresenta a relacdo dos percentuais de acetofenona e o produto de sua
reducdo o 1-feniletanol. Os resultados das conversdes foram confirmados através do célculo da
area relativa dos respectivos picos cromatograficos. Os resultados obtidos mostraram grande
efetividade na biocatalise promovida por Daucus carota, com percentuais de conversdo da
acetofenona de 92% a mais de 97% (Tabela 2), resultados de 5% a 17% maiores que 0s obtidos
anteriormente por outros por outros pesquisadores (Xu et al, 2010; Yadav et al, 2002; Liu et al
2012).

3.3 Biorreducéao em ¢6leo essencial

A Daucus carota promoveu a biorreducéo da (-)-mentona em seu respectivo alcool que
seria 0 mentol, como descrito na Tabela 3. Através da analise p6de-se observar uma excelente
taxa de conversdo em que houve aumento do produto (mentol ou neomentol) de 49% para 87%
no Oleo essencial de Mentha piperita L.

Na composicdo do OEMP havia outros monoterpenos cetdnicos os quais ndo foram
reduzidas aos seus respectivos alcoois, como a isomentona e as cetonas o, B-insaturadas
piperitona e pulegona, demonstrando quimiosseletividade e diasterosseletividade.

4 Concluséo

O presente trabalho demonstrou a capacidade da Daucus carota em reduzir cetonas pro-
quirais de origem sintética como a acetofenona gerando o 1-feniletanol. Também foi
evidenciada a capacidade da Daucus carota de promover biorreducdo da (-)-mentona
diretamente no 6leo essencial de Mentha piperita L., dando origem ao seu respectivo alcool
quiral o (-)-mentol ou (+)-neomentol. Ndo foram reduzidas as cetonas o,p-insaturadas
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(pulegona e piperitona) e a isomentona também contidas no 6leo essencial demonstrando
quimiosseletividade e diasterosseletividade da enzima presente na Daucus carota pela (-)-
mentona em relagdo as cetonas a,B-insaturadas e ao seu isdmero isomentona. Podemos entéo
concluir que esta metodologia é uma alternativa econémica, ecologicamente viavel de obtencdo
de 1-feniletanol e mentol natural enantioméricamente enriquecidos.
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