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RESUMO

A partir da biocatalise com lipase de pancreas de porco imobilizada e em sistema de fluxo
continuo, uma nova metodologia foi testada para a sintese da 2,2’-(fenilmetileno)bis(3-
hidroxicicloex-2-enona). Neste protocolo, foram realizadas reacbes com tempo
reacional de duas horas, e obteve-se um rendimento médio de até 83%. Além disso,
outras vantagens foram observadas, como o reuso do catalisador e a utilizacdo de
etanol, um solvente ambientalmente aceito, garantindo assim uma metodologia mais

limpa ou “green” em relagado aos métodos tradicionais.

Palavras-chave: biocatalise; fluxo continuo; etanol.

INTRODUCAO

Diante das preocupacdes ambientais, tornou-se de extrema importancia desenvolver
processos industriais mais limpos e eficientes. As técnicas que envolvem a sintese de
2,2’-(fenilmetileno)bis(3-hidroxicicloex-2-enona), uma tetracetona (Figura 1la),
derivado de um aldeido com a 1,3-ciclohexanodiona, por meio da biocatélise, € um
exemplo da grande aplicacdo industrial para obtencdo de alguns compostos de
importantes, como a producao do xanteno (Figura 1b) e seus derivados.

Por serem compostos organicos heterociclicos, séo utilizados como intermediarios de
farmacos e na composicao de algumas classes de corantes devido suas propriedades
espectroscopicas, sendo devido a isso, utilizados como marcadores fluorescentes
para monitoramento de biomoléculas. Além disso, nos ultimos anos vem sendo
testados como inibidor da enzima tirosinase, esta é responsavel pela producdo da
melanina que exerce um papel crucial contra a fotocarcinogénese da pele. Dessa
forma, torna-se de grande valia a busca de novas metodologias que tornem essa

producdo mais rapida e menos onerosal“.

ORO
(0] o] (b)

(a)
Figura 01. Estruturas de uma tetracetona (a), do xanteno (b)
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As reacdes de biocatalise, também conhecida como biotransformacéo, é uma area
multidisciplinar e pode ser definida como processos biotecnoldgicos que envolvem
modificacdes especificas da estrutura molecular de uma substancia catalisada por
meios bioldgicos®. Essa catdlise pode ser feita através de enzimas isoladas ou células
inteiras. Diferente dos tradicionais catalisadores metalicos, as enzimas atuam sob
condi¢cbes de temperatura e pH mais amenas, oferecem alta especificidade atraves
de suas propriedades de estereoespecificidade, regio e quimiosseletividade e ainda
podem ocorrer em meio aquoso, evitando o uso de solventes organicos poluentes®,

Os biocatalisadores enzimaticos podem ser retirados de diversos organismos como
animais, plantas, fungos e bactérias’. Dentre as enzimas utlizadas como
catalisadores podemos citar as lipases que sado as enzimas encontradas tanto em
micro-organismos como em mamiferos. S&o muito utilizadas na quimica, tendo papel
importante em sintese organica, na preparacao de compostos enantibmericamente
enriquecidos, além de serem fundamentais na biotecnologia e principalmente na
indUstria, por serem acessiveis e de baixo preco, sendo as lipases de pancreas de
porco (Figura 2) ainda mais baratas do que aquelas retiradas dos micro-organismos,
devido ao fato delas serem maleaveis, pois ndo necessitam de cofator. Outra
caracteristica interessante das lipases € sua promiscuidade catalitica na capacidade
de catalisar reagcOes diferentes das suas fun¢cbes naturais, como as adi¢cbes de
Michael e a condensacdo de Knoevenagel, e por isso tem sido empregada nessas

reacdes a fim de evitar reacGes laterais e aumentar o rendimento?.

Figura 2. Estruturas tridimensionais da lipase de pancreas de porco
Fonte: https://www.rcsb.org/pdb/ngl/ngl.do?pdbid=1ETH&bionumber=1, acessada em 25/08/17.
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Caracterizada pela adigdo de nucledfilos (doadores de Michael) a olefinas ativadas
(aceptores de Michael), a reacdo de Michael (Esquema 0l1a) € uma das reacdes mais
utilizadas na formacéo da ligagdo carbono-carbono®1°, Outra rea¢do importante na
sintese de carbono-carbono é a condensacdo de Knoevenagel (Esquema 01b),
realizada entre um aldeido e um metileno ativo de um 1,3- dicarbonilado, como o 1,3-
ciclohexanodiona®?.

Essas reacdes atualmente sdo mais realizadas de forma tradicional, como por
exemplo, a enzima no meio reacional sob agitacdo magnética ou mecanica, 0 que
pode levar a desnaturacdo da enzima e perda do poder catalitico da mesma,
entretanto, podem ser realizadas utilizando a metodologia de rea¢des em fluxo. Este
método é relativamente novo e traz beneficios e vantagens quando implementada em
processos industriais. Alguns desses beneficios incluem confiabilidade nos
resultados, devido a temperatura e pressao serem constantes, estabilidade da reacéo
e imobilizacdo da enzima, que impede que ela seja desnaturada rapidamente e
garante assim que possa haver sua reutilizacdo, o que consequentemente, garante
uma economia para a industria. Diante dessas melhorias que este método tras, ele é

considerado um avanco para sinteses mais eficientes e acessiveis'.

O
EtO,C
EtOWOEt + Eto)v\[(OEt NaOEt 2 I\COZEt
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Equacéo geral da Adicdo de Michael (a)
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Mecanismo geral da Adi¢cdo de Michael
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Mecanismo geral da condensagéo de Knoevenagel

Esquema 1. Exemplos de adicdo de Michael®19 (a) e condensagdo de Knovenagel! (b)

Ao se preocupar com a quimica verde para reduzir o impacto ambiental no setor
industrial, deve-se entender que o impacto esta intrinseco na producédo, durante os
processos de fabricacbes, dessa forma, tanto a biocatélise, quanto novas
metodologias que utilizem os materiais de forma mais rentavel e que sejam mais

sustentaveis sédo de grande necessidade®®.
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METODOLOGIA
Reacdo em fluxo continuo

Cartucho contendo o biocatalisador
Para a montagem do cartucho utilizou-se duas ponteiras de 1000 pyL com filtro (Figura

3), entre elas adicionou-se 40 mg da enzima lipase de pancreas de porco (LPP).
1000ul

Figura 3. Cartucho contendo a enzima LPP.

Equipamentos para as reac¢fes de fluxo continuo
Para os experimentos das reacdes em fluxo continuo foi utilizado uma bomba

peristaltica da marca MASTERFLEX modelo 07554-85 anal6gica e mangueira para

bomba peristéltica modelo L/S (didmetro interno 1,6 mm) (Figura 4).

Figura 4. Bomba peristaltica MASTERFLEX modelo 07554-85 e mangueira para bomba peristéltica

Experimentos de reagdes em fluxo continuo
Os experimentos de reacfes em fluxo continuo foram montados conforme o Esquema

2. O biocatalisador (lipase de pancreas de porco, 40 mg) foi separado do meio
reacional, sendo acondicionado em um cartucho. No baldo de duas bocas foram
adicionados os aldeidos (0,89 mmol) e a 1,3-cicloexanodiona (1,78 mmol) em etanol

(10 mL).
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Esquema 2. Esquema do aparato para a reagdo em fluxo continuo

Para cada aldeido (Esquema 3) testado foi utilizado um tempo reacional de 2 horas e
realizou-se a reacdo por 5 vezes para avaliar o potencial de reuso do biocatalisador.
As reacOGes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD).
Decorrido o tempo reacional, a reagéo foi evaporada em evaporador rotativo e o bruto
reacional foi submetido a cromatografia em coluna (CC) para separacdo do produto
obtido usando como sistema de eluicdo hexano:acetato de etila (6:4 v/v). Foi calculado
o rendimento médio para cada reacdo. Os produtos foram identificados por
ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e de 3C e espectrometria de massas.
RMN é utilizado para identificar a estrutura carbono-hidrogénio de compostos

o)
o  LpaselPP O RO
Etanol
2 +
o R

Fluxo continuo
2h, T.A. (0]

"0PQPOR

Esquema 3. Sintese dos derivados da 2,2’-(fenilmetileno)bis(3-hidroxicicloex-2-enona)

organicos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos o término das reacbOes foram calculados os rendimentos, que estédo
demonstrados na Tabela 1. A primeira reacao que foi realizada foi o branco, onde nao
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foi adicionado nenhum aldeido, e com isso foi notado que nao foi formado o produto
desejado.

Tabela 1. Rendimento médio das reacfes
Rendimento por experimento (%) Rendimento

Entrada Aldeido o1 02 03 04 05 médio (%)
o)
01 @J 20 18 25 25 13 20+5
o)
02 @J 55 52 38 58 70 55+ 11
\ o)
03 NO_// 95 93 78 75 71 83+ 11
/
o)
04 F— >_// 22 20 18 17 10 185
0
05 m@—// 86 51 49 34 51 55+ 19
06 F 41 40 23 23 34 33+ 9

M M
\Eo

Observamos que os rendimentos das reacfes realizadas com os derivados do
benzaldeido substituidos na posicdo para com grupos ativantes (-CHsz e (CHs)2N-),
entrada 02 e entrada 03, apresentaram resultados melhores do que com grupos
desativantes na posicao para (-F e -CF3), entrada 04 e entrada 06, que apresentaram
baixos rendimentos. O experimento da entrada 05 apresentou um resultado muito
similar com o experimento da entrada 02, podendo ser explicado, devido ao cloro ser
um desativante fraco ou também podemos levar em conta a sua pequena contribuicao
como doador de elétrons ao anel aromatico por efeito mesomérico. Um provavel
mecanismo para esta reacdo estd demonstrado nos Esquemas 4, 5 e 6, uma
explicacdo plausivel para a diferenca dos resultados obtidos com substituintes na
posicdo para ativantes em relacdo aos desativantes, é de que como 0S grupos
desativantes retiram densidade eletronica do anel aromatico afetam a formacédo da
ligagdo de hidrogénio (Esquema 4), mas também ndo se pode desconsiderar a
possibilidade do solvente estar interferindo na formacgéo desta ligacdo de hidrogénio,

pois o etanol é um solvente polar e prético.®
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Etapa onde o substituinte do anel aromatico influéncia no rendimento

Esquema 4 - Primeira etapa da formagéo dos derivados da 2,2-(fenilmetileno)bis(3-hidroxicicloex-2-
enona)?

Sitio
Oxianion

His rfyy \H\'!‘ H o} Ar
/ (;)_ . e\CI)' A
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an

Esquema 5 - Segunda etapa da formacéo dos derivados da 2,2-(fenilmetileno)bis(3-hidroxicicloex-2-

enona)?

o NJ/ ~0® a O
)J\ 4
S .
0 0
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Esquema 6. Terceira etapa da formacgéo dos derivados da 2,2-(fenilmetileno)bis(3-hidroxicicloex-2-
enona)?

Como os produtos obtidos sédo bastantes relatados na literatura decidiu-se por nédo
trabalhar com a discussdo dos resultados obtidos por RMN de 'H e 3C e
espectrometria de massas.

Embora se tenha obtido resultados de 95% e 93% para o 4-dimetilaminobenzaldeido
(Entrada 3), os demais rendimentos apresentaram valores medianos, quando se
compara os resultados com o trabalho de Jiang e colaboradoras (2014) que usaram
tempos reacionais de 5 a 8 horas e N,N-dimetilformamida (DMF) como solvente.
Porém neste trabalho temos algumas desvantagens como tempo reacional muito
longo, solvente toxico e a enzima estava junto ao meio reacional e sob agitacéo,
fazendo com que haja a desnaturacdo da mesma, portanto, podendo ser utilizada
apenas uma vez na reacao.

Na tentativa de minimizar o problema de desnaturacédo da enzima, retirou-a do meio
e a isolou em um cartucho, assim o meio reacional somente passa por ela, e a partir
disso verificou se existia a possibilidade de reuso do biocatalisador. Inicialmente, com
apenas 2 horas de reacao, foi notado que ha viabilidade neste processo, em que os
melhores resultados séo obtidos no primeiro e segundo uso do biocatalisador, ja para
o terceiro, quarto e quinto reuso observou-se uma queda significativa dos

rendimentos, como pode ser verificado na Entrada 3 (Grafico 1).
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Gréfico 1. Reuso do Biocatalisador do experimento da Entrada 03

A escolha do etanol com solvente para estas reacfes se deu pela preocupacédo de
atender um dos principios propostos pela quimica verde que € a reducao do uso de
solventes organicos.'* Os solventes organicos, como o DMF, sdo quase sempre
toxicos e a sua reutlizacdo nem sempre € viavel. O etanol é um solvente
ambientalmente aceito, atdxico, muito versatil devido ao fato de possuir um baixo
preco no Brasil e miscivel em muitos compostos organicos. Quando se trata de
solubilidade o etanol apresenta alta solubilidade em agua por ser um composto polar,
porém dissolve muito bem materiais apolares. Isso ocorre porque sua molécula possui
uma extremidade polar e uma parte apolar.'®

A quimica verde € uma ciéncia que preza pelo meio ambiente e visa, dentre varios
critérios, a sintese de produtos menos toxicos e a busca pela eficiéncia de energia a
fim de tornar os processos mais econémicos. A tecnologia de reagcbes em regime de
fluxo € um método que se mostra eficiente frente aos requisitos da quimica verde, pois
pode-se utilizar os catalisadores imobilizados, evitando assim que as enzimas sofram
desnaturacdo, como acontece nos métodos tradicionais. Essa caracteristica € muito
interessante para a producdo em larga escala porque permite que as enzimas sejam
reutiizadas em mais de um ciclo e ainda garante uma porcentagem,
consideravelmente, boa de rendimento. Além das reacdes serem conduzidas a
temperatura e pressdo ambientes,'® este método possui algumas vantagens como

facilidade de automacao e seguranca.!?

4. Conclusao

Com este trabalho, conclui-se que utilizando a metodologia de rea¢des em fluxo, foi
possivel obter um bom rendimento utilizando derivados do benzaldeido substituidos
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na posicdo para com grupos ativantes para a sintese da 2,2’-(fenilmetileno)bis(3-

hidroxicicloex-2-enona), por meio de reacdes de Michael e Knoevenagel. Os

resultados obtidos com este novo protocolo garantem uma aplicacao industrial em

potencial, pois além de haver a reutilizacdo da enzima, o solvente utilizado reduz o

impacto ambiental, garantindo dessa forma, a aplicabilidade dos principios da quimica

verde.
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Anexo - Normas da revista Quimica Nova
Graphical Abstract

Insira aqui a imagem do Graphical Abstract (textos dentro da imagem devem ser em
inglés)

Insira aqui o texto descritivo do Graphical Abstract (de 2 a 3 linhas, em inglés)

A REACAO DE METATESE DE OLEFINAS: REORGANIZACAO E CICLIZACAO DE
COMPOSTOS ORGANICOS titulo: todas as letras mailsculas

José A. Benicio?, Maria C. Cavalcante? e Jodo D. de Almeida®* marcar com asterisco o
autor que submeteu o artigo

2Aqui vai o endereco. Lembre-se de que a menor unidade usada deve ser o departamento
(né&o citar laboratério, grupo, programa de pés-graduacgéo etc), depois instituto (se houver),
depois universidade. Sempre tudo por extenso. Exemplo: Departamento de Quimica,
Universidade Estadual de Maringé, 87020-900 Maringéa — PR, Brasil

bCaso haja autores de outro instituto, separar os autores por endereco, como foi feito aqui.
Nesse caso, aqui entra o endereco de Maria C. Cavalcante

-- ---marque uma alternativa, ndo apague o texto em azul
() Manuscrito com material suplementar
( ) Manuscrito sem material suplementar

*e-mail: insira aqui o email do autor que submeteu o artigo

THE OLEFIN METATHESIS REACTION: REORGANIZATION AND CICLIZATION OF
ORGANIC COMPOUNDS titulo em inglés do seu manuscrito, com todas as letras maisculas
e sem negrito

Aqui deve ser escrito o0 abstract do seu artigo, ndo se esqueca de que ele deve apresentar
no maximo 200 palavras.

Keywords: keyword1; keyword2; keyword3. insira entre 3 e 5 keywords

INTRODUGCAO

Os titulos da sec¢éo séo escritos com todas as letras mailsculas e em negrito. Deve haver
espacamento antes e depois do titulo da secao.
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Subtitulol subtitulo— Apenas a 12 letra mailscula, em negrito. Deve haver espacamento
antes e depois do subtitulo

Aqui entra o seu texto. Caso haja alguma citacdo a ser feita, ela deve seguir este padrdo.!
Caso queira citar um intervalo de trés ou mais referéncias em sequéncia, use dessa forma.?*
Quando forem apenas duas ou ndo estiverem em sequéncia, usar a virgula.*® Repare que
todas elas aparecem logo apds a pontuacdo e ndo apresentam espacos. A Quimica Nova nao
publica notas de rodapé. Quaisquer notas do autor devem ser inclusas nha lista de referéncias
e, no texto, devem seguir o mesmo padrédo das citagbes, mantendo inclusive a sequéncia
numérica. Esta é uma nota do autor, que estara na posicao 6 da lista de referéncias e ndo no
rodapé da pagina.®

Como pode perceber, os paragrafos ndo apresentam tabula¢des. Favor manter esse padréo
durante todo o texto. Caso queira inserir uma figura, seguir o padrdo como na Figura 1.

Figura 1. A descricdo da figura deve ter esse formato. Em italico e sem ponto final

Todas as figuras devem ser incluidas no texto, logo apos serem citadas pela primeira vez. No
caso de estruturas quimicas, utilize o estilo ACS, disponivel para diversos editores de
moléculas e descrito em detalhes aqui: http:/pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/bk-2006-
STYG.ch017

Tabelas também sao indicadas como mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Siga esse padrdo. O titulo em negrito e a descrigédo do titulo sem negrito ou italico.
N&o colocar ponto final

Ao final do rodapé das tabelas: deve ter ponto final.

Deve haver espaco entre nimero e unidade (por exemplo, 1 h) e as unidades devem ser
abreviadas.
Termos ou expressdes em inglés ou em latim — em italico

Subtitulo2

Sub-subtitulo Sub-subtitulo de secdo sé a 1* em mailscula e em italico. Deve haver
espacamento apenas antes do sub-subtitulo, ndo depois.

As figuras (incluindo graficos, esquemas, etc) deverdo ser em niumero maximo de 7 figuras e
ter qualidade gréfica adequada (usar somente fundo branco). Para nimero maior, utilizar o
Material Suplementar. A resolugdo minima € de 300 dpi. No caso particular de esquemas
contendo estruturas quimicas, estas deverdo ter sempre a mesma dimensdo, para que
possam ser reduzidas uniformemente, além de boa qualidade gréfica
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Outro subtitulo do trabalho

Outro sub-subtitulo do trabalho

PARTE EXPERIMENTAL

Primeiro subtitulo da parte experimental

Primeiro sub-subtitulo da parte experimental

RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiro subtitulo dos resultados e discussao

Primeiro sub-subtitulo dos resultados e discussao

CONCLUSAO

MATERIAL SUPLEMENTAR

Quando houver material suplementar, ele deve ser indicado aqui, com a descri¢cdo do material,
similar a: Algumas imagens dos sistemas utilizados neste trabalho estdo disponiveis em
http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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