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RESUMO

NAVES, Filipe K. S. Biorredugao da dibenzalacetona mediada por enzimas presentes
na cenoura. 2021. 65 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharel em Quimica),

Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Pato Branco, 2021.

Reagbes baseadas em processos de redugcdo de compostos carbonilicos a, [B-
insaturadas por meio de enzimas vegetais vem se apresentando um eficiente método
na sintese organica, além de utilizar condi¢des brandas de reagdo que sdao menos
prejudiciais ao meio ambiente. De maneira geral foi realizada a biorredugdo da
dibenzalacetona (1,5-difenilpenta-1,4-dien-3-ona), por enzimas desidrogenases
presentes na cenoura (Daucus carota). As enzimas apresentaram eficientes
resultados para quebra de ligagdes especificas na molécula, assim apontando seu
carater seletivo, que as diferenciam de catalisadores quimicos classicos. Ocorreram
variagdes entre as sinteses com o intuito de avaliar um melhor rendimento para a
reacdo. Foi apontado o carater fotoprotetor da dibenzalacetona, com o intuito de
avaliar se ocorreria a perda desta caracteristica apdés a biotransformacdo. Na
caracterizagdo empregou-se a Cromatografia de Camada Fina (CCF), a
Espectroscopia de Absorgao Molecular na regiao do Infravermelho com Transformada
de Fourier (IV-TF), Espectroscopia de Absorgdo Molecular na regido do ultravioleta-
visivel (UV-Vis) e Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectrébmetro de Massas
(CG/EM). Por meio das analises cromatograficas e espectrométricas de massas, foi
discutido quais produtos foram formados, além das condi¢gdes mais promissoras para
a sintese. Pela espectroscopia de UV-Vis foi apontada a caracteristica fotoprotetora e

pelo (IV-TF) quais bandas serao afetadas pela sintese.

Palavras-chave: Biorredugéo, dibenzalacetona, enzimas desidrogenases, CG/EM, IV-
TF UV-Vis, CCF.



ABSTRACTS

NAVES, Filipe K. S. Enzyme-mediated bioreduction of dibenzalacetone present in
carrots. 2021. 65 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharel em Quimica),

Universidade Tecnologica Federal do Parana. Pato Branco, 2021.

The reduction using plant enzymes has been an efficient method for the organic
synthesis of new compounds, in addition to using mild reaction conditions that are less
harmful to the environment. In general, the bioreduction of dibenzalacetone (1,5-
diphenyl-1,4-pentadien-3-one) by dehydrogenase enzymes present in carrots (Daucus
carota) was performed. The enzymes showed efficient results for breaking specific
bonds in the molecule, thus pointing out their selective character, which differentiates
them from classical chemical catalysts. There were variations between the syntheses
in order to assess a better yield for the reaction. The photoprotective character of
dibenzalacetone was pointed out, in order to assess whether this characteristic would
be lost after biotransformation. The characterization used Thin Layer Chromatography
(TLC), Infrared Molecular Absorption Spectroscopy with Fourier Transform (IV-TF),
Molecular Absorption Spectrophotometer (UV-Vis) and Gas Chromatography coupled
to the Mass Spectrometer (CG/EM). Through chromatography, it was discussed which
products were formed, which conditions are more promising for synthesis, in addition
to the molecule fragmentations. By UV-vis, the photoprotective characteristic was

pointed out, and by (IV-TF) which bands willbe affected by the synthesis.

Key Words: Bioreduction, dibenzalacetone, dehydrogenase enzymes, CG/MS, IV-TF
UV-Vis, CCF.
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1 INTRODUGAO

1,5-difenilpenta-1,4-dien-3-ona, ou dibenzalacetona como é conhecida mais
comumente, sdo cetonas a, B-insaturadas que sofrem redugao enzimatica utilizando
plantas como catalisadores. Este composto sofre reacdo de biotransformagao
mediada pela cenoura, como meio de cultivo.

O uso da cenoura é extremamente vantajoso, tendo em vista que nao necessita
da adicdo de nenhum cofator para sua regeneragdo. Os biocatalisadores vém
ganhando espago nas industrias, pois apresentam algumas caracteristicas que os
diferenciam de catalisadores quimicos classicos, sendo que estas caracteristicas
estao principalmente ligadas a quimica verde e podemos citar as condi¢gdes brandas
de reagéo, que utiliza pH 7,0, temperaturas proximas a 40 °C e a agua como solvente.
Outra vantagem dos biocatalisadores é a presenga das seletividades quimio, régio e
estéreo, que muitas vezes os distinguem dos demais catalisadores.

A cenoura tem apresentado bons resultados na biorredugao de cetonas quirais,
em alguns casos ocorrem conversdes acima de 90% e excesso enantiomeérico
préximo a 99%, sendo assim alguns autores a consideram o biocatalisador mais
eficiente. As enzimas presentes neste meio de cultivo que realizam a reducao sao as
desidrogenases, que sao responsaveis por reacdes de oxirredugdo, assim
pertencendo a subclasse das oxirredutoras.

Com o passar do tempo, a utilizacdo de substancias enantioméricas vém
ganhando espaco nas industrias, levando em consideragao a relagao ténue entre a
estrutura espacial das substdncias e os diferentes odores, processos
farmacocinéticos, toxicidade que desempenham nos organismos entre outros.

O trabalho foi desenvolvido em duas etapas. A primeira etapa buscou
determinar quais ligagdes seriam afetadas pela biorredugdo das enzimas presentes
na cenoura, ja a segunda etapa buscou encontrar uma rota de maior eficiéncia para
os produtos da reagao, ou seja, uma rota que apresente maior rendimento. Entao
algumas variaveis sofreram alteragdes na segunda etapa, sendo elas: a agitagao, o
tempo de reacao e a temperatura. Assim foi possivel observar em qual condicédo a
reacao apresentou maior rendimento.

O trabalho também buscou avaliar como a biorredu¢do afeta o potencial
fotoprotetor da dibenzalacetona, que pode ser utilizada em protetores solares. Tendo

em vista que, a perda desta caracteristica fotoprotetora apds 48 ou 72 horas seria
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ideal, pois n&o impediria a penetragao dos raios solares ao meio aquatico, assim nao
diminuindo a oxigenagé&o deste meio.

ApoOs as analises, foi possivel identificar se ocorreu alteragdo na seletividade
da reacao, ou seja, se ocorreu modificagdo na preferéncia da reagao pela ligagcéao
quimica afetada, em decorréncia da mudanca nas variaveis citadas acima.

Para a caracterizagao dos resultados foram empregados a Cromatografia de
Camada Fina (CCF), a Espectroscopia de Absor¢cdo Molecular na regido do
Infravermelho com Transformada de Fourier (IV-TF), Espectroscopia de Absorgao
Molecular na regido do ultravioleta e visivel (UV-Vis) e Cromatografia Gasosa

acoplada ao Espectrémetro de Massas (CG/EM).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAL

Avaliar e caracterizar a 1,5-difenilpenta-1,4-dien-3-ona, utilizando CG/EM, UV-
Vis, IVITF e CCF, identificando quais ligagcdes presentes neste composto sofreram a
biorredu¢cdo com as enzimas presentes na cenoura, em que condicdo a

biotransformacao apresentou melhor rendimento e se a reacio possui seletividade.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

o Biorredugao de sistemas a, B-insaturados (dibenzalacetona), empregando a
cenoura como fonte de enzimas vegetais;

o Caracterizar o produto final por meio de CG/EM, IV/FT, Uv-Vis e CCF;

o ldentificar a seletividade na reacédo de biorredugdo (quimio, régio ou

estereoquimica);

o Apontar o potencial fotoprotetor da dibenzalacetona.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 BIORREDUGAO

Na biorreducéo séo utilizados catalisadores naturais, como as enzimas, para
promover a redugdo de compostos organicos. Tal ferramenta é versatil e no decorrer
dos anos vem ganhando espaco nas industrias. Os vegetais, como o brocolis, a couve-
flor, o espinafre, a beterraba, a cenoura entre outros, de forma geral sdo fontes de
biocatalisadores, devido principalmente as enzimas presentes nos frutos e raizes,
sendo assim as enzimas podem ser utilizadas nas mais diversas rea¢des organicas.
Além da utilizac&do dos vegetais, os fungos e bactérias também podem serempregados
como biocatalisadores. A figura 1 mostra a biotransformacdo da enona (+)-carvona

mediada por cultura de células em suspenséo de C. Roseus, Silva (2015)

_0 /

4o-hidroxicarvona

\ 0

HO""

(+}Carvona

So-hudroxicarvona
Figura 1: Biotransformacgao da (+)-carvona mediada por cultura de células em suspensio de C. roseus.

Fonte: Rogerio Z. Peterson, Tese de Doutorado

A biotransformacgao apresenta varias caracteristicas, dentre elas estdo a alta
seletividade quimio, regio e estéreo. Reagdes quimiosseletivas permitem que um
grupo funcional da molécula reaja, enquanto outra funcionalidade potencialmente
reativa ndo sofre alteracdo. Ja reacgdes estereosseletivas sdo aquelas que formam
ou afetam preferencialmente um estereoisébmero. Outro fator importante € a nao
toxicidade, o que tem tornado a biorredugao uma ferramenta ideal para sintese

assimétrica e verde. Os estudos realizados apontam que em algumas reagdes, com
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0 passar do tempo, a atividade intracelular das células da cenoura diminui, até se
inativar, isto acontece devido a toxicidade de alguns substratos para as células, Liu
et al. (2012) e Hollmann et al. (2010).

O estudo da reducao assimétrica de cetonas hidroxiaromaticas, citado acima,
também aponta que, com o aumento da temperatura de reagao ocorre o aumento no
rendimento, sendo que a temperatura ideal para o procedimento ocorre entre 32,8 ° C
e 30,8 °C. Contudo, temperaturas muito altas podem causar a inativagao das enzimas,
consequentemente diminuindo o rendimento da reagao e o excesso enantiomérico. O
melhor rendimento da reagdo ocorre nas primeiras 28 horas, Liu et al. (2012) e
Rodrigues; Moran (2001).

Ocorrem duas formas de catalise enzimatica, a isolada e a de células inteiras.
O tipo de biorreducgao escolhida depende da reacao que sera realizada, tendo em vista
que cada uma das classes apresenta vantagens e desvantagens, Aldabalde et al.
(2007).

Obtém-se os biocatalisadores do método de catalise isolada, por meio de
organismos vivos como 0s animais, plantas e microrganismos, incluindo bactérias e
fungos. Ja a biotransformacao realizada por células inteiras, utiliza principalmente,
0s microrganismos, Aldabalde et al. (2007) e Woodley (2008).

A utilizagao de culturas de células vegetais se destaca por ndo necessitar da
adicdo de cofatores para sua regeneragdao ou separagao de proteinas, tendo em
vista que estes cofatores normalmente sdo caros. Alguns estudos mostram que a
biocatalise realizada por meio de cultura de células vegetais apresenta um grande
rendimento, juntamente com uma grande enantiosseletividade, Liu et al. (2012) e
Yadav et al. (2002).

Atualmente, as principais formas de se realizar a biorredugao ocorrem por meio
de plantas, contudo no século XX, o fato das plantas serem um excelente
biocatalisador passou despercebido. Somente apds os anos 2000, surgiram relatos
do extrato de plantas como fontes de enzimas para a redugéao, Aldabalde et al. (2007)
Hudlicky; Reed (2009 e Rodrigues; Moran (2001).

A reducdo de compostos organicos utilizando agentes bioldgicos vem se
destacando por reduzir os impactos que seriam causados utilizando os métodos
quimicos classicos, Maguerroski (2009) e Oliveira; Mantovani (2009).

De forma geral, a biorreducdo € um procedimento simples e de baixo custo,

que esta presente em diversas areas da quimica como: Bioquimica, Quimica
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Orgéanica e Quimica Verde, Omori et al. (2012); Kawai et al. (1998 e Yadav et al.
(2002).

3.2 BIOCATALISADORES

Os biocatalisadores apresentam algumas diferencas quando comparados aos
catalisadores quimicos, cujas diferencas estao intimamente ligadas a quimica verde.
Dentre as caracteristicas que os distinguem, estdo as condi¢gdes brandas de reagéo
(levando em conta que s&o utilizados solventes atoxicos com a agua), a utilizagéo de
reagentes degradaveis (no caso deste estudo o reagente degradavel é a cenoura) que
podem ser devolvidos ao meio ambiente para degradacédo apds o uso, Omori et al.
(2012).

Além destas caracteristicas, o0s biocatalisadores apresentam grande
seletividade estereoquimica e de forma geral séo eficientes em produzir quiralidade,
Aldabalde et al. (2007) e Omori et al. (2012).

Neste trabalho o biocatalisador utilizado foi a cenoura, cujo nome cientifico &

Daucus carota. Estudos realizados comparando varios biocatalisadores apontam

que a cenoura € um dos melhores agentes redutores, uma vez que € capaz de
transformar cetonas em alcoois quirais correspondentes, em duas horas. Outro fato
€ que o aumento da quantidade de D. carota, sempre provoca um aumento na taxa

de reacao para todos os substratos, Aldabalde et al. (2007).

3.3 ENZIMAS

A grande maioria das enzimas sao proteinas responsaveis por catalisar
reacdes quimicas com alta especificidade. Sao formadas por residuos de aminoacidos
unidos por meio de ligacdes peptidicas e, em alguns casos, ligacdes dissulfeto, assim
formando uma cadeia polipeptidica, Silva (2015).

A superficie externa das enzimas possui grupos hidrofilicos, como —COO-, -
OH, -NHs*, -SH e —CONHz2, que sao responsaveis por manté-las hidratadas. Ja a parte
interna € composta por cadeias alquilicas e arilas, formando um residuohidrofébico.
De forma geral as enzimas permanecem solvatadas devido a sua superficie recoberta
por agua, pela presenca dos grupos hidrofilicos, Silva (2015).

Devido as inovagdes tecnoldgicas, as enzimas vém ganhando um aumento no

seu campo de aplicacdo, principalmente em processos industriais. Como exemplo
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deste crescimento, podemos citar as industrias farmacéuticas, que vém utilizando
rotas enzimaticas na produgao de compostos quirais, Gongalves; Fonseca (2018a).

As enzimas, de maneira geral, sdo proteinas responsaveis por promover a
alteragdo na velocidade de reacdo, por meio da diminuigdo da energia livre de
ativagcdo. Uma enzima € capaz de promover o aumento na velocidade de uma
reagdo na ordem de 10"%a 1023 vezes, quando comparado a uma reagdo na auséncia
da mesma. Ja os catalisadores sintéticos promovem um aumento na ordem de 102%a
10%. Além desta desvantagem, os catalisadores sintéticos necessitam de quantidades
em concentracao de 0,1 a 1 mol%, enquanto em reagdes enzimaticas as quantidades
requeridas ficam na faixa entre 10~ a 10*mol%, Maguerroski (2009) e Jayawardhane
et al. (2018).

As reacgdes executadas pelas enzimas ocorrem no local denominado como sitio
ativo, juntamente com seu substrato. Entre a enzima e o substrato ocorrem ligacdes
de hidrogénio, forgas de Van der Waals, interagdes hidrofdbicas, entre outras, que os
mantém unidos, lembrando que o sitio ativo é responsavel porgarantir esta ligagao.
Estas caracteristicas fazem com que as enzimas sejam fortemente especificas,
também as diferenciando de outros catalisadores, Maguerroski (2009).

A figura 2 mostra a ligacao formada entre substrato e enzima para gerar os

produtos:

i Aenzima altera ligeiramente a sua Produtos
Substrato fgrma & medida que o substrato se liga
( ?l:u activo F

=

Substrato entrando no Complexo Complexo Produtos deixando o
centro activo da enzima  enzimalsubstrato enzima/produto centro activo da enzima

Figura 2: Ligagao substrato enzima. Fonte: Catarina Moreira, Wikiciencias.

As principais vantagens da biocatalise mediada por enzima sao as condigdes
brandas de reacdo: geralmente pH neutro e temperaturas brandas, além da
seletividade. Muitas enzimas sao capazes de participar da biorreducdo de varios
substratos, muitas vezes formando produtos que dificiimente sao obtidos por rotas

quimicas, ou que sao até inviaveis. Além do fato de que a utilizagdo de enzimas
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como catalisadores evita a utilizagdo de compostos que podem prejudicar o meio
ambiente, tendo em vista que alguns processos empregam quantidades
estequiométricas de solventes inflamaveis, como o etanol e o acetato de metila, e
compostos metalicos tdéxicos, como o chumbo, o arsénio e o aluminio, Gongalves;
Fonseca (2018a).

Outras vantagens sado as caracteristicas quimiosseletiva, estereosseletiva e
regiosseletiva. Sua quimiosseletividade esta no fato de atuarem em um grupamento
funcional, preservando outros grupos quimicamente sensiveis, que normalmente
reagiriam com catalisadores tradicionais. Sao altamente regiosseletivas por
possuirem a capacidade de reconhecer e discriminar grupamentos que apresentam
funcionalidades semelhantes e reatividades similares, que estao presentes no mesmo
composto, porém em regides diferentes, Turrini et al. (2015).

Por fim, sdo estereosseletivas por serem capazes de agir, com alta
seletividade, sobre um enantidmero. Este conjunto de seletividades apresentadas
pelas enzimas sao as principais caracteristicas, do ponto de vista da exploracao da
sintese assimétrica, tornando-as importantes catalisadores, Silva (2015).

Contudo, a principal desvantagem das enzimas € a indisponibilidade na
natureza para seu par enantiomérico. Ou seja, ndo € possivel inverter a indugao de
um centro estereogénico em uma catalise enzimatica, assim, ocorre a sele¢cao do
enantidbmero da enzima com a estereoquimica oposta, Tetsuya; Tanabe (1990).

A estrutura tridimensional e a sequéncia de aminoacidos das enzimas sao
determinadas por meio da cristalografia de raios-X e RMN 'H e '3C. A partir destas
ferramentas foi gerado um banco de dados de proteinas (PDB), neste banco de dados
sdo encontrados varios tipos de macromoléculas (entre proteinas, peptideos, virus,
carboidratos, acidos nucléicos e complexos proteina/acido nucléico), Maguerroski
(2009).

As enzimas sao classificadas em seis classes e subclasses, de acordo com a
Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (UIBBM), levando em conta
o tipo de reagao que catalisa, Maguerroski (2009).

Afigura 3 apresenta as seis classes de enzimas de acordo com a UIBBM:
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Nimero Classe Tipo de reacdo catalisada Subclasse
Transferéncia de elétrons ou Desidrogenases, oxidases,
1 Oxirredutases remog3o de hidrogénio peroxidases
2 Transferases Reacoes de transferéncia de grupos Transaldolases, transcetolases
3 Hidrolases Reacgoes de hidrolise Esterases lipases,
peptidadases, fosfatases
4 Liases Reacoes de adigio de grupos adupla  Descarboxilases,cetoacidolias,
ligagdo ou formacgao de duplas ligagtes hidroliase

por remocao de grupos

5 Isomerases Transferéncia de grupos dentro da Racemases, epimerases,
maolécula para produzir istmeros oxirredutases, mutase
6 Ligases Formagao e clivagem de ligagbes C-C,

C-S, C-0 e C-N e ésteres de fosfato

Figura 3: Classificagdo das enzimas pela UIBBM. Fonte: Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular (UIBBM).

As enzimas responsaveis por realizar a biorredugao da dibenzalacetona sao as
desidrogenases, pertencentes a classe das oxirredutases, que € a segunda mais
utilizada no processo de reag¢des organicas. Dentro desta classe se enquadram, além
das desidrogenases, as oxidases e as peroxidases. Estas enzimas formam um grande
grupo responsavel pela reducdo de carbonilas de aldeidos e cetonas (C=0), da
ligacao dupla carbono-carbono (C=C) e da redugao assimétrica de aril iminas (C=N),
Gongalves; Fonseca (2018a).

Pode-se classificar as oxirredutases de diferentes formas, contudo quando
classificadas de acordo com seu mecanismo de agéo se dividem em quatro grandes
grupos: oxigenases, peroxidases, oxidases e desidrogenases, como apresenta a

figura 4:
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Figura 4: Classificacdo da oxiredutases. Fonte: Gongalves, Rev. Virtual Quim. 2018, 2 de agosto de 2018.

O grupo das oxigenases, peroxidases e oxidases Sd0 responsaveis por
catalisar reacdes irreversiveis, devido a reacdo de reducdo do O2 e H202 que
acompanha a reagado, ser muito exotérmica. Ja as desidrogenases, que estéo
presentes na cenoura, catalisam reagdes reversiveis e podem ser empregadas em
biocatalise oxidativa e redutiva, Gongalves; Fonseca (2018b).

Este grupo de enzimas vem ganhando um grande espaco em diferentescampos
de aplicagdes, uma vez que apresentam diferentes sitios de ligagao responsaveis pela
catalise de transferéncia de hidrogénio. Como um grande exemplo deste grupo, temos
as enzimas alcoois desidrogenases (ADHS), que catalisam a converséao reversivel de
alcoois em aldeidos e cetonas, Barreiros; Barreiros (2010).

Dentre as principais vantagens das enzimas desidrogenases, esta o fato de
serem oOtimas para transformar substratos pré-quirais em produtos quirais opticamente

puros. Gongalves; Fonseca (2018a)

3.4 CATALISE ENZIMATICA

A primeira proposta que explicava o poder catalitico das enzimas foi a hipotese
da “chave e fechadura” desenvolvida por Emil Fischer em 1894, que abordava a
interacbes existentes entre o substrato e enzima que sao vistos como
complementares, Arantes (2008).

As enzimas [E] sao catalisadores de extraordinaria eficiéncia, promovem a

diminuicdo da barreira de energia de ativagdo (Ea) entre substrato [S] e o produto
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[P], como consequéncia aumentando a velocidade da reagao. Inicialmente em uma
catalise enzimatica ocorre a formacgao da ligagao enzima-substrato [ES] no sitio ativo,
uma cavidade presente na superficie desta proteina, nestas cavidades estédo
aminoacidos que ligam-se aos substratos. Tal ligacao [ES] € o que diferencia as
enzimas de catalisadores convencionais, Arantes (2008).

Reagdes que acontecem na auséncia de catalisadores apresentam uma maior
barreira de ativacdo, quando comparado a reag¢ao na presenca decatalisadores, ou
seja, os catalisadores promovem a diminuicdo na barreira energética, logo aceleram
a velocidade de reacao, como apresenta a figura 5,abaixo. As interagdes existentes
entre as enzimas e os substratos sao: ligagcdes de hidrogénio, interagdes hidrofébicas,
interagdes iOnicas e de Van de Waals. Cada interagédo entre a enzima e o substrato

promove uma liberagdo pequena de energia livre, ocorrendo desta forma a

estabilizagao, Arantes (2008).

MNiao catalisada |

5* ii
Catalisada

[ES)F

Energla livre

v

Coordenada de reacgio

Figura 5: Comparacgao entre uma reagao na presenga e auséncia de catalisadores, em relagao a barreira
de energia de ativagdo. Fonte: Adaptada de FABER, 2011.

Agora levando em consideragao as seletividades apresentadas pelas enzimas
pode-se dizer que a estereosseletividade esta relacionada a diferentes energias do
complexo enzima-substrato no estado de transigao [ES]# e a especificidade, Tetsuya;
Tanabe (1990).

A enantiosseletividade esta ligada a competicdo existente entre os

enantibmeros S1 e S2 pelo sitio ativo. As moléculas empregadas fornecem um
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ambiente quiral, logo a estereoquimica da reacdo sera determinada pela enzima,
tendo em vista que os enantidmeros S1 e S2 possuem valores diferentes de energias
livres em seus estados de transicao [ES1] # e [ES2] #, respectivamente, como mostra
a figura 6. Como os valores sao diferentes ocorrera a maior velocidade de reagao para
um enantidmero, no caso da figura o S1, ou seja, as diferengas existentes nas energias

livres irdo promover o excesso enantiomeérico (ee), Turrini etal. (2015).

Figura 6: Diagrama representando uma reag¢ao enantiosseletiva catalisada por enzimas, em comparagao
L3
[ES,)"

AG™ =

s, S i
p, LM 1 2o F —~ [ES, 2R b,

E+S,0uS,

Energia livre

E+P, E+P;,

*

Coordeﬁada de reacdo
com a energia livre dos estados de transi¢cao. Fonte: Adaptada de FABER, 2011.

3.5 1,5-DIFENILPENTA-1,4-DIEN-3-ONA (DIBENZILACETONA)
1,5-difenilpenta-1,4-dien-3-ona, que também é conhecida como

dibenzalacetona, € uma molécula organica de férmula quimica C17H140O, como

apresenta a figura 7, sendo um sélido amarelo soluvel em etanol, porém pouco soluvel

em agua. Ela é bastante aplicada principalmente na industria de protetores solares e

anti-inflamatérios, Melo (2017).

> Lz
Figura 7: Dibenzalacetona. (Autoria propria)

A reacgao de reducgao desta molécula, que se caracteriza por ser um composto

a, B-insaturado derivado de cetonas e aldeidos, deve apresentar certa competitividade

na catalise da ligacdo C=C e/ou C=0, sendo que na presenca de alguns catalisadores

especificos a redugéo apresenta certa regiosseletividade, Maguerroski (2009).
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3.6 RADIACAO ELETROMAGNETICA
A radiacdo eletromagnética pode ser considerada como um conjunto de ondas
eletro e magnéticas. Sendo que, a luz emitida pelo sol classifica-se pelo seu

comprimento de onda. A figura 8 apresenta a classificagédo citada anteriormente:
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Figura 8: Classificagao da emissao solar, de acordo com o comprimento de onda. Fonte: fisica UFPR.

A radiacao eletromagnética tem grande influéncia sobre a pele humana, sendo
que em excesso e sem a devida protegao pode causar problemas a saude.Os raios
ultravioleta, visivel e infravermelho possuem diferentes potenciais de penetracédo na

pele humana, como apresenta a figura 9:
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Ultravioleta
A B C

Infravermelho Visivel

Estrato corneo

| d Epiderme

Derme

. Hipoderme

Figura 9: Diferentes formas de penetragao da luz solar na pele humana. Fonte: Daniela Brotto
Lopes Terci, SIMPEQ, outubro 2008.

Pela figura é possivel constatar que a radiacao infravermelha possui maior
poder de penetragdo em relagdo as demais, podendo atingir a hipoderme, seguida
da luz visivel que é capaz de atingir a derme e hipoderme. Ja a radiagéo ultravioleta
€ capaz de penetrar em diferentes intensidades, sendo que os raios UV-A sao capazes
de percorrer mais afundo a pele humana chegando a derme, seguidos dos raios UV-
B que atingem a epiderme, Buchan (1994).

Os raios infravermelhos sédo capazes de promover bioestimulagdes, acelerando
a circulagao sanguinea, linfatica e acelerando o metabolismo celular. Ja os raios
visiveis causam poucos efeitos na pele, contudo seu principal efeito é a secregao de
melatonina, Sanz-Forcada et al. (2014).

Os raios ultravioletas podem trazer beneficios e maleficios a saude humana,
dependendo do tempo de exposicao e a protecao utilizada. Em relacao aos beneficios
esta a sintese de vitamina D e de melanina. Ja os maleficios sdo queimaduras,
fotoalergias e até mesmo, em casos mais graves, cancer de pele, Sanz-Forcada et al.
(2014).



28

Contudo os raios UV-A e UV-B sao capazes de causar diferentes formas de
ataque a pele humana. Os raios UV-A, como ja foi analisado, possui um poder de
penetracdo maior em relagdo ao UV-B e podem causar a destruigdo do colageno e da
elastina, ocasionando o envelhecimento da pele, outro fator preocupante € o ataque
ao DNA podendo gerar mutagdes genéticas, ou seja, o cancer de pele. Os raios UV-
B promovem a destruicao de células e queimaduras de pele, Buchan (1994).

Os raios UV-A, UV-B e UV-C apresentam diferentes comprimentos de onda e
diferentes porcentagens de incidéncia terrestre, tais valores serdo apresentados na

tabela 1:

Tabela 1: Incidéncia e comprimento de onda dos raios UV-A, UV-B e UV-C. Fonte: Daniela Brotto
Lopes Terci, SIMPEQ, outubro 2008.

Comprimento de Incidéncia
uv

ondas terrestre
UVA 320 — 400 nm 90 -95%
uvB 290 — 320 nm 05-10%
UvVC 200 — 290 nm —

3.7 PROTETORES SOLAR
As tentativas de se produzir um protetor contra a acédo solar na pele data-se
desde 7800 a.C. onde os egipcios utilizavam extratos de mamonas e magndlia para
protecao. Também ha relatos de que em 400 a.C. os gregos faziam uso de misturas
de 6leo de oliva e areia para reduzir os efeitos da radiacédo na pele. Contudo, o primeiro
filtro com eficiéncia comprovada ocorreu em 1946, sendo produzido por Franz Greiter.
Tal cientista foi responsavel por estabelecer o conceito de Fator de protecao solar
(FPS). O FPS é um valor numérico que permite avaliar o tempo que oindividuo pode
ficar em contato com o sol sem sofrer queimaduras, Lakhdar et al. (2007).
Existem quatro etapas para o desenvolvimento de um protetor solar, sendo
elas: a avaliacao técnica e comercial, a definicdo de férmula e processo fabril,
avaliacao de estabilidade fisico-quimica e microbioldgica, e por fim a avaliagao de

seguranca e eficacia, Lakhdar et al. (2007).
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Um protetor solar € composto por filtros fisicos e quimicos, emolientes,
emulsificantes, agentes doadores de consisténcia, umectantes, agua, entre outros
compostos que variam dependendo do fabricante, Sohn et al. (2014).

Os emolientes tém a fungao de solubilizar os filtros quimicos, por possuir um
poder lipofilico. Além de ajustar as caracteristicas sensoriais como agradabilidade a
pele, espalhabilidade, facilidade de absorc¢ao entre outros. Comumente sao ésteres,
éteres, triglicerideos graxos, Sohn et al. (2014).

Os agentes doadores de viscosidade sao responsaveis por garantir a formacao
de cristais liquidos que promovem a viscosidade adequada ao produto. Normalmente
sao acidos graxos, ésteres de glicerina, entre outros, Zhong et al. (2020).

Ja os emulsificantes permitem a formacao de micelas das particulas lipofilicas
presentes na agua e reduzem a tensdo superficial. Normalmente sdo acidos graxos
etoxilados, ésteres graxos de glicerina, Sohn et al. (2014).

Os filtros fisicos tém a fungdo de formar uma barreira fisica para reflexao da
radiacao UV, comumente é utilizado o dioxido de titanio. Um filtro fisico de boa
qualidade é aquele que forma particulas pequenas e bem distribuidas, assim

impedindo a passagem dos raios, como apresenta a figura 10:

V«J > 2g U

| - e

Figura 10: Boa distribui¢do das particulas do filtro fisico. Fonte: Daniela Brotto Lopes Terci, SIMPEQ,
outubro 2008.

Nos filtros orgénicos diversas substéncias podem ser utilizadas, no casodeste

trabalho a molécula que atuaria contra os raios UV seria a dibenzalacetona,
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por apresentar um poder fotoprotetor, que foi apontado a partir da técnica UV-VIS
avaliando a faixa de melhor absorcdo da molécula e levando em consideragcdo que
os raios UV atuam na faixa de 290 a 400 nm (raios UV-A e UVB, que sao mais
prejudiciais a saude humana). Sendo assim, os filtros quimicos sdo responsaveis por
absorver a radiagao ultravioleta por meio de transi¢cdes eletrénicas, Lakhdar et al.
(2007)

Os protetores solares, de maneira geral, apds seu uso acabam se perdendo
nas aguas, podem ser prejudiciais a vida marinha. Devido a sua caracteristica
fotoprotetora acabam dificultando a penetragcdo da luz solar nos oceanos e lagos, o
que impede a fotossintese das algas, acarretando na diminuigdo do oxigénio presente
na agua, o que pode causar a morte das espécies marinhas. Entdo a perdada
caracterisca fotoprotetora apds o uso é ideal, assim n&o prejudicando a passagem

dos raios solares para o meio aquatico, Zhong et al. (2020).

3.8 CROMATOGRAFIA GASOSA E ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A cromatografia € um método bastante empregado na grande maioria dos
ramos cientificos, que possibilita a separagao, identificacdo e determinacdo de
componentes semelhantes presentes em uma mistura. Tal método foi empregado pela
primeira vez no século XX, por Milkhail Tswett, HOLLER et al. (2009).

Nas diferentes formas de cromatografia estdo presentes duas fases, a fase
movel e a fase estacionaria. A fase movel é responsavel por transportar a amostra
através da fase estacionaria, RADLER et al. (2008).

A escolha da composicao destas duas fases varia de acordo com a amostra a
ser analisada. Sendo que, as melhores fases sao aquelas que distribuem melhor os
componentes presentes nas amostras, durante o tempo de eluigdo no equipamento.
Os componentes que apresentarem maior afinidade com a fase mével eluem mais
rapidamente pela coluna, sendo assim, os componentes com maior afinidade com a
fase estacionaria, ficam retidos por maior tempo, RADLER et al. (2008).

No trabalho, as cromatografias utilizadas foram a gasosa (CG) e a
cromatografia de camada fina (CCF). Em relagado a cromatografia gasosa a fase movel
sempre é um gas inerte, variando de acordo com o detector utilizado, normalmente os
gases mais empregados sédo o nitrogénio, argdnio, hélio e hidrogénio. Uma boa fase
movel é aquela que n&o interage com a amostra, apenasa arrasta pela coluna,
HOLLER et al., (2009).
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A fase estacionaria no CG, pode ser liquida ou sélida. Sendo assim, o
componente no processo de separacao fica fixo na superficie de outro material liquido
ou sdlido. A fase liquida deve ser termicamente estavel e pouco volatil, ja a fase solida
geralmente € um adsorvente, que apresenta grande area superficial, HOLLER et al.,
(2009).

Os métodos de injegao “split” e “splitless” sdo os mais utilizados nesta técnica,
sendo responsaveis por vaporizar a amostra pela elevacdo da temperatura. A partir
disto, os vapores da amostra sdo transportados pelo gas de arraste. O método “split’
€ utilizado em amostras que apresentam elevadas concentragcbes, enquanto o
“splitless” € empregado para baixas concentra¢cdes, RADLER et al, (2008).

A temperatura da coluna pode se comportar de duas formas durante a corrida,
isoterma ou temperatura programada. A isoterma ocorre quando a coluna apresenta
uma temperatura fixa, e, quando a temperatura sofre variagdes ao longo da eluigao,
denomina-se temperatura programada. Tal fator muda de acordo com o método
escolhido.

Apos o término da eluigao pela coluna do cromatografo a analise necessita de
um detector que atua na identificacao das moléculas. No caso, o detector utilizado na
analise sera o espectrometro de massa (EM), uma técnica analitica que qualificae
quantifica os compostos, HOLLER et al., (2009).

O espectrbmetro de massas é capaz de identificar a massa molecular dos
componentes presentes na mistura, assim juntamente com a biblioteca NIST é
possivel propor a identidade dos compostos, HOLLER et al., (2009).

Para que seja possivel identificar a massa molecular dos componentes é
necessaria a formacao de cargas, tal fato possibilita calcular a trajetéria dos ions, que
estdo submetidos ao vacuo e a combinacdo de campos magnéticos e elétricos.A
formacdo de cargas ocorre por intermédio de uma fonte de ions, no caso o
equipamento utiliza-se do modo ionizagao por elétrons, HOLLER et al. (2009).

No espectrdbmetro de massas também ¢é necessario a presenga de um
analisador, que separa os fragmentos gerados, em fungao m/z. O analisador que sera

utilizado € um ‘jon trap”, que apresenta baixa resolugdo, HOLLER et al. (2009)..
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3.9 ESPECTROFOTOMETRO DE INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE
FOURIER

Utiliza-se o termo espectroscopia para designar a ciéncia que trata as
interacoes dos diversos tipos de radiagdo com a matéria, existindo uma ligagao
direta com as caracteristicas da radiacao eletromagnética. Estas caracteristicas
podem ser representadas por métodos senoidais classicos de comprimento de onda,
frequéncia, velocidade e amplitude, HOLLER et al. (2009).

Porém, para se compreender a relacdo entre a técnica e a radiagdo é
necessario ver a radiagdo como um fluxo de particulas de energia, denominados
fétons. Também é necessaria uma visao dualistica, sendo que a radiagao se comporta
como onda e como particula, HOLLER et al. (2009).

No equipamento em si, a radiagao incide sobre a amostra sendo capaz de gerar
transicbes de um estado de energia rotacional ou vibracional para outro. Entdoestes
movimentos sao racionalizados e interpretados, assim cada ligagao corresponde a um
numero de onda e representa um sinal especifico, PAVIA et al. (2010).

Uma variagcdo no momento dipolo € necessario para que ocorra a absorgéo
da radiagao infravermelha, assim o campo elétrico alternado interage com a molécula
sendo capaz de causar variagao na amplitude do movimento, SILVERSTEIN et al.
(2006).

Os movimentos executados pelas moléculas podem ser quantificados, sendo
que existem duas formulas para expressar este valor, sendo elas:

1- Moléculas lineares: niumero de movimentos = 3N — 5;

2- Moléculas nao lineares: numero de movimentos = 3N — 6.

Na férmula “N” representa o numero de atomos presente em cada molécula.
HOLLER et al. (2009).

Classificam-se as vibragdes em classes de estiramento e deformagao, sendo
elas: estiramento simétrico e assimétrico, deformacao simétrica e assimétrica no

plano, deformagao simétrica e assimétrica fora do plano, HOLLER et al. (2009)
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS
Para as andlises foram utilizados o acetato de etila, vapores de iodo, o hélio
como gas de arraste e o sulfato de magnésio. O agente redutor empregado foi a

cenoura (Daucus carota). De forma geral, as vidrarias utilizadas nos métodos foram

Erlenmeyers de 125 mL, tubos tipo Falcon de 15 mL e béquers de 50 mL. Os
equipamentos aplicados para as analises foram o vortex, centrifuga, cromatografo a
gas, espectrofotbmetro de infravermelho (IV) por transformada de Fourier,

cromatografia em camada fina, balanca semi-analitica, termdémetro e agitador rotativo.

4.2 INFRAESTRUTURA DISPONIVEL

Conduziu-se o presente trabalho junto aos laboratérios de quimica da UTFPR
(NOO2, NOO4 e NOO05), Laboratério de Solos (DAGRO), Laboratorio de Analise
Instrumental do POLITEC/LACTEC com apoio da estrutura da Central de Analises da
UTFPR. O laboratério da Central de Analises conta com um Cromatografo Gasoso
Varian 431/CP-3800 acoplado a um detector de massas Varian 210 ion trap MS, faixa
de aquisigdo: 50-250 u; energia de ionizagdo: 70 eV; modo de aquisi¢do normal
(impacto de elétrons; transferline coluna/MS a 200 °C; ion trap a 170 °C;
Espectrofotdmetro de Infravermelho (V) por Transformada de Fourier, modelo
FRONTIER Mid Infrared.

4.3 COLETA DO BIOCATALISADOR (CENOURA) E A BIORREDUCAO DA 1,5-
DIFENILPENTA-1,4-DIEN-3-ONA (DIBENZALACETONA)

A cenoura foi adquirida fresca em um mercado local, lavada com agua corrente
e, em seguida, cortada em fatias de aproximadamente 0,5 cm (ndo € necessario
descascar). Apds, os pedagos foram pesados em um erlenmeyer de 250 mL
utilizando-se uma balanca semi analitica, até a obtencao de aproximadamente 20 g
do biocatalisador. Em seguida, adicionou-se 80 mL de agua destilada e 0,1 gda 1,5-
difenilpenta-1,4-dien-3-ona (dibenzalacetona).

A partir deste ponto ocorreram algumas mudangas de um teste para o outro.

Na etapa um, que buscou determinar quais liga¢cdes foram afetas pela biorredugao,
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as condi¢coes foram: temperatura ambiente, agitagdo a (200 rpm) em um agitador
magnético e tempo de reagao de 48 h. Ja na segunda etapa ocorreram variagdes nas
sinteses para determinar o melhor rendimento. O primeiro teste da etapa dois, contou
apenas com a presenca de agitagdo, com agitador magnético (200 rpm). O segundo
teste contou apenas com a presencga de aquecimento a (40°C), sendo quea amostra
foi levada a uma estufa com circulagdo de ar. Ja no terceiro teste o erlenmeyer foi
levado ao agitador magnético (200 rpm), com presenga de aquecimento a 40°C. Estas
sao as diferencas reacionais, que determinaram os diferentes rendimentos das
reagcdes. Todos os procedimentos da etapa dois permaneceram nestas condigdes por
um tempo de 48 e 72 h.

Apos o tempo de sintese, foram retiradas aliquotas de 2 mL de cada reacgao e
transferidas para tubos tipo Falcon de 15 mL. A estes tubos foram adicionados 1 mL
de acetato de etila (AcOE?Y).

Apds, os tubos foram agitados em um vortex e levados para centrifuga por 5
min, a aproximadamente 2500 rpm, formando a fase organica de interesse. Esta
extragcdo também pode ser feita manualmente, sem necessidade de vortex e/ou
centrifuga. Com isso, descartando-se a fase indesejada.

Por fim, foi utilizado o sulfato de magnésio como agente desidratante,
adicionando-se aos tubos falcon, quantidade equivalente a uma ponta de espatula.
Apads, ocorreu a retirada do material liquido restante nos tubos, por meio de uma pipeta
de pasteur, assim transferindo para novos tubos falcon de 15 mL. Estes tubos
contendo a fase organica (liquida) foram diretamente utilizados para as analises de
CCF, CG/EM e UV- Vis.

A fim de conhecer a melhor condicdo em que ocorreu a biorredugao (na etapa
dois), algumas variaveis sofreram mudangas entre os testes. Estas variaveis foram a
temperatura, o tempo de reagao e a presencga ou nao de agitagao.

A tabela 2 mostra a variacao dos fatores:
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Tabela 2: Variagoes dos fatores que serdao submetidas as amostras na biorredugao. (Autoria Prépria)

Agitacao Tempo de

(rpm) reagao

(horas)

1 Ambiente 200 48 e 72

2 40 Ausente 48 e 72
(estufa)

3 40 200 48 e 72

Na tabela estdo apresentadas as variaveis temperatura, agitacao e tempo de
reacao. Sendo que, é importante ressaltar que foram retiradas aliquotas de cada teste
com o tempo de 48 e 72 horas.

Foi realizada a agitagédo por meio de um agitador magnético, ja o aquecimento
foi empregado com a utilizagdo do agitador magnético no teste 3 e comuma estufa
com circulagao de ar no teste 2.

O fluxograma 1 a seguir representa o processo descrito de maneira geral:



Biorreducao da
dibenzalacetong

Sintese:
20 g cenoura
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0,1 g dibenzalacetona
80 mL agua destilada

g

v

Etapa 2
variacoes
Condicionais

il

|

\

Teste 2: Tezte 1- Teste 3:
Tempo 48 h Tempo48e72h Tempo 48 e 72 h Tempo48e72h
Ag: 2{JQ rpm Ag: ausente Ag: 200 rpm Ag: 200 rpm
T. Ambiente Temp: 40 °C T ambiente T 40 °C

e

Retira aliquota
2mL
(tubo Falcon)

Retirar a fase de interesse
{do acetato)

Extracao liquido-liquido
(1 mL acetato de etila)

Fluxograma 1: Representacao das etapas da biorreducgao. (autoria prépria)

4.4 CROMATOGRAFIAS DE CAMADA FINA

A evolucgéao das reagdes foi seguida pela cromatografia em camada fina (CCF)
em placas cromatograficas de aluminio com silica gel 60 F254 da Merck. Sempre que
necessario esta metodologia também foi utilizada para comparar misturas e identificar
componentes fazendo uso de padrboes. Ndo sendo a identificagdo por este método
inequivoca, quando necessario foram realizadas analises posteriores mais detalhadas
por outros métodos, como o CG/EM. Utilizou-se misturas eluentes, baseadas,
sobretudo nos solventes: acetato de etila e hexano.

A proporcao utilizada para a eluicdo foi 3:7 acetatos de etila e hexano,

respectivamente, em comparacgéo a literatura. Inicialmente as placas de silica gel
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foram organizadas, determinando marcagdes para o inicio e o fim da eluigdo. Com
isso, preparou-se a solugao de eluicdo em um bequer de 50 mL, onde acrescentou-
se 10 mL da mistura de eluicdo. Apds, em uma placa de silica, com o auxilio de um
capilar, foram adicionadas as amostras. As placas de CCF foram “reveladas” por
observagao sob vapores de iodo. Foi realizado um teste com o composto de partida,

a fim de comparagao com os produtos.

45 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO MOLECULAR NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO COM TRANSFORMADA DE FOURIER (IV-TF)

Foi obtido um espectro de infravermelho, IV, para a caracterizagdo da 1,5-
difenilpenta-1,4-dien-3-ona (dibenzalacetona) em pastilhas de brometo de potassio,
KBr, em espectrofotdbmetro Frontier, Perkin Elmer® (USA) na faixa espectral
compreendida entre 400 e 4000 cm™, com resolugdo de 4 cm', nimero de
acumulagdes de 32 varreduras. Tais condigdes foram aplicadas para a

dibenzalacetona com a finalidade de monitorar as bandas presentes no espectro.

4.6 CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRO DE MASSAS
(CG/EM)

Para a caracterizagcdao adequada de todos os produtos de interesse, foram
tracados espectros de massa, MS, por injegao direta no equipamento decromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas, modelo Varian 210 MS, com uma
coluna VF-5ms (30 m x 0,25 mm D.I x 0,25 m de filme). Na metodologia empregada o
volume de injegao foi de 10 uL e a temperatura do injetor foi de 270 °C. Inicialmente a
temperatura da coluna foi de 150°C, permanecendo por 3,0 minutos e chegando em
280°C em uma taxa de aquecimento de 10°C.min-', permanecendo por 20 minutos.
Utilizou-se o hélio como gas de arraste com um fluxo de 1,2 mL.min"'. A injecdo da
amostra foi feita no modo split na proporgéo 1:100.

A identificacdo dos compostos volateis foi realizada pelo detector de massas
operando com uma fonte de ions a 170°C, com energia de ionizagao de 70 eV, em
uma faixa de razdo massa carga de 50-250 m/z. Para a interpretagao do espectro de

massas utilizou-se o banco de dados do Instituto Nacional de Padrao e Tecnologia
(NIST).
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4.7 ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO MOLECULAR (UV-VIS)
Realizou-se a analise no equipamento modelo UV-VIS DUPLO FEIXE IL-0082-

Y, Kasuaki. A cubeta utilizada foi de quartzo e a faixa de varredura foi de 190 a500nm.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 VIA RESUMIDA PARA OBTENCAO DA DIBENZALACETONA

A dibenzalacetona pode ser sintetizada a partir de benzaldeidos e acetonas por
meio de uma condensacao alddlica, que também é chamada de reacédo de Claisen-
Schimidt, que se estabelece entre dois compostos carbonilicos. O processo de sintese
utiliza o etanol como solvente, hidroxido de sédio (NaOH) como catalisador e

temperatura ambiente, como apresenta a figura 11, a seguir:

0] @]
0] =
H J\ NaOH NS + 2HO
2 + HaC CH, etanol 2

Figura 11: Sintese da dibenzalacetona a partir de denzaldeidos e acetonas. Fonte: Kamila dos Santos
Magueroski, estagio supervisionado.

Esta reacao é caracterizada pela formagao de mais de um produto, um exemplo
€ que em meio basico, inicialmente ocorre a formagao da benzalacetona, que é

apresentada na figura 12.

O

X CH,

Figura 12: Benzalacetona. (Autoria Propria)

Contudo, apés a desprotonagédo de um hidrogénio que esta presente no grupo
metila da benzalacetona, ocorre a formacdo de um carbéanion, que posteriormente

reage com outra molécula de benzaldeido formando a dibenzalacetona.

5.2 CARACTERIZACAO DA CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRO DE MASSAS

Para melhor entendimento dos cromatogramas e espectros apresentadosserao
aplicadas letras para os compostos de partida e os produtos das biorreducdes.O
composto (A) sofreu a biorredugédo nas duas ligagées duplas entre carbonos (C=C),
enquanto o composto (C) sofreu a biorredugdo em apenas uma destasligagbes. Os
compostos (B) e (D) sdo a dibenzalacetona em sua isomeria trans e cis,

respectivamente. como apresenta a figura 13, a seguir:
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Figura 13: Compostos dispostos nos cromatogramas. (Autoria Prépria)

Antes das amostras serem levadas para as analises foi realizada uma extragao
liquido-liquido com acetato de etila para remover os produtos de interesse da agua. A
fase organica é a superior (amarela) e a fase aquosa € a inferior(incolor), a figura 14
mostra a formacéao das fases:



Figura 14: separagao liquido-liquido, fase superior de interesse e fase inferior agua. (Autoria Prépria)

Para iniciar a analise, primeiramente foi apresentado o cromatograma do

composto de partida antes de sofrer a biorredu¢ado, como mostra a figura 15:

41
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Dibenzalacetona

Tensao (V)

: — :
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo de retencéo
(min)

Figura 15: Cromatograma da Dibenzalacetona antes de sofrer a biorredugao. (Autoria Prépria)

Como podemos notar a figura a cima nao possui os compostos (A) e (C) que
sdo derivados da biorreducédo. O pico (B) € caracteristico da trans-dibenzalacetona e
esta presente em menor quantidade quando comparado a cis-dibenzalacetona, no
pico (D). A partir deste cromatograma sera possivel analisar qual isbmero sofrera a
biorreducao.

Na primeira etapa do projeto foram realizados testes com o intuito de determinar
quais produtos seriam formados e se a reagao apresentaria seletividade. Dito isso, as
condicbes estabelecidas para as amostras a seguir foram: temperatura ambiente,
tempo de reacao de 48 horas e agitacdo de 200 rpm. A figura 16 apresenta o

cromatograma da amostra 1, que foi realizado em uma temperatura préxima a 30°C.
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Amostra 1
T: ambiente
A 5 Ag: 200 rpm
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Figura 16: Cromatograma da biorredugao da amostra 1. (Autoria Propria)

Podemos notar que a amostra 1 apresentou bons resultados em relagdo a
reducao, tendo em vista que ocorreu uma boa diminuicdo do pico (B), enquanto
ocorreu a formacgao dos picos (A) e (C), em relacdo ao cromatograma de partida da
dibenzalacetona. Esta diminuicido era esperada, levando em consideracdo que a
reacao se apresentou estereosseletivas para o isbmero tfrans em decorréncia da
caracteristica do biocatalisador. Ocorreu uma diminuicao de 47,38% do pico (B) da
amostra 1 quando comparado ao mesmo pico no cromatograma da figura 15, tal
comparacgao foi realizada utilizando a integragdo presente no CG/EM do pico do
composto de partida (B), por meio da area de cada pico.

O pico (A) é caracteristico do composto que sofreu a redugcao das duas ligagbes
duplas entre carbonos (C=C), ja o pico (C) é caracteristico do composto quesofreu
redu¢cao em apenas uma dupla ligagéo entre carbonos (C=C), a presenga dosprodutos
pode ser avaliada através da utilizagcao da biblioteca NIST presente no EM. Nota-se
que a dupla entre o carbono e o oxigénio (C=0) nao sofreu redugao, entdo areagao
foi seletiva para ligagao (C=C), sendo assim as enzimas demonstraram sua eficiéncia
como catalisadores quimio e estereosseletivos. Sdo quimiosseletivas por atuarem em
um unico grupamento funcional, preservando outros grupamentos, como a dupla

entre (C=0) que s&o quimicamente sensiveis.
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Por fim, sdo estereosseletivos por serem capazes de agir, com alta
seletividade, sobre apenas um isdbmero o trans. Tendo em vista que o cromatograma
apresentou uma acentuada diminui¢cao do pico (B), enquanto no pico (D) ocorreu uma
leve diminuicdo, que pode ser explicada pela possivel conversdao de algumas
particulas de cis-dibenzalacetona em frans-dibenzalacetona, pela acdo da
temperatura e principalmente pela agdo da agitagdo. Logo o isbmero trans
possivelmente necessita de uma menor energia livre para sua conversao aos
produtos, em comparagao ao isémero cis.

A partir de calculos feitos levando em consideragao a area dos quatro picos (A),
(B), (C) e (D), com o auxilio da integracdo presente no equipamento (CG/EM) e
considerando a soma das areas dos quatro picos como 100% obtivemosporcentagem
de cada molécula presente na amostra, ou seja, os compostos de partida e os

produtos, como apresenta a tabela 3, a seqguir:

Tabela 3: Rendimento da reacao. (Autoria Propria)

MOLECULAS AREA PORCENTAGEM
A 9,5x103 25,13%
B 1,46x103 3,86%
C 7,34x10°3 19,41%
D 1,95x104 51,58%
Total 100%

A partir da tabela notamos que o pico (B) que corresponde a trans-
dibenzalacetona, foi quase todo consumido, ja o pico (D) que corresponde a cis-
dibenzalacetona, apresentou uma grande porcentagem na composi¢cao da amostra,
devido ao fato das enzimas redutoras serem estereosseletivas para o isbmero trans.
Com o aumento no tempo de reacao possivelmente toda a trans-dibenzalacetona sera
consumida e apés ocorrera a transformagédo da dibenzalacetona cis em trans, (por
meio da agitacdo e temperatura, que estdo fornecendo energia ao sistema), sendo
assim possivelmente a cis sera consumida. A conversao do isdmero (isomerizagao),
formando o isbmero (E) mais estavel, € um processo endotérmico. Essa reagao de

isomerizagao € lenta devido a alta energia de ativagado necessaria
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para romper uma das ligagbes da dupla entre os carbonos, permitindo que ocorra a
rotacdo da ligagdo. O biocatalisador deve diminuir a entalpia do isébmero trans,
tornando a transformagao mais favoravel.

Em relacdo aos produtos temos 25,13% para o pico (A), onde ocorre a
biorreducéo das duas duplas entre carbonos e 19,41% para o pico (C), onde ocorre
a biorredugao de apenas uma dupla, a soma totaliza 44,54%.

Para complementagdo do cromatograma serdo apresentados os espectros dos

picos (A), (B), (C) e (D) respectivamente:
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Figura 17: Os espectros a cima representam respectivamente os picos (A), (B), (C) e (D). (Autoria Prépria)

Podemos notar nos espectros dos picos (B) e (D) que o ion molecular esta no
fragmento de m/z 234, que representa a molécula da dibenzalacetona. No primeiro
espectro, que representa o pico (A), temos o ion molecular em m/z 238, por ter
ocorrido a biorredugdo com a quebra das duas ligagbes duplas entre os carbonos,
seguida da adi¢ao de quatro hidrogénios na molécula. Ja no ultimo espectro, do pico
(D), o ion molecular esta no fragmento de m/z 236, por ter ocorrido a quebra de apenas
uma dupla ligagdo entre os carbonos, seguida da adicdo de dois hidrogénios na
molécula.

Notamos que no pico (A), o ion molecular apresentou uma grande diminuigao,
quando comparado aos ions moleculares dos picos (B) e (D). Os ions moleculares
dos picos (B) e (D) sao muito estaveis tendo em vista que a molécula possui dois anéis
aromaticos com ressonancia e ligagées duplas alternadas entre carbonos na cadeia
entre os anéis. Ja o ion molecular do pico (A) sofre uma grande diminuigdo devido a
auséncia (ressonancia e estabilizagdo) das duas ligagdes duplas entre os carbonos

na cadeia. Tal diminuicdo também pode ser observada no ion molecular
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do pico (C), porém em menor proporg¢ao, levando em conta que neste caso amolécula
perde apenas uma dupla entre os carbonos.

A perda destas duplas ligagdes entre os carbonos diminui a estabilidade da
molécula e faz com que possa ocorrer a perda da sua caracteristica de croméforo,
ou seja, a perda da sua capacidade de absorver na regiao do ultravioleta ou visivel
(o que foi analisado a partir do UV-Vis).

Os picos base de cada espectro sao respectivamente: m/z 105, 131, 131 e
233. Existem fragmentos em comum em todos os espectros, que sao caracteristicos
da fragmentagéo da dibenzalacetona, sao eles: m/z 51, 77, 91, 103 e 131. Levando
em conta que 0s numeros acima dos sinais representam a massa do ion formado.
Alguns fragmentos ser&o representados na figura 18, junto com o possivel mecanismo

de fragmentacgao:
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Figura 18: Fragmentos da dibenzalacetona e derivados. (Autoria prépria)

Avaliando a figura que representa a fragmentagao podemos observar que os
principais pontos que sofrem as fragmentacgdes e os rearranjos estao préoximos a dupla
(C=0) e no caso do tropilio préximo e no anel aromatico. Vamos analisar a primeira

fragmentagao na figura 19:
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Figura 19: formacéao do fragmento de 131 e 103 m/z. (Autoria prépria)
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Nota-se que os fragmentos de m/z 131 e 103 originam-se da molécula de
dibenzalacetona, que sofre uma ionizagao ficando com carga positiva, a partir disto
ocorre uma cisao homolitica onde cada carbono fica com um elétron livre, apés a
formacdo de uma nova ligagao entre o carbono e oxigénio, que ocorre devido a
presenca de um elétron livre resultante da quebra homolitica e outro elétron livre
presente na camada de valéncia do oxigénio. A figura 20 apresenta a segunda

fragmentacao:

WV =103

M = 131

Figura 20: Formagao do fragmento de 103 m/z. (Autoria prépria)

O fragmento de m/z 103 originou-se do fragmento formado anteriormente de
m/z 131. Nesta fragmentagao ocorre uma cisdo heterolitica entre os carbonos, onde
o fragmento de interesse perde um elétron resultando em uma carga positiva, ocorre
o desprendimento de uma molécula de (CO). A figura 21, a seguir, apresenta a terceira

fragmentacao:

—

== M = 23410 MWZ =101 MW =131

Figura 21: Formacgéao dos fragmentos de 103 e 131 m/z. (Autoria propria)

A partir desta figura notamos que os fragmentos de m/z 103 e 131, podem ser
formados em mais de uma forma a partir da dibenzalacetona, que foi novamente
ionizada, apresentando carga positiva. Neste caso ocorre uma cisdo heterolitica entre
os carbonos, desta maneira temos a formacao de um fragmento de m/z 103 com carga
positiva devido a deficiéncia em elétrons, enquanto o outro fragmento apresenta um
elétron livre no oxigénio, por possuir um elétron a mais na camada de valéncia, elétron

que foi roubado do outro fragmento. A figura 22 apresenta a ultima fragmentagao:
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Figura 22: Formacao do fragmento de 91 m/z. (Autoria prépria)

Notamos que o fragmento de m/z 91 origina-se da molécula de
dibenzalacetona. Inicialmente ocorre uma perda induzida de um elétron, que promove
a formacao de uma carga positiva em um carbono e um elétron livre no outro. Devido
a esta instabilidade ocorre um rearranjo que forma um anel com sete carbonos e uma
carga positiva, com o carbono que inicialmente estava fora do anel. Por fim ocorre
uma quebra homolitica, onde cada carbono fica com seu elétron, assim ocorrendo a
formacgao do fragmento tropilio.

Para efeito comparativo sera apresentado na figura 23 o cromatograma da

amostra 2 que foi realizada nas mesmas condi¢gdes da amostra 1:

Amostra 2
D T: Ambiente
Ag: 200 rpm

Tenséo (V)

5 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo de retencéo

Figura 23: Cromatograma da amostra 2. (Autoria Prépria)

Em relagdo ao cromatograma da amostra 1, notamos que ocorreu uma menor

formacgao dos produtos (A) e (C), tal fato aconteceu devido a reagéo ter ocorrido com
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temperatura mais baixa, proxima a 20°C. Notamos que o produto (A) foi formado em
maior quantidade que o produto (C) e que novamente a redugcado se mostrou seletiva
tanto para as ligagbes (C=C) quanto para o isdbmero trans. Devido a menor
temperatura temos uma diminuicdo menos acentuada do isébmero cis, pela menor
formacéo dos produtos e a menor conversao do isémero cis em trans.

A figura 24, a seguir, apresenta os espectros dos picos (A), (B), (C) e (D) da

amostra 2:
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Figura 24: Espectros dos compostos em (A), (B), (C) e (D) da amostra 2. (Autoria Propria)

Notamos que os espectros possuem novamente fragmentos semelhantes
caracteristicos da dibenzalacetona, sendo eles: m/z51, 77,91, 103 e 131. Em relacao
ao ion molecular, para os picos (B) e (D) o sinal estda em m/z 234 (Dibenzalacetona).
Ja para o pico (A) o sinal esta em m/z 238, pela quebra das duasduplas ligagdes entre
carbonos e adigdo de quatro hidrogénios. Por fim, o pico (C) apresentou o sinal do ion
molecular em m/z 236, pela quebra de uma dupla entre carbonos e adicao de dois
hidrogénios.

Ainda em relagao aos ions moleculares notamos novamente uma diminuigdo
nos sinais dos espectros (A) e (C), pela perda das duplas ligagdes (C=C) entre os
anéis que garantem junto com o anel aromatico uma grande estabilidade a molécula.
A diminuigdo é mais acentuada em (A), pois ocorre a quebra das duas duplas entre
os carbonos, enquanto em (C) apenas a quebra de uma ligagao dupla (C=C). Os picos
base dos espectros sao respectivamente: m/z 105, 233, 131 e 234.

A segunda parte do projeto busca entender como as variagdes nas condi¢coes
das reacgbes afetam a formacado dos produtos. Para isto, a figura 25 apresenta os

cromatogramas das amostras:
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Figura 25: Cromatogramas de variagées em tempo de reagéo, temperatura e ;Ziltn;géo. (Autoria Propria)

O primeiro cromatograma apresenta a reagao de 48 horas, com temperatura
ambiente e agitacdo de 200 rpm (3). J& o segundo cromatograma apresenta a
reacao de 72 horas, com temperatura ambiente e agitacao de 200 rpm (4). Oterceiro
cromatograma expde a reacao de 72 horas, com temperatura de 40°C e agitacao de
200 rpm (5). Por fim, o ultimo cromatograma expde a reagdo de 72 horas, com
temperatura de 40°C e agitagdo ausente (6).

Podemos notar que estes cromatogramas, em relagdo aos cromatogramas
apresentados anteriormente, nas figuras 16 e 23, possuem picos bem menores dos
produtos derivados da biorreducao (A) e (C). Tal fato ocorreu possivelmente pelas
temperaturas dos dias de sinteses estarem baixas, préximas a 10°C (no inverno) e
pelo fato de estarmos em pandemia de Sars Cov 2, nao foi possivel manter sempre
a temperatura controlada, tendo em vista que o acesso aos laboratérios ficou mais
dificil, sendo assim nem sempre a temperatura esteve em 40°C, tais fatores

possivelmente prejudicaram a sintese. Era esperado que com o aumento do tempo
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de reacdo e mantendo a temperatura sempre proxima a 40°C ocorre-se a maior
formacgao dos produtos, que levaria a auséncia do pico (B), da trans- dibenzalacetona.
Podendo ocorrer também a diminuicdo do pico (D), da cis- dibenzalacetona, pela
possivel conversao de cis em frans.

Devido a problemas com o equipamento, nao foi possivel efetuar as analises
por CG/EM para todas as amostras e por isso ndo foram apresentadas nessetrabalho.

A partir de uma comparagao dos quatro ultimos cromatogramas apresentados
€ possivel concluir que o cromatograma 6 (com agitacdo ausente) apresentou sinais
mais intensos dos picos dos produtos (A) e (C), por ser a Unica reagao que teve a
presenca de temperatura constante, controlada por uma estufa. Caso as condigoes
tivessem ideais para as reag¢des possivelmente o cromatograma que apresentaria
maior presenca de produtos seria o de maior tempo de reagdo, com temperatura e
agitagao controlada.

Os espectros das amostras se apresentaram semelhantes aos espectros
apresentados anteriormente, para os picos (A), (B), (C) e (D). Os ions moleculares
novamente sao m/z 238, 234, 236 e 234 respectivamente. Os fragmentos
caracteristicos sdo: m/z 51, 77, 91, 103, 131, como dos espectros anteriores. Com a
perda das duplas ligagdes entre os carbonos os sinais dos ions moleculares
diminuiram, indicando uma menor estabilidade e possivel perda da caracteristica

cromofora da molécula, o que foi analisado a partir do UV-Vis.

5.3 CROMATOGRAFIA DE CAMADA FINA (CCF)

Ao fim da extragédo liquido-liquido realizou-se uma CCF com a fase de
interesse. Eram esperados valores de fator de retengcdo (RF) entre 0,4-0,5 em
comparacao a literatura. Contudo os valores obtidos ficaram entre 0,8-0,9. Tal fato
ocorreu possivelmente devido a alguma impureza nos solventes.

O fator de retencao encontrado para a dibenzalacetona foi de 0,87, a figura

26, a seqguir, representa a cromatografia:
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Figura 26: CCF da dibenzalacetona. (Autoria Prépria)

A CCEF foi realizada para os produtos da biorredugéo, apresentados na figura

27, amostras onde ocorreram variagdes de temperatura, tempo de reacao e agitagao

(3), (4), (5) e (6).

Figura 27: CCF dos produtos da biorredugéo. (Autoria Propria)
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Na figura estdo apresentados, respectivamente, a aliquota de 48 horas com
agitacdo de 200 rpm e temperatura ambiente (3), a aliquota de 72 horas com
agitacado de 200 rpm e temperatura ambiente (4), a aliquota de 72 hora com agitagéo
de 200 rpm e temperatura de 40°C (5), e a aliquota de 72 horas sem agitacdo e com
temperatura de 40°C (6).

Observamos pelas figuras que a eluicdo nao foi capaz de separar os compostos
reduzidos com a perda de uma ou duas duplas entre carbonos (C=C) e a
dibenzalacetona remanescente apds a biotransformacéo, ocorrendo a formagao de
apenas uma fragdo. O fator de retengdo encontrado para cada aliquota esta

apresentado na tabela 4:

Tabela 4: Fatores de retencao (Autoria Propria)

ALIQUOTA RF
3 0,81
4 0,81
5 0,86
6 0,80

Com auxilio do CG-EM ¢é possivel notar que quanto maior foi a presencga do
produto menor se apresentou os valores de RF, sendo que a aliquota (6), que
apresentou maiores sinais dos produtos possui menor fator de retencao, enquanto a
aliquota (5) que possui tragos bem baixos dos produtos apresentou valor proximo ao
da dibenzalacetona e maior fator de retengdo. Ou seja, em comparagdo com a
dibenzalacetona os produtos possuem maior afinidade com a fase estacionaria(polar),

como consequéncia eluindo menos pela placa de silica.

54 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO MOLECULAR NA REGIAO DO
INFRAVERMELHO COM TRANSFORMA-DA DE FOURIER (IV-TF)

Inicialmente buscava-se desenvolver a técnica IV-TF para os produtos da
biorreducao, contudo devido a imprevistos como a pandemia e o mau funcionamento
do equipamento nao foi possivel. Porém sera apresentado um espectro de

infravermelho da dibenzalacetona, para determinar bandas caracteristicas.
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A figura 28, a seguir, apresenta um espectro de infravermelho da

dibenzalacetona:
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Figura 28: Espectroscopia de absorgao molecular na regido do infravermelho com transformada de

Fourier da dibenzalacetona. (Autoria Propria)

O espectro de IV apresenta uma banda em 3025 cm™ (1) referente ao
estiramento da ligacdo C-H dos anéis aromaticos. Ja as bandas em 1655 (2) e 1650
(3) cm sdo referentes ao estiramento das ligagdbes C=0 e C=C de compostos
carbonilicos a, B-insaturados, respectivamente.

A partir da técnica do CG-EM foi possivel analisar que a biorredugao foi seletiva
para as ligacbes C=C. Logo se espera que nos espectros dos produtos da redugéo
ocorre-se a diminuicdo da banda (3) referente a ligagdo. De forma hipotética, caso
ocorra a biorredugédo da ligagao C=0, o espectro nao apresentaria a banda (2) e
possivelmente ocorreria a formacgao da ligacdo O-H que apresentaria uma banda entre

3640-3200 cm' referente a esta ligagao.

5.5 ANALISE DA CAPACIDADE FOTOPROTETORA DA DIBENZALACETONA
Os isébmeros da dibenzalacetona apresentam valores diferentes de maxima

absorgao, contudo os valores sao proximos e sao apresentados na figura 29:
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Figura 29: Valores de maxima absorgéo dos isdmeros da dibenzalacetona. Fonte: Orwa Houshia, Journal
of Pharmaceutical Research International.

O comprimento de onda onde a absor¢cdo € maxima para a dibenzalacetona
trans-trans é 330 nm, o da cis-cis € 290 nm e o da cis-trans é 233 nm. Os resultados
da cis-cis-dibenzalacetona e ftrans-trans-dibenzalacetona séo satisfatorios para a
utilizacdo como fotoprotetores, tendo em vista que atuariam contra os raios UVA e

UVB, que apresentam incidéncia sobre o planeta, como apresenta a tabela 5:

Tabela 5: Comprimento de ondas e incidéncia terrestre dos raios UV. Daniela Brotto Lopes Terci,
SIMPEQ, outubro 2008.

Comprimento de Incidéncia
uv

ondas terrestre
UVA 320 — 400 nm 90 —-95 %
UvB 290 - 320 nm 05-10%
uvcec 200 — 290 nm —_

Como notamos o comprimento dos raios UVA, é observado no intervalo de
absorcao de 320 a 400 nm, enquanto os dos raios UVB, é observado no intervalo de
absorcao de 290 a 320 nm. Sendo assim € possivel constatar a eficiéncia da
dibenzalacetona, podendo ser aplicada em protetores solares contra agao dos raios
NOCIVOS.

Foi realizada uma analise com um produto da biorreducgao, figura 30:
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Figura 30: Espectro de UV-vis com o produto da biorredugao. (Autoria Prépria)

A aliquota apresentada € a (6). Com o auxilio da figura observamos a existéncia
de uma grande banda de absor¢ao que vai de 285 a 360 nm, quepossivelmente é
resultado da absor¢do da dibenzalacetona nas configuragdes cis- cis e trans-trans,
sendo que a regido de maior absorgao esta em 320 nm. Como foi citada anteriormente
a maxima absorg¢ao da cis-dibenzalacetona ocorre em 290 nm, enquanto o da frans—
dibenzalacetona em 330 nm, logo este pico engloba a area de absorgcdo destes
isdmeros. Pela analise do CG-EM foi possivel observar que a amostra (6) apresentou
baixa formagao de produtos devido a problemas enfrentadosnas sinteses, logo néo
foi possivel analisar com total certeza se ocorrera um deslocamento na maxima
absorcdo dos produtos, para isto seria necessario analisaro produto, em maior
quantidade, apdés uma purificacao.

Logo € possivel concluir que nestas condigbes apresentadas a amostra nao
perde sua caracteristica de cromoforo, ou seja, a capacidade de absorver na regiao
do ultravioleta ou visivel, sendo que a molécula pode manter esta caracteristica
possivelmente devido a presenca da ressonancia nos anéis aromaticos.

A perda da sua caracteristica fotoprotetora, apds a biorreducdo, seria
adequada, tendo em vista que quando descartada no mar, por exemplo, esta apds
48 ou 72 horas de reagdo, com o auxilio de enzimas naturais presentes no meio
sofreria a reducdo e nao impediria a penetragdo dos raios solares no meio aquatico.

A diminuigdo da incidéncia solar no meio aquatico pode prejudicar a oxigenagao,
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que se da principalmente pela fotossintese. A menor oxigenagdo do meio pode
prejudicar ou até mesmo levar a mortandade da vida marinha.
O espectro de UV apresentou ruidos entre 190 a 250 nm, que possivelmente

ocorreram devido a presenga de impurezas.



61

CONCLUSOES

Por meio dos resultados sobre a biorredugéo da dibenzalacetona por enzimas
vegetais serao apresentadas as principais conclusoes:

o A biorreducdo € seletiva para as ligagdes duplas entre os carbonos (C=C),
sendo estéreo e quimiosseletivas pela caracteristica do biocatalisador;

o As enzimas desidrogenases presentes nas cenouras se mostram
estereoseletivas para o isbmero frans da dibenzalacetona;

o A presenga constante de uma temperatura proxima a 30°C e agitagdo, séo
necessarias para uma maior formacao dos produtos, sendo que a falta destas
condicdes constantes, se mostraram um problema para a reagao;

o A amostra 1, que foi realizada com temperaturas préximas a 30°C, agitagcéo
constante e tempo de 48 horas, apresentou o melhor rendimento para
biorredugdo com a formagao de 44,54% dos produtos, na relagao produto e
composto de partida;

o A utilizagédo de células vegetais inteiras se mostrou eficaz, apresentandocomo
vantagem n&o necessidade de adi¢do de nenhum cofator;

o A dibenzalacetona mesmo apds a biorredugao, onde ocorreu a baixa formagao
de produtos, apresentou uma boa caracteristica fotoprotetora, absorvendo na
regido da radiagao ultravioleta.

Enfim, pode-se concluir que a cenoura € um bom catalisador para hidrogenacao

de cetonas a, B-insaturadas, mas especificamente a dibenzalacetona. Onde uma
temperatura e agitagédo ideal sdo necessarias. Um fato importante é que a reagao

ocorreu em condi¢gdes brandas, menos prejudiciais ao meio ambiente
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