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Educacao

ENZYMATIC REDUCTION OF 4-(DIMETHYLAMINO)BENZALDEHYDE WITH CARROT BITS (Daucus carota): A SIMPLE
EXPERIMENT FOR UNDERSTADING BIOCATALYSIS. The present paper describes a simple, low-costly and environmentally
friendly procedure for reduction of 4-(dimethylamino)benzaldehyde using carrot bits in water. This interdisciplinary experiment can

be used to introduce the concepts of biocatalysis and green chemistry to undergraduate students.
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INTRODUCAO

A abordagem interdisciplinar na gera¢do do conhecimento € um
dos grandes desafios na educagdo em todas as dreas das Ciéncias
Naturais. Porém, na quimica orgéanica, por exemplo, grande parte
dos experimentos aplicados em laboratérios didaticos para alunos de
graduacdo ndo consegue integrar conhecimentos de outras disciplinas.

Além disso, existe também a dificuldade de aquisi¢io de reagentes
quimicos especificos em um laboratdrio didatico de quimica organi-
ca. O alto custo, as taxas de importacdo e a possibilidade de atrasos
sdo alguns entraves que podem prejudicar o sucesso da disciplina
experimental. Desta maneira, torna-se bastante atrativa a aplicagdo de
experimentos com materiais de baixo custo e de alta disponibilidade.!

De forma simplificada, € apresentado um experimento de baixo
custo, facilmente executavel e contextualizado em diversas areas,
como Bioquimica, Quimica Organica e Quimica Verde. Consiste
basicamente em uma reacdo de reducdo de um aldeido a um élcool
utilizando enzimas provenientes de uma leguminosa altamente dis-
ponivel (Daucus carota), cenoura. Esta pratica visa a familiarizagio
dos alunos com os conceitos da biocatdlise.

A biocatdlise consiste no uso de catalisadores naturais — as enzi-
mas — para realizar transformagdes quimicas em compostos organicos.
E uma ferramenta bastante versatil e estd cada vez mais presente na
inddstria quimica.’ A principio, todos os seres vivos sdo fontes de
biocatalisadores e as enzimas presentes podem ser utilizadas nos mais
diversos tipos de reagdes organicas.*

Os biocatalisadores apresentam caracteristicas que os diferen-
ciam dos catalisadores quimicos, e estdo intrinsecamente ligados aos
principios da Quimica Verde.’ Dentre estas caracteristicas podem-se
citar como exemplos: condi¢des brandas de reacdo, pois o solvente
utilizado geralmente € a 4gua; o uso de reagentes degraddveis, uma
vez que os catalisadores sdo enzimas de plantas, animais, ou sido
micro-organismos e podem ser decompostos no ambiente apds o uso.

Além disso, a biocatdlise oferece uma grande seletividade do
ponto de vista estereoquimico.® Por exemplo, analisando a reagdo
de redugdo de cetonas pro-quirais (que levam a produtos contendo
centros quirais). Um dos agentes redutores mais utilizados na redugdo
de cetonas € o boro-hidreto de sédio (NaBH,). A Figura 1 ilustra a
redu¢do da acetofenona ao 1-feniletanol por dois métodos.
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Figura 1. Reducdo da acetofenona utilizando boro-hidreto de sédio e com
cenoura

O NaBH, ¢ um agente redutor aquiral e, quando reage com
cetonas pro-quirais, leva a formag@o de um dlcool racémico (dois
isdmeros com 50% cada). No entanto, a mesma transformacdo qui-
mica, utilizando pedagos de cenoura (Daucus carota) leva a formagao
majoritdria de um dos produtos.®

A cenoura tem sido usada com sucesso nas reducdes de cetonas
pro-quirais, apresentando como resultados, em alguns casos, uma
conversao de 97% e um excesso enantiomérico (e.e.) acima de 99%,
sendo um dos biocatalisadores conhecidos mais eficientes.” (Nota:
as enzimas que catalisam estas reacdes sdo chamadas de desidroge-
nases, pertencentes a uma subclasse das oxidorredutases, enzimas
responsaveis pelas reagdes de oxidacgdo-redugio).®

O crescente interesse no uso das plantas em biocatdlise pode
ser demonstrado no recente artigo de revisao de Cordell e colabo-
radores.!

Em resumo, € proposta uma prética que visa avaliar qualitati-
vamente a atividade catalitica da cenoura na reducgdo do reagente
de Ehrlich (CAS [100-10-7]). Esta detec¢@o pode ser feita através
de uma andlise de CCD (cromatografia em camada delgada) ou até
mesmo através de técnicas espectroscopicas (RMN). No fim da reacio
o produto pode ser isolado através de uma extragao liquido-liquido,
seguida de uma purificacio por cromatografia em coluna.

PARTE EXPERIMENTAL
O 4-(dimetilamino)benzaldeido (ACS 99%, Sigma-Aldrich) e

os solventes empregados (hexano, acetato de etila e metanol padrdo
P.A.— Vetec) foram utilizados sem prévia purificac@o. As andlises de
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CCD foram efetuadas em cromatofolhas de aluminio (gel de silica
60), com espessura de 0,2 mm, contendo indicador para 254 nm.

Reducio do 4-(dimetilamino)benzaldeido

O reagente 4-(dimetilamino)benzaldeido é comumente utilizado
na determinagio espectrofotométrica de hidrazinas® e, também, na
detecgdo de urobilinogénio na urina.'” Outras aplicag¢des incluem
seu uso como bloco de constru¢do de moléculas mais complexas,
por exemplo, na sintese da tricostatina A feita por Fleming e cola-
boradores.!!

Ja o produto obtido da reducio, o dlcool 4-(dimetilamino)ben-
zilico, é também bastante utilizado como bloco de construcdo de
moléculas mais complexas.'?

Procedimento para a reacdo biocatalitica

Este procedimento estd ilustrado na Figura 2.
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Figura 2. Redugdo do reagente de Ehrlich utilizando pedagos de cenoura

Uma cenoura fresca foi adquirida em um mercado local, lavada
com dgua corrente e, em seguida, cortada em fatias de aproximada-
mente 0.5 cm (ndo € necessdrio descascar). Os pedagos foram pesados
em um Erlenmeyer de 125 mL com uma balanca semianalitica até
obter-se aproximadamente 10 g de catalisador. Em seguida, foram
adicionados 40 mL de dgua destilada e 50 mg do para-(dimetilamino)
benzaldeido (Figura 3).

Figura 3. Sistema reacional usando pedacos de cenoura

O Erlenmeyer foi levado ao agitador rotativo (temperatura am-
biente, 200 rpm), onde permaneceu pelo tempo disponivel de aula
(no nosso caso, 3 h). Decorrido este tempo, uma aliquota de 2 mL
foi retirada da reac@o e transferida para um tubo tipo Falcon de 15
mL. A este tubo foi adicionado 1 mL de acetato de etila (AcOE).

O tubo foi agitado em um vortex e levado para centrifuga por
5 min, a aproximadamente 2500 rpm. Esta extra¢do também pode
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ser feita manualmente, sem necessidade de vortex e/ou centrifuga.

Uma aliquota também foi retirada e os componentes organicos
extraidos ap6s 24 h de reacdo. Estes tubos contendo as fases organi-
cas foram diretamente utilizados para a andlise de CCD junto com o
produto padrdo preparado durante o periodo de agitacao.

Procedimento para a sintese quimica do produto (padrao)

Durante o intervalo de 3 h de agitacéio da reacdo com a cenoura,
foi feita a sintese quimica do produto (padrao).

Aproximadamente 10 mg do reagente de Ehrlich foram adicio-
nados a um baldo de 15 mL munido com barra magnética. Metanol
foi adicionado (5 mL) ao baldo e o sistema foi resfriado sob agitacdo
a 0 °C. Uma pequena quantidade de boro-hidreto de sédio (ponta de
espdtula) foi adicionada a reag@o e o sistema foi agitado por mais 15
min de 0 °C a temperatura ambiente. Apds este tempo, j4 foi possivel
retirar uma aliquota para servir como padrdo para andlise de CCD.

Analise de cromatografia em camada delgada (CCD)

Para andlise de CCD, foi utilizada uma solu¢@o de hexano e aceta-
to de etila na propor¢do 1:4 como fase mével. Foram aplicados quatro
pontos (Reagente, produto da sintese quimica e as aliquotas de 3 e
24 h de reacdo). Apds marcagdo da distancia percorrida pelo eluente,
foram marcadas sob luz UV as distancias percorridas pelas amostras
e, em seguida, foram calculados os R, do reagente e do produto.

Isolamento do produto (opcional)

Ap6s o término da reacdo, a fase liquida foi transferida para
dois tubos tipo Falcon de 50 mL e, em seguida, foram adicionados
15 mL de acetato de etila. Os tubos foram agitados em vortex por
alguns minutos e, entdo, levados a centrifuga por 10 min, a aproxi-
madamente 2500 rpm.

A fase organica foi separada e transferida a um Erlenmeyer de 125
mL e, em seguida, foi adicionado sulfato de sédio (Na,SO,) anidro. A
fase foi filtrada em um baléo de fundo redondo de 50 mL e levado para
a destilacdo sob pressao reduzida. O residuo foi purificado através de
cromatografia em coluna em silica, utilizando uma mistura gradiente
de hexano:acetato de etila (2:1 a 1:4) como eluente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 4 mostra a cromatografia de camada fina apds contato
com o eluente (hexano:acetato 1:4) com as amostras de reagente,
produto da reducdo quimica, reacdo com cenoura apés 3 e 24 h, nesta
ordem. Pela figura, observa-se a formacao de um produto da reducéo
enzimatica com o mesmo Rf do produto da reducdo quimica.

Observou-se uma baixa conversdo em 3 h de reagdo apesar de
que, neste tempo de reagdo, ja foi possivel visualizar a formagao
do produto por CCD. A aliquota de 24 h de reacdo ja mostrou uma
melhor conversao, apesar de ainda haver reagente. Esta observacgio
corrobora com o trabalho de Yang e colaboradores em que, apds o
estudo mais aprofundado desta reagdo com acetofenona, foi observado
que o tempo ideal para a reacdo de reducdo com pedacos de cenoura
é de aproximadamente 48 h."

A fim de avaliar a repetibilidade desta reagdo, aplicou-se este
experimento em uma disciplina de Préticas de Quimica Verde e foi
observado que, em 12 experimentos, apenas dois deles apontaram
a ndo formacdo do produto, provavelmente devido a inatividade
do catalisador empregado, no qual vdrios fatores como método de
cultivo, espécie utilizada, procedéncia e validade da cenoura podem
estar associados.
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Figura 4. Placa de CCD contendo amostras sob luz UV: 1. reagente (Rf =
0,7), 2. produto padrdo (Rf = 0,4), 3. rea¢do enzimdtica apos 3 h, 4. reagcdo
enzimdtica apos 24 h

Um dos grandes questionamentos sobre esta reagio de redugdo de
grupos carbonilicos mediada por cenoura se refere a fonte enzimética.
Gonzalez e colaboradores levantaram a hipétese de que as enzimas
contidas em micro-organismos endofiticos da cenoura seriam os
principais responsdveis pela atividade biocatalitica.'* Esta hipdtese
foi investigada, isolando estes micro-organismos e submetendo-os
as mesmas reacdes. No caso, foi observada a mesma reatividade da
cenoura; além disso, o uso de fungicidas e bactericidas nos pedagos
de cenoura praticamente inibiu a atividade catalitica.

A caracterizacdo do produto foi feita através da andlise de RMN
de 'H e estd de acordo com o publicado na literatura.'> Curiosamente,
a andlise do produto por cromatografia gasosa acoplada ao espectro-
metro de massas apresentou um tnico pico com fon molecular de m/z
= 254. Este valor difere do produto esperado (m/z = 151) provavel-
mente devido a dimerizagdo do reagente no injetor do cromatégrafo
através de um mecanismo de condensag¢io do tipo Mannich,'® como
mostra a Figura 5.
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Figura 5. Mecanismo proposto para a formagdo do dimero de m/z = 254 a
partir do dlcool 4-(dimetilamino)benzilico

CONCLUSAO

A redug¢do do 4-(dimetilamino)benzaldeido utilizando pedagos
de cenoura levou ao dlcool correspondente e 0 monitoramento desta
reagdo pode ser feito utilizando cromatografia de camada delgada.
Esta pratica € de facil execugdo, possui custo baixo e € interdisciplinar.
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Como o tempo reacional € relativamente longo, este experimento
pode ser feito em etapas sucessivas. E possivel discutir durante o
experimento varios aspectos da teoria de cromatografia. Por exem-
plo, diversos eluentes poderm ser empregados e ser abordada uma
possivel discussdo sobre a influéncia da polaridade. Outros aspectos
importantes incluem mecanismos de reagdo quimica e bioquimica,
identificacdo de compostos por RMN, espectrometria de massas e
estereoquimica. No final, os pontos positivos desta reacdo podem
ser amplamente discutidos e correlacionados com os principios da
Quimica Verde e Biocatdlise.

MATERIAL SUPLEMENTAR

No material suplementar, disponivel gratuitamente em arquivo
PDF em http://quimicanova.sbq.org.br, encontram-se os espectros
de ressonincia magnética nuclear dos produtos obtidos por via qui-
mica e por via enzimdtica e os espectros de massas do reagente e do
produto dimerizado.
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