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RESUMO  

A utilização de catalisadores tradicionais na síntese orgânica tem sido 

relacionada a problemas de toxicidade e alto custo. Neste sentido, para minimizar 

custos e toxicidade, novas alternativas estão sendo exploradas, como por exemplo, a 

utilização de enzimas que são conhecidas como biocatalisadores. Neste trabalho, 

foram usadas as enzimas presentes na levedura Saccharomyces cerevisiae, 

conhecida como fermento biológico de pão (FP). Esta levedura contém enzimas da 

família das oxidoredutases. Para aumentar a estabilidade do FP frente a solventes 

orgânicos e/ou altas temperaturas, este pode ser imobilizado em microesferas de 

alginato de cálcio (AG) e estes sistemas serem usados em reações de biorredução de 

chalconas. As chalconas são flavonóides que representam um grupo importante de 

compostos naturais com uma variedade de atividades biológicas, incluindo 

antibactericida e antifúngica.  

No presente trabalho foram preparadas 12 chalconas com diversos grupos 

substituíntes (-H, -4,4’-CH3, -4,4’-NO2, -4,4’-OCH3, -4-Br, -4-Br,2’,4’-Cl e -4-Br,2’,4’- 

OCH3) através de condensação aldólica (condensação de Claisen-Schmidt), utilizando 

20 mmol de benzaldeídos substituidos (ou não) e 20 mmol de acetofenonas 

substituidas (ou não) em 20 mL de etanol absoluto em um erlenmeyer de 125 mL sob 

agitação magnética constante, com adição de 10 gotas de uma solução de KOH 50% 

(40-93%). As reações de redução para obtenção dos álcoois racêmicos foram feitas 

utilizando 1 mmol de NaBH4, 1g de sílica gel, 0,5 mmol das chalconas 7a – l e 20 mL 

de etanol. O sistema foi deixado em agitação magnética e a reação acompanhada por 

ccd (40-88%).  

 Nas reações de biorredução das chalconas com FP, foi utilizado o sistema 

bifásico (SB) e monofásico, com a levedura imobilizada em microesferas de AG. 

Utilizou-se cerca de 1 mmol das chalconas e 6 g de FP comercial (Fleischmann) em 

um sistema contendo n-hexano (30 mL), cloreto de metileno (1 mL) e 30 mL de 

tampão ácido cítrico/K2HPO4, 0,1/0,2 M (pH 5,5) sob agitação magnética por 1h à 35 

ºC (SB). Ao usar o FP imobilizado em AG, as reações foram realizadas usando as 

mesmas quantidades de reagentes em n-hexano (30 mL) e cloreto de metileno (1 mL) 

por 24h à 35 ºC. As maiores conversões (determinadas por RMN-1H) aos produtos de 

biorredução, foram obtidos ao usar o SB.(>50%)  

Todos os substratos e produtos das reações de biorredução, foram 

caracterizados por RMN-1H e IV, e os resultados obtidos serão apresentados neste 

trabalho.  

Palavras-chave: chalconas, biorredução, fermento de pão
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1. INTRODUÇÃO  

 
As reações mediadas por enzimas e microrganismos, reconhecidas 

como biocatálise ou biotransformação, têm uma longa história. Na Bíblia, os 

monumentos egípcios e mesopotâmicos já registravam a fermentação alcoólica 

da uva, produção da cerveja e o preparo do pão. Todos esses processos tem a 

ação de enzimas presentes em microrganismos, que são responsáveis pelas 

transformações bioquímicas. Entretanto, a produção de compostos químicos 

utilizando biocatalisadores começou a ser reportada na segunda metade do 

século XIX, época em que a associação entre os microrganismos e o fenômeno 

químico foi comprovada por Pasteur (1862) e posteriormente por Brown (1886), 

e aceita com o modelo “chave-fechadura” proposto por Fischer (1894)”. 1, 2, 3 

As reações biocatalisadas representam uma extensão das rotas 

clássicas de síntese com reduções significantes nos impactos ambientais 

gerados pelos processos químicos clássicos. Seu grande atrativo é o fato de 

que as reações promovidas por enzimas geralmente ocorrem em temperatura e 

pressão ambiente e podem ocorrer em meio aquoso, permitindo que a 

biocatálise também seja uma metodologia explorada no desenvolvimento da 

química verde. A alta régio e estereosseletividade das reações biocatalisadas 

pode simplificar os processos industriais, aumentando o rendimento e 

diminuindo a formação de subprodutos.1, 4, 5 

As enzimas apresentam alta eficiência catalítica, o que viabiliza o seu 

uso em diversos tipos de reações. Por exemplo, as lipases (hidrolases) 

catalisam as reações de esterificação e transesterificação para a preparação 

de ésteres de cadeias longas (emulsionantes) e de cadeias curtas (ésteres de 

aroma). As oxidorredutases são usadas em reações de óxido-redução, em 

especial de compostos carbonílicos. 6 

Ao longo do tempo as enzimas vêm sendo utilizadas com maior 

frequência, principalmente na indústria devido ao seu baixo custo e ótima 

especificidade para determinadas reações. Porém, elas estão sujeitas a 

inativação em meio orgânico quando não imobilizadas, por fatores químicos, 

físicos ou biológicos. Além destes fatores, às vezes é necessário a adição de 

cofatores. 7 
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A fim de se minimizar estes efeitos, pode-se realizar a imobilização em 

algum material, o que também permite a recuperação do catalisador para 

reuso. Um dos métodos usados para o aprisionamento da enzima é em filmes 

ou microesferas, que podem ser de diversas procedências tais como o amido, 

gelatina, ágar ou alginato de cálcio (AG). 8 

A partir destas considerações, neste trabalho foram preparadas e 

caracterizadas chalconas com diferentes grupos substituintes (doadores e 

retiradores de elétrons, e com rendimento de 40-93%, bem como os 

correspondentes álcoois a partir da redução com NaBH4 (Rendimento: 40-

88%).  A seguir, as chalconas foram utilizadas em reações de biorredução com 

o FP imobilizado em microesferas de AG e com o FP não imobilizado (sistema 

bifásico- SB). 

 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1. Reações de redução via química  

 
Uma reação de adição de H2 em cadeias de alcenos é conhecida como 

hidrogenação ou reação de redução. Uma reação de redução é caracterizada 

pelo aumento do número de ligações C-H e diminuição das ligações C-O, C-N 

ou C-X (X = halogênio). 9 

Dentre as várias reações disponíveis para redução de compostos 

orgânicos, a hidrogenação catalítica (HC) – reação de um substrato com H2 na 

presença de um catalisador – oferece vantagens de larga aplicabilidade e 

simplicidade experimental única. A HC é usualmente efetuada pela agitação da 

solução do composto a ser reduzido, com um catalisador heterogêneo e sob 

atmosfera de gás hidrogênio. O processo de redução pode ser seguido pela 

medida de consumo de hidrogênio, e o produto bruto de redução é usualmente 

isolado pela simples filtração do catalisador, seguido pela evaporação do 

solvente. Pode-se citar também a hidrogenação catalítica homogênea, devido à 

sua importância na síntese enantiosseletiva. Neste caso, são usados 

complexos de metais de transição coordenados a ligantes contendo um centro 
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estereogênico capaz de realizar o reconhecimento quiral do reagente para 

originar produtos com excesso enantiomérico. 
10

 

Pode-se utilizar também agentes redutores tais como o LiAlH4 e  NaBH4,  

que são os mais utilizados em laboratórios de orgânica para reações de 

reduções de grupos funcionais. O LiAlH4 é um agente redutor extremamente 

poderoso, capaz de reduzir praticamente todos os grupos funcionais orgânicos. 

Consequentemente, é bastante difícil de aplicar este reagente para a redução 

seletiva de moléculas multifuncionais. Por outro lado, o NaBH4 é um agente 

redutor relativamente brando, e utilizado principalmente para a redução de 

grupos funcionais reativos em solventes próticos. Por consequência, a taxa de 

redução às vezes é baixa assim como a quimiosseletividade. 11,12  

Devido ao alto custo de suportes como Pd/C, por exemplo, utilizado na 

hidrogenação catalítica há uma constante busca por novos catalisadores para 

reações de redução, tal como o uso de enzimas da família das 

oxidorredutases, que são consideradas como biocatalisadores. Estas são 

capazes de reduzir compostos insaturados (ativados ou não) de forma 

eficiente. 6,13,14 

 

2.2. Enzimas 

 
Enzimas são catalisadores biológicos que aumentam a velocidade de 

algumas reações químicas através da diminuição de sua energia de ativação 

podendo aumentar a velocidade da reação em um fator de 106 – 1023 em 

relação a uma reação não catalisada (Figura 1).9,15 

Todas as reações que ocorrem em sistemas biológicos necessitam de 

catalisador, sendo as enzimas este catalisador biológico. 9 Com exceção de um 

pequeno grupo de moléculas de ácido ribonucleico (RNA) catalíticos, as 

enzimas são proteínas formadas por longas cadeias de aminoácidos ligados 

através de ligações peptídicas e especializadas na catálise de reações 

biológicas. 3,16,17 
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Figura 1- Diagrama de energia para uma reação catalisada e uma não catalisada por 
enzima. 6 

 
Todas as enzimas, para atuarem como catalisadores apresentam uma 

espécie de fenda frequentemente localizada na superfície da estrutura proteica, 

chamada de sítio ativo. O sítio ativo é uma pequena porção da enzima 

composta por determinados resíduos de aminoácidos cujas cadeias laterais 

formam uma superfície tridimensional que pode ser complementar ao substrato 

e que é essencial para a atividade catalítica. O substrato liga-se às enzimas 

através do sítio ativo para a formação do complexo enzima-substrato, sendo 

que esta ligação pode ser por meio de interações eletrostáticas, de Van der 

Waals e de ligações de hidrogênio. 17,18 

A formação do complexo ¨enzima-substrato¨ pode ser descrita por dois 

modelos, o modelo chave-fechadura onde o substrato liga-se ao sítio ativo cujo 

formato complementa o seu, como uma chave na fechadura (Figura 2a), e o do 

ajuste induzido, que considera que o substrato vai induzir uma mudança 

conformacional na estrutura da enzima, resultando em um encaixe 

complementar depois que o substrato é ligado (Figura 2b). 9,17,18 
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Figura 2- Representação dos modelos que descrevem a ligação substrato/enzima. (a) 
chave fechadura (b) ajuste induzido (Adaptado da ref. 9). 

 

As enzimas podem ser utilizadas nos processos biocatalíticos tanto na 

forma isolada como na de células integras, sendo dependentes de alguns 

fatores tais como o tipo de reação, cofatores e pH. São protagonistas em 

processos bioquímicos atuando de forma organizada, sendo capazes de 

transformar precursores simples em macromoléculas biológicas e catalisam 

centenas de etapas em reações biológicas com geração de energia para o 

organismo. 6,18,19 

 

2.2.1. Classificação das enzimas 

 
  A União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular (UIBBM) divide 

as enzimas em seis grupos, e cada uma dessas dividem-se em subgrupos 

conforme as reações que catalisam, e estão apresentadas na Tabela 1.  

Tabela 1- Classificação das enzimas segundo a UIBBM. 6,17,18 

 

Classe Utilização na 
biocatálise 

Reações 

1-Oxidorredutases 
 

24 % Oxidação-redução. 

2-Transferases 6 % Transferência de grupos 
funcionais. 

3-Hidrolases 55 % Hidrólise de grupos 
funcionais. 

4-Liases 12 % Adição ou remoção de 
grupos. 

5-Isomerases 2 % Rearranjo intramolecular. 
 

6-Ligases 1 % Formação de ligações C-O, 
C-S, C-N ou C-C. 
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Com 24 % do total de utilizações, as oxidorredutases são a segunda 

maior classe de enzimas utilizadas como biocatalisadores em transformações 

químicas, sendo inferiores às hidrolases (55%).3,6 

Na classe das oxidorredutases, há uma subdivisão com três categorias; 

redutases, oxigenases e oxidases.6 Alguns microorganismos como 

Sacharomyces cerevisiae, conhecido como fermento de pão (FP) são capazes 

de produzir pão, vinho, cervejas, fármacos e outros produtos industriais devido 

à presença de oxirredutases no interior celular.18  

As leveduras S. cerevisiae são utilizadas na biocatálise na forma de 

células íntegras, que são microrganismos provenientes da biodiversidade, ou 

ainda leveduras geneticamente modificadas, sendo o biocatalisador mais 

popularmente utilizado na redução de compostos carbonilicos. 6,20,21  

Entretanto, nos processos biocatalíticos também são utilizadas enzimas na 

forma isolada. A escolha na utilização de enzimas isoladas ou células íntegras 

depende de alguns fatores, tais como o tipo de reação, reciclagem de cofatores 

e a escala em que as transformações são realizadas. 1,6,8,22 

Para utilizar estes biocatalisadores em meios não aquosos, tem-se 

utilizado as técnicas de imobilização. 

 

2.2.2. Imobilização de enzimas 

 
As enzimas e os microrganismos estão sujeitos a inativação por fatores 

físicos, químicos ou biológicos, devido a estocagem ou mesmo durante o uso. 

O desenvolvimento de técnicas de imobilização de enzimas e/ou 

microrganismos, visa minimizar os efeitos causados pelo seu uso em 

ambientes adversos, tais como solventes orgânicos, variações no pH e/ou altas 

temperaturas, e ao mesmo tempo melhorar as propriedades das enzimas como 

a seletividade e especificidade.6,23 

As enzimas podem ser imobilizadas por vários métodos, baseados no 

tipo de interação entre a enzima e o suporte, podendo ser física, onde há uma 

interação mais fraca, como uma adsorção, e química onde há a formação de 

ligação covalente.  Dentre os métodos físicos destacam-se o aprisionamento 

em gel (inclusão), microencapsulação em membrana sólida e adsorção física 

ou iônica. Dentre os métodos químicos, cita-se a reticulação (ou crosslinking), 
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com a utilização de um reagente multifuncional de baixa massa molar (por ex. 

glutaraldeído) e co-reticulação com outro componente neutro, como uma 

proteína.  A Figura 3 mostra alguns dos principais métodos de imobilização de 

enzimas.23,24,25    

 

 

Figura 3- Técnicas de fixação de enzimas em suportes sólidos usando diferentes 
métodos: (A) aprisionamento, (B) encapsulação, (C) adsorção e (D) reticulação. 26 

 
Dentre alguns materiais que podem ser utilizados como suportes na 

imobilização de enzimas cita-se a bucha vegetal, filmes de amido ou de  

polímeros sintéticos, gel de ágar, alginato de cálcio e o sistema bifásico (SB). 

O sistema bifásico (SB) também pode ser considerado um método de 

imobilização, apesar de não apresentar uma barreira física entre o catalisador e 

o meio reacional. Esse sistema é formado por uma fase aquosa onde se 

encontra o biocatalisador e uma fase orgânica onde está o substrato de 

interesse. Entretanto, este sistema necessita de agitação mecânica contínua 

para possibilitar que a reação ocorra 6,20,27,28 (Figura 4). 

 

Figura 4- Representação do sistema bifásico (SB). 6  
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Zampieri e col. realizaram a biotransformação da (Z)-3-bromo-4-fenil-3-

buten-2-ona utilizando a levedura S. cerevisiae em SB (Figura 5).27 

 

Figura 5- Biotransformação da (Z)-3-bromo-4-fenil-3-buten-2-ona com a levedura S. 
cerevisiae. 27 

 
Neste projeto, o alginato de cálcio foi escolhido como agente de 

imobilização do FP devido ao seu baixo custo, alta afinidade com água e 

capacidade de formar géis estáveis sob condições amenas.13,29  O alginato de 

cálcio, é um polissacarídeo obtido de algas marinhas e compostos dos 

derivados dos açucares D-manuronato e o L-guluronato, sendo estas as 

unidades dos ácidos manurônico e gulurônico (Figura 6).30,31 

 

Figura 6 - Estrutura dos blocos heteropoliméricos que constituem a molécula de 
alginato. 31  

 As microesferas de alginato de cálcio com fermento de pão imobilizado 

podem ser utilizadas em reações de biorredução de chalconas e bis-chalconas. 

13,29,32  

 

2.3. Chalconas 

 
As chalconas (1) são definidas como cetonas α,β-insaturadas em que 

tanto a carbonila quanto o fragmento olefínico estão ligados ao anél aromático, 

apresentam o esqueleto C6C3C6 considerado privilegiado no desenho de 

fármacos.33 São compostos precursores da via de biossíntese dos flavonóides, 

encontrados largamente nos vegetais, principalmente nas pétalas das flores. 34  

Na natureza estão presentes na maioria das vezes como agliconas (a 

parte não-açúcar de glicosídeos) e são comumente encontradas em plantas e 

como outros flavonóides, fazem parte da dieta humana. As chalconas 
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apresentam inúmeras aplicações, como em pesticidas, fotoprotetores em 

plásticos, protetor solar, aditivos alimentares, bem como agentes anti-

inflamatório, anti-HIV e anti-cancêr. 35,36 ,37 

Cole e col., realizaram estudos com várias chalconas, sendo avaliada a 

influência de diferentes grupos substituíntes no anel aromático. Os compostos i  

e ii apresentaram atividades anti-HIV (Figura 7).37 

 
Figura 7-  Chalconas com atividade anti-HIV.  

 

A partir da chalcona 1, pode-se obter diversos produtos de reações de 

redução, podendo ocorrer a redução da carbonila, da C=C ou dos dois grupos 

funcionais formando os compostos 2, 3 e 4, respectivamente.12 

 

 Trabalhos disponíveis na literatura, mostraram que com o uso da 

levedura S. cerevisiae ocorre a redução seletiva da ligação C=C. 20,32,38   

            Neste trabalho, será explorada a técnica de imobilização de FP em 

alginato de cálcio, para seu posterior uso em reações de biorredução de 

chalconas. Para fins comparativos, as reações serão também realizadas em 

sistema bifásico (SB). 
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3. OBJETIVOS   

3.1. Objetivos Gerais 

 
      Preparar, purificar e caracterizar chalconas e os correspondentes alcoóis 

racêmicos, com diferentes grupos substituintes. Utilizar estes substratos em 

reações de biorredução mediada por fermento de pão comercial (levedura S. 

cerevisiae) livre ou imobilizado em microesferas de alginato de cálcio.  

 

3.1.1. Objetivos Específicos 

 

● Preparar, purificar e caracterizar as diferentes chalconas (7a - l) por técnicas 

espectroscópicas de infravermelho (IV) e de ressonância magnética nuclear de 

hidrogênio (RMN-1H), e determinar o ponto de fusão.  

 
●Preparar, purificar e caracterizar os alcoóis racêmicos (8a - l) por técnicas 

espectroscópicas de infravermelho (IV) e de ressonância magnética nuclear de 

hidrogênio (RMN-1H), e determinar o ponto de fusão.  

 
● Imobilizar o FP em microesferas de alginato de cálcio. 

 
● Utilizar os derivados das chalconas 7a - l nas reações de biorredução 

mediada por FP em SB ou imobilizado em alginato de cálcio. 

  
● Caracterizar e quantificar os produtos obtidos nas reações de biorredução 

mediadas por FP utilizando RMN-1H, e nos estudos iniciais por CG.  

  
● Comparar os métodos de biorredução em sistema bifásico e com o FP 

imobilizado. 

 
● Avaliar o efeito dos grupos substituintes utilizando as melhores condições de 

reação obtidas com a chalcona 7a. (por comparação com trabalho da 

literatura).20 

 

● Comparar os resultados obtidos com outros reportados na literatura. 
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4. METODOLOGIA 

 

4.1. Reagentes e solventes   

 
Os reagentes que foram usados neste trabalho são: 

● Álcool etílico absoluto P.A.: Synth 

● Álcool metílico: Cromoline 

● Acetato de etila: Reagen 

● Diclorometano P.A.: Vetec 

● n-hexano: Synth 

● Boro hidreto de sódio: Aldrich 

● Alginato de sódio: Sigma-Aldrich 

● Cloreto de cálcio anidro: Vetec 

● Sílica gel para cromatografia em camada fina 60G - Vetec (700-800 mesh) 

● Fermento biológico de pão: Marca comercial Fleischmann 

● Benzaldeído P.S.: Vetec 

● Acetofenona: Riedel 

● Hidróxido de potássio P.A.: Biotec 

● 4-Nitrobenzaldeído 98%: Aldrich  

● 4-Metilbenzaldeído: Merck 

● 4-Metoxibenzaldeído 98%: Aldrich 

● 4-Nitroacetofenona 98%: Aldrich 

● 4-Metilacetofenona 95%: Aldrich 

● 4-Metoxiacetofenona: Merck  

● 4-Bromoacetofenona 98%: Aldrich  

● 2,4-Diclorobenzaldeído 98%: Merck  

● 2,4-Dimetóxibenzaldeído 98%: Aldrich  

 

4.2. Equipamentos 

 
Os equipamentos que foram utilizados neste trabalho são: 

● Espectrômetro de RMN-1H: Varian AC 400F, 400MHz usando 

tetrametilsilano como referência interna (TMS,  ppm) 

● Espectrofotômetro de infravermelho: Bruker ALPHA FT-IR spectrometer 

● Espectrofotômetro Perkin Elmer FT-IR Spectrofotometer Spectrum 100 
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● Polarimetro Polatronic E: Schimidt – Haensch 

● Cromatógrafo a gás (CG Agilent Tecnologia 7820A), equipado com coluna 

quiral Restek RT-BetaDEX-sm, 30m x 0.32mmID x 0.25mm df) 

● Aparelho de ponto de fusão: Micro Química – APF301 

● Agitadores magnéticos: Dist e/ou Micro Química 

● Rotaevaporador: R II Buchi 

● Balanças analíticas: Adventurer Ohaus-AR2140 e AND-EK200i 

 
 

4.3. Procedimento Experimental 

 

4.3.1. Síntese das Chalconas 

 
As chalconas (7a–l) foram preparadas por condensação aldólica, 

utilizando aldeídos e cetonas aromáticos contendo grupos doadores e/ou 

retiradores de elétrons, tais como metóxi, nitro, metil, bromo e cloro. As 

reações foram efetuadas na presença de solução de hidróxido de sódio 

(NaOH) ou hidróxido de potássio (KOH). Os procedimentos experimentais 

basearam-se em trabalhos clássicos reportados na literatura, com algumas 

adaptações.12,39  

 

 
Esquema 1- Preparação das chalconas 7a -7l. 
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As reações foram feitas utilizando 20 mmol de benzaldeídos (6a – f) 

substituidos ou não, e 20 mmol de acetofenonas (5a – e) substituídas em 20 

mL de etanol absoluto em um erlenmeyer de 125 mL sob agitação magnética 

constante. Com o auxílio de uma pipeta de Pasteur foram adicionadas algumas 

gotas de uma solução 50 % de KOH. As reações foram monitoradas por 

cromatografia de camada delgada (CCD), utilizando diferentes proporções de 

misturas n-hexano:acetato de etila (7:3 e 6:4) como eluente. 

Após o término das reações, estas foram mantidas sob refrigeração por 

aproximadamente 24 h para total precipitação e, posteriomente filtradas em um 

funil de Büchner, lavando o filtrado com pequenas quantidades de etanol 

absoluto gelado. 12,39  

Depois de filtrar, os compostos são colocados em um dessecador, e 

após estarem devidamente secos, foram pesados para se determinar o 

rendimento. As caracterizações foram feitas pela determinação dos pontos de 

fusão, IV e RMN-1H e através de comparações com trabalhos reportados na 

literatura.   

Os espectros de RMN-1H e IV das chalconas 7a - l encontram-se no 

ANEXO. Os dados espectroscópicos são apresentados a seguir. 

 

Chalcona 7a 

 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3083 (f), 3053 (f), 3024 (f), 1664 

(F), 1607 (F), 1574 (F), 750 (mF), 687 (F); RMN-1H 

(400 MHz, CDCl3) (ppm): 7,31 (d, 2H), 7,41 (m, 

3H), 7.54 (d, 1H, Hα, J = 15.7 Hz), 7,64 (m, 3H), 

7.81 (d, 1H, Hβ, J = 15.7 Hz), 7,94 (d, 2H).                     

 

Chalcona 7b 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3057 (f), 3026 (f), 1656 (F), 1594 

(F), 1570 (F), 707 (F), 687 (F); RMN-1H (400 MHz, 

CDCl3) (ppm): 2,44 (s, 3H), 7,31 (d, 2H), 7,42 (m, 

3H), 7.54 (d, 1H, Hα, J = 15.7 Hz), 7,65 (dd, 2H), 

7.81 (d, 1H, Hβ,  J = 15.7 Hz), 7,94 (d, 2H). 

 

 

 

p.f: 55-56°C 

p.f: 69-71°C 
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Chalcona 7c 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3106 (f), 3075 (f), 1660 (F), 1609 

(F), 1597 (F), 1513 (F), 1340 (F), 783 (f), 746 (F); 

RMN-1H (400 MHz, CDCl3) (ppm): 7,54 (t, 2H), 

7,61(m, 2H), 7,65 (d, 1H, Hα, J = 15.5 Hz), 7.82 (m, 

2H, Hβ, J = 16.1 Hz), 8,04 (d, 2H), 8,28 (d, 2H). 

 

Chalcona 7d 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3057 (f), 3014 (f), 2953 (f), 2839 

(f), 1658 (F), 1599 (mF), 1576 (F), 779 (F), 722 (F); 

RMN-1H (400 MHz, CDCl3) (ppm): 3,84 (s, 3H, 

OCH3), 6,94 (d, 2H), 7.42 (d, 1H, Hα, J = 15.6 Hz), 

7,50 (t, 2H), 7,58 (m, 3H), 7.79 (d, 1H, Hβ, J = 15.7 

Hz), 8,01(d, 2H).   

 

Chalcona 7e 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3049 (f), 3022 (f), 3000 (f), 1656 

(F), 1599 (mF), 1566 (f), 775 (f), 693 (f); RMN-1H 

(400 MHz, CDCl3) (ppm): 2,40 (s, 3H, CH3), 7,23 

(d, 2H), 7,52-7,45 (m, 4H), 7.56 (d, 1H, Hα, J = 

15.8 Hz), 7.80 (d, 1H, Hβ, J = 15.7 Hz), 8,02 (d, 

2H). 

 

Chalcona 7f 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3106 (f), 3075 (f), 1660 (m), 

1609 (m), 1597 (f), 1513 (F), 1340 (F), 783 (m), 776 

(m); RMN-1H (400 MHz, CDCl3) (ppm): 7,46 (d, 

2H), 7,49 (d, 1H, Hα, J = 15.9 Hz), 7,73-7,59 (m, 

3H), 7.85 (d, 1H, Hβ, J = 15.7 Hz), 8,15 (d, 2H), 

8,36 (d, 2H).  

 

 

Chalcona 7g 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3075 (f), 3055 (f), 2973 (f), 2935 

(f), 2841 (f), 1659 (F), 1601 (F), 1572 (F), 792 (F), 

730 (F); RMN-1H (400 MHz, CDCl3) (ppm): 3,87 

(s, 3H, OCH3), 6,98 (d, 2H), 7,40-7,41 (m, 3H), 7.55 

(d, 1H, Hα, J = 15.7 Hz), 7,62-7,64 (m, 2H), 7.80 (d, 

1H, Hβ, J = 15.7 Hz), 8,04 (d, 2H). 

p.f: 145-147°C 

p.f: 68-69°C 

p.f: 104-105°C 

p.f: 135-137°C 

p.f: 89-91°C 
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Chalcona 7h 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3030 (f), 2973 (f), 1654 (F), 

1592 (mF), 1566 (F) 734 (F), 677 (f); RMN-1H (400 

MHz, CDCl3) (ppm): 2,39 (s, 3H, CH3), 2,44 (s, 

3H, CH3), 7,23 (d, 2H), 7,30 (d, 2H), 7.50 (d, 1H, 

Hα, J = 15.7 Hz), 7,55 (d, 2H), 7.79 (d, 1H, Hβ, J = 

15.7 Hz), 7,93 (d, 2H). 

 

Chalcona 7i 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3112 (f), 3081 (f), 2935 (f), 2853 

(f), 1696 (F), 1672 (F), 1601 (F), 1519 (mF), 1346 

(mF), 787 (F), 744 (f); RMN-1H (400 MHz, CDCl3) 

(ppm): 7.54 (d, 1H, Hα, J = 15.7 Hz), 7,75 (d, 2H), 

7.81 (d, 1H, Hβ, J = 15.7 Hz), 8,04 (d, 1H), 8,11 (d, 

1H), 8,27-8,22 (m, 3H), 8,32 (d, 2H).  

 

Chalcona 7j 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3079 (f), 3054 (f), 3030 (f), 3021 

(f), 1655 (F), 1598 (mF), 1579 (F), 754 (F), 719 (F); 

RMN-1H (400 MHz, CDCl3) (ppm): 7,45-7,40 (m, 

3H), 7.48 (d, 1H, Hα, J = 15.7 Hz), 7,65 (dd, 4H), 

7.82 (d, 1H, Hβ, J = 15.7 Hz), 7,90 (dd, 2H). 

 

Chalcona 7k 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3091 (f), 3055 (f), 3027 (f), 

2925 (f), 1654 (F), 1597 (F), 1583 (F), 744 (f), 731 

(m); RMN-1H (400 MHz, CDCl3) (ppm): 7,31 (dd, 

1H), 7.42 (d, 1H, Hα, J = 15.7 Hz), 7,48 (d, 1H), 

7,65 (d, 2H), 7,68 (d, 1H), 7,88 (d, 2H), 8.11 (d, 

1H, Hβ, J = 15.7 Hz). 

 

 

 

 

 

p.f: 90-91°C 

p.f: 160-162°C 

p.f: 99-100°C 

p.f: 92-93°C 
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Chalcona 7l 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3016 (f), 2999 (f), 2956 (f), 2939 

(f), 2885 (f), 2834 (f), 1651 (F), 1588 (mF), 1575 

(mF), 783 (F), 744 (m); RMN-1H (400 MHz, CDCl3) 

(ppm): 3,86 (s, 3H, OCH3), 3,90 (s, 3H, OCH3), 

6,46 (d, 1H), 6,54 (dd, 1H), 7.48 (d, 1H, Hα , J = 

15.7 Hz), 7,57 (d, 1H), 7,62 (d, 2H), 7,87 (d, 2H), 

8.05 (d, 1H, Hβ, J = 15.7 Hz). 

 

4.3.2. Redução com NaBH4/SiO2 

 
Em um erlenmeyer adicionou-se 1 mmol (32 g) de NaBH4, 1,0 g de sílica 

gel (700-800 mesh) ; 0,5 mmol (1,2 g) das chalconas 7a – l e 20,0 mL de etanol 

absoluto. O sistema foi colocado sob agitação magnética e a reação 

acompanhada por cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando etanol 

absoluto como eluente. Após a formação do produto, a solução foi filtrada em 

funil simples e lavou-se com pequenas quantidades (2 x 20m L) de cloreto de 

metileno (CH2Cl2). A fase orgânica foi rota-evaporada, e as diferentes 

chalconas reduzidas foram separadas e analisadas posteriormente por IV e 

RMN-1H.  

Algumas reações de redução foram realizadas na ausência de sílica. 

 

Esquema 2: Reação de redução via química das chalconas 7a - l. 

p.f: 104-105°C 
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Os espectros de RMN-1H e IV dos álcoois 8a - l encontram-se no 

ANEXO. Os dados espectroscópicos são apresentados a seguir. 

 

Álcool 8a 

 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3355 (m), 3081 (f), 3057 (f), 

3026 (f), 2924 (f), 2855 (f), 1599 (f),1576 (f), 744 

(F), 693 (F); RMN-1H (400 MHz, CDCl3) (ppm): 

2,12 (s, 1H, OH), 5,40 (d, 1H, J= 6,3 Hz), 6.39 (dd, 

1H, Hα, J = 15.8, 6.5 Hz), 6.70 (d, 1H, Hβ, J = 15.8 

Hz), 7.48 – 7.16 (m, 10H).  

 

Álcool 8b 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3327 (F), 3021 (f), 2899 (f), 

2862 (f), 1502 (F), 1490 (m), 828 (m), 743 (F); 

RMN-1H (400 MHz, CDCl3) (ppm): 2,35 (s, 3H, 

CH3), 5.35 (d, 1H, J = 6.2 Hz), 6.38 (dd, 1H, Hα, J 

= 15.8, 6.4 Hz), 6.68 (d, 1H, Hβ, J = 15.8 Hz), 7.54 

– 7.08 (m, 9H).  

 

Álcool 8c 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3334 (F), 3108 (f), 3081 (f), 

1597 (F), 1509 (F), 1342 (F), 764 (F), 744 (F); 

RMN-1H (400 MHz, CDCl3) (ppm): 5.45 (d, 1H, J 

= 5.2 Hz), 6.57 (dd, 1H, Hα, J = 15.9, 5.8 Hz), 

6.79 (d, 1H, Hβ, J = 15.8 Hz), 7.46 – 7.28 (m, 5H), 

7.52 (d, 2H), 8.17 (d, 2H).  

 

Álcool 8d 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3471 (m), 3031 (f), 2947 (f), 

2825 (f), 1606 (F), 1578 (m), 837 (F), 743 (m); 

RMN-1H (400 MHz, CDCl3) (ppm): 3,74 (s, 3H, 

OCH3), 5.28 (d, 1H, J = 6.7 Hz), 6.20 (dd, 1H, Hα, 

J = 15.8, 6.8 Hz), 6.55 (d, 1H, Hβ, J = 15.8 Hz), 

6,80 (d, 2H), 7,06 (d, 1H), 7.46 – 7.15 (m, 6H).  

 

 

 

p.f: 41-42°C 

p.f: 67-68°C 

p.f: 78-79°C 

Óleo 
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Álcool 8e 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3462 (m), 3033 (F), 2923 (f), 

2862 (f), 1612 (F), 1575 (f), 816 (F), 755 (F); RMN-

1H (400 MHz, CDCl3) (ppm): 2,32 (s, 3H, CH3), 

5.35 (d, 1H, J = 6.6 Hz), 6,32 (dd, 1H, Hα, J = 15,8, 

6,7 Hz), 6.63 (d, 1H, Hβ, J = 15.8 Hz), 7.57 – 6.97 

(m, 9H). 

 

Álcool 8f 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3481 (F), 3078 (f), 3040 (f), 

2872 (f), 2834 (f), 1596 (F), 1569 (m), 1512 (F), 

1334 (F), 790 (m), 734 (m); RMN-1H (400 MHz, 

CDCl3) (ppm): 2,25 (s, 1H, OH), 5.50 (d, 1H, J = 

7.1 Hz), 6.30 (dd,1H, Hα, J = 15.8, 7.1 Hz), 6.73 

(d, 1H, Hβ, J = 15.8 Hz), 7.45 – 7.15 (m, 5H), 7.62 

(d, 2H), 8.23 (d, 2H). 

 

Álcool 8g 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3397 (F), 3021 (f), 2947 (f), 

2909 (f), 2834 (f), 1606 (F), 1587 (m), 771 (F), 753 

(F); RMN-1H (400 MHz, CDCl3) (ppm): 3,77 (s, 

3H, CH3), 5.28 (d, 1H, J = 5.3 Hz), 6.36 (dd, 1H, 

Hα, J = 15.8, 6.4 Hz), 6,62 (d, 1H, Hβ, J = 15,8 

Hz), 6.95 – 6.77 (m, 3H), 7.47 – 7.02 (m, 6H).   

 

Álcool 8h 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3021 (f), 2928 (f), 2852 (f), 800 

(F), 715 (f); RMN-1H (400 MHz, CDCl3) (ppm): 

2,32 (s, 3H, CH3), 2,35 (s, 3H, CH3), 5.34 (d, 1H, 

J = 6.5 Hz), 6.33 (dd, 1H, Hα, J = 15.8, 6.5 Hz), 

6.64 (d, 1H, Hβ, J = 15.8 Hz), 7.11 (d, 2H), 7.18 

(d, 2H), 7.35 – 7.25 (m, 4H). 

 

 

 

 

 

Óleo 

p.f: 56-58°C 

Óleo 

p.f: 45-46°C 
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Álcool 8i 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3437 (F), 3106 (f), 3058 (f), 

2935 (f), 1600 (m), 1514 (F), 1343 (F), 841 (F), 

743 (m); RMN-1H (400 MHz, CDCl3) (ppm): 5.56 

(d, 1H, J = 5.6 Hz), 6.48 (dd, 1H, Hα, J = 15.9, 6.4 

Hz), 6.82 (d, 1H, Hβ, J = 15.9 Hz), 7.70 – 7.45 (m, 

4H), 8.36 – 8.12 (m, 4H). 

 

Álcool 7j 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3313 (F), 3060 (f), 3032 (f), 

1579 (m), 1570 (m), 755 (F), 679 (F); RMN-1H 

(400 MHz, CDCl3) (ppm): 2,13 (s, 1H, OH), 5.37 

(d,1H, J = 8.2 Hz), 6.34 (dd, 1H, Hα, J = 15.8, 6.7 

Hz), 6.69 (d, 1H, Hβ, J = 15.8 Hz), 7.36 – 7.19 (m, 

5H), 7.40 (d, 2H), 7.51 (d, 2H). α = 0,01 [0,05 

g/mL, CH2Cl2]. 

 

Álcool 8k 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3313 (F), 2929 (f), 2854 (f), 

1579 (F), 1551 (m), 801 (F), 736 (F); RMN-1H 

(400 MHz, CDCl3) (ppm): 2,18 (s, 1H, OH), 5.38 

(d, 1H, J = 5.8 Hz), 6.28 (dd, 1H, Hα, J = 15.8, 6.5 

Hz), 7.02 (d, 1H, Hβ, J = 15.8 Hz), 7.18 (dd, 1H), 

7.31 (d, 2H), 7.40 (m, 2H), 7.50 (d, 2H). α = 0,00 

[0,05 g/mL, CH2Cl2]. 

 

Álcool 8l 

 

IV max/cm-1 (KBr): 3341 (F), 2967 (f), 2929 (f), 

2826 (f), 1617 (F), 1589 (F), 801 (F), 764 (m); 

RMN-1H (400 MHz, CDCl3) (ppm): 2,07 (s,1H, 

OH), 3,81 (s, 3H, OCH3), 3,82 (s, 3H, OCH3), 5.32 

(d, 1H), 6.22 (dd, 1H, Hα, J = 15.9, 7.3 Hz), 6.44 

(d, 2H), 6.91 (d, 1H, Hβ, J = 15.9 Hz), 7.32 (d, 

3H), 7.47 (d, 2H). α = 0,05 [0,05 g/mL, CH2Cl2]. 

 

 

p.f: 40-42°C 

p.f: 51-52°C 

p.f: 61-63°C 

p.f: 102-103°C 
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4.3.3. Biotransformação com S. cerevisiae 

 
Nas reações de biotransformação com FP (S. cerevisiae), foram 

testados dois métodos distintos, sendo primeiro o SB, que foi amplamente 

estudado pelo grupo anteriormente. 20 Alguns resultados serão comparados 

com os obtidos neste trabalho. No segundo método, foi utilizado o FP 

imobilizado em microesferas de alginato de cálcio.  

 

4.3.3.1. Redução em sistema bifásico 

 
Em um erlenmeyer de 125 mL, solubilizou-se 1 mmol das chalconas 7a - 

l em 30 mL de n-hexano e 1 mL de diclorometano, e a seguir adicionou-se 30 

mL de solução tampão K2HPO4/ácido cítrico (pH 5,5) e 6 g de FP 

(Fleischmann).20 O sistema foi submetido à agitação magnética intensa com 

temperatura controlada (35 ºC) por cerca de 1h.  

Foram retiradas alíquotas periodicamente do meio reacional para 

controle da reação por CCD e feita a extração final com diclorometano ( 2 X 15 

mL). A formação ou não dos produtos foi analisada posteriormente por IV e 

RMN-1H, e nos estudos inicias por cromatografia gasosa (CG) 

 

4.3.3.2. Preparação das microesferas de alginato de cálcio 

 
Para a preparação das microesferas, foram preparadas duas soluções 

distintas, sendo umas delas a solução de 2% de alginato de sódio com volume 

total de 100 mL e a outra, uma solução de cloreto de cálcio 2% com volume 

total de 50 mL. Na primeira solução, foi adicionado 6 g de FP e a mistura foi 

solubilizada após 1 h com agitação magnética constante. Esta solução foi 

então gotejada na de cloreto de cálcio usando uma bureta de 10 mL. As 

microesferas foram separadas da solução com o auxílio de uma peneira e 

enxugadas com papel toalha. 29,32 (Figura 8) 
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Figura 8 - Preparação das esferas de alginato de cálcio. 

 

4.3.3.3.- Redução das chalconas utilizando  FP  imobilizado  

 

Em um erlenmeyer de 125 mL foram adicionados 1 mmol das chalconas 

7a-l juntamente com 30 mL de n-hexano e o sistema foi deixado em agitação 

magnética por cerca de 24 h a 35 ºC. As microesferas foram retiradas com a 

ajuda de uma peneira e lavadas com água destilada. A fase do n-hexano foi  

rota-evaporada para possível obtenção do produto (Esquema 3). 

A caracterização e quantificação dos produtos foi feita por análises de 

RMN-1H. 

 

Esquema 3: Produtos formados nas reações de biorredução das chalconas  7a -7l. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

  
Neste item, inicialmente serão apresentados os resultados referentes à 

preparação e caracterização das chalconas e dos correspondentes alcoóis 

racêmicos. A seguir, serão discutidos os dados obtidos nas reações de 

biorredução das chalconas 7a – l com fermento de pão.  

5.1-  Preparação das chalconas  

 
As chalconas 7a – l foram obtidas na forma sólida, com coloração 

amarela em diferentes tonalidades. Os rendimentos obtidos foram moderados. 

As chalconas sintetizadas apresentaram boa solubilidade frente à solventes 

orgânicos, tais como etanol, diclorometano, clorofórmio, acetona e n-hexano.  A 

Figura 9 mostra o sólido correspondente a chalcona 7l.  

 

Figura 9- Chalcona 7l. 

O tempo de reação foi dependente de cada composto sintetizado, 

variando entre 1 a 6 h, sendo que para as chalconas com grupos retiradores de 

elétrons a reação foi mais rápida e para grupos doadores de elétrons a reação 

mais lenta. Os pontos de fusão obtidos experimentalmente apresentaram-se 

um pouco diferentes em algumas unidades em ºC quando comparados aos 

dados obtidos na literatura, possivelmente devido a impurezas e/ou método de 

análise. Algumas chalconas foram recristalizadas utilizando etanol, que é o 

caso das chalconas com o grupo substituinte NO2. Somente estas chalconas 

foram recristalizadas devido a grande quantidade de impureza nestes 

compostos. As demais foram analisadas por CCD onde apresentaram apenas 

uma mancha, indicando assim a sua pureza.  
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 A Tabela 2 apresenta alguns dados obtidos para caracterização das 

chalconas, bem como os rendimentos e valores de Rf.  

 
Tabela 2- Dados analíticos das chalconas sintetizadas. 

Chalcona Rendimento(%)  Rf(a)   Pf (ºC) (exp) Pf (ºC) (lit) 

7a 64 0,88(a) 55-56 56-57°C 41 

7b 40 0,75(a) 69-71 92-96 42 

7c 64 0,74(b) 145-147 160-163 41 

7d 66 0,82(b) 68-69 75-77 41 

7e 50 0,68(a) 104-105 - 

          7f 45 0,94(b) 135-137 145-147 43 

7g 45 0,84(b) 89-91 104-105 44 

7h 64 0,64(a) 89-91 - 

7i 44 0,69(b) 160-162 - 

7j 78 0,94(b) 99-100 - 

7k 81 0,88(b) 92-93  - 

7l 93 0,81(b) 104-105  - 

(a) n-hexano:acetato de etila 7:3 (v:v) (b) n-hexano:acetato de etila 6:4 (v:v) 

 

Para todas as chalconas, substituidas ou não, foram realizadas análises 

de IV, RMN-1H (400 MHz) e de ponto de fusão como citado na parte 

experimental. 

Na Figura 10, é apresentado o espectro de infravermelho da 1,3-difenil-

2-propen-1-ona (7a). 
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 Figura 10- Espectro de infravermelho da 1,3-difenil-2-propen-1-ona (7a). [pastilha de 
KBr] 

No espectro de IV do composto 7a, são observadas as bandas 

caracterisiticas em 3024 a 3084 cm-1 referentes às ligações C-H da ligação 

dupla. Em 1664 cm-1, observam-se as vibrações de deformação axial da 

ligação carbono oxigênio da carbonila (C=O) de compostos α,β- insaturados, e 

em 1607 cm-1 e 1574 cm-1  as bandas referentes as vibrações de deformação 

axial da ligação dos carbonos olefínicos conjugados com o grupo carbonila, e 

que geralmente apresenta duas bandas. De 750 a 687 cm-1, são observadas as 

bandas características das vibrações de deformação angular fora do plano das 

ligações carbono hidrogênio do anel aromático, para benzeno monosubstituído. 

Estes dados são concordantes com os citados na literatura. 45 

Na Figura 11, está apresentado o espectro de RMN-1H para a 1,3-

difenil-2-propen-1-ona (7a). 
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Figura 11- Espectro de RMN-1H da 1,3-difenil-2-propen-1-ona. [CDCl3, 400MHz] 

Para o composto 7a, os sinais dos hidrogênios aromáticos se encontram 

em 7,30 ppm (2H, H4 e H6), 7,43 ppm (3H, H1, H2 e H3), 7,64-7,66 ppm (3H, 

H12, H13 e H14) e em 7,95 ppm (2H, H11 e H15). Os dubletos centrados em 

7,81(J = 15.7 Hz) e 7,54 (J = 15.7 Hz) ppm são referentes aos hidrogênios Hβ e 

Hα respectivamente, tendo constantes de acoplamento de aproximadamente 

16 Hz, o que é característico de chalconas com isomeria E para o grupo 

funcional alceno deste composto. Pela constante de acoplamento dos 

hidrogênios olefínicos pode-se afirmar que o composto majoritário (99%), cujo 

dublete apresenta uma constante de acoplamento de 16,0 Hz é o isômero (E)-

7a. Através das análises realizadas foi possível observar os picos e bandas 

característicos para a confirmação da estrutura da chalcona sintetizada.  

Para as demais chalconas com diferentes grupos substituintes no anel 

aromático foi observada as mesmas bandas e picos característicos da 

estrutura, sendo a α,β-insaturação (IV e RMN-1H) e a presença da carbonila 

(C=O) no espectro de infravermelho. Para os compostos com grupos 

substituintes retiradores ou doadores de elétrons, o deslocamento dos picos no 

espectro de RMN-1H, se apresentam diferentes dos da chalcona sem 

substituintes no anel aromático (7a). Para as chalconas 7k e 7l que 
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apresentam substituintes na posição R’ e R’’ como 2,4-Cl e 2,4-OCH3 

respectivamente, o espectro de RMN-1H se mostra diferente em relação às 

demais chalconas 7a- j, pela presença do anel aromático dissubstituído, como 

mostrado na Figura 12, para a chalcona 7l. 

 

 Figura 12- Espectro de RMN-1H da chalcona 7l. [CDCl3, 400MHz]   

Observa-se que o hidrogênio β (8,05 ppm) está mais deslocado em 

relação aos das demais chalconas sintetizadas, provalvelmente devido ao 

grupo bromo ligado ao anel (anel A), que desblinda mais o Hβ. Devido a 

presença dos dois grupos metóxi no outro anel (anel B), o hidrogênio ligado ao 

carbono 3 esta mais blindado, e encontra-se na região de 6,46 ppm como um 

dublete. O mesmo efeito é observado para o hidrogênio ligado ao carbono 1, 

que encontra-se na região de 6,54 ppm como um duplo-dublete, diferente das 

chalconas 7a – j, que apresentam os picos referentes à estes hidrogênios na 

região de 7,30 ppm.  

A partir das análises feitas, foi possível confirmar as estruturas das 

chalconas sintetizadas.   
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5.2. Preparação dos álcoois 

 
Para a reação de redução com NaBH4, foram testados dois métodos em 

MeOH.  A redução das chalconas 7a - i foi realizada na presença de SiO2 , e 

das 7j - l  na ausência da fase sólida. Ambos os métodos se mostraram 

eficientes para a redução das chalconas, onde o tempo de reação variou 

dependendo do grupo substituinte no anel aromático (1-24 h). Os rendimentos 

foram bons, variando de 40 – 88%. O produto reduzido possui, em sua maioria, 

coloração branca devido à quebra de conjugação entre os anéis aromáticos, 

ligações duplas e carbonila.  

Na Tabela 3, são apresentados alguns dados analíticos obtidos para 

caracterização destes álcoois, como ponto de fusão, valores de Rf e os 

rendimentos obtidos.  

 
Tabela 3- Dados analíticos dos álcoois sintetizados 8a - l. 

Álcool Rendimento(%)  Rf(a)   Pf. exp (°C) Pf. lit (°C) 

8a 40 0,73(a) 41-42 56-57 40 

8b 60 0,77(a) 67-68 - 

8c 78 0,35(a) 78-79 83-84 46 

8d 55 0,82(b) Óleo - 

8e 74 0,89(b) Óleo - 

          8f 74 0,61(a) 56-58 85-86 46 

8g 72 0,84(b) Óleo47 - 

8h 58 0,61(a) 45-46 - 

8i 67 0,34(a) 40-42 - 

8j 82 0,75(b) 51-52  - 

8k 68 0,66(b) 61-63 - 

8l 88 0,70(b) 102-103 - 

(a) n-hexano:acetato de etila 7:3 (v:v) (b) n-hexano:acetato de etila 6:4 (v:v) 

 

Foram realizadas medidas da rotação óptica (alfa (α)) para alguns dos 

álcoois sintetizados, onde se obteve valores entre 0,00 - 0,05, confirmando a 

formação dos álcoois racêmicos. Observa-se que para as reações de redução 

em que foi utilizada a SiO2, os rendimentos foram relativamente menores em 

relação ao outro método. Este resultado pode ser explicado devido a perda do 
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produto, que pode acontecer no processo de filtragem para retirada da silíca, já 

que o produto, assim como a sílica, possuem coloração branca.  

Os álcoois racêmicos obtidos foram analisados e caracterizados por 

RMN-1H (400 MHz), infravermelho e ponto de fusão quando possível.  

Na Figura 13 está apresentado o espectro de RMN-1H do álcool 8a. 

 

 Figura 13- Espectro de RMN-1H do álcool 8a. [CDCl3, 400MHz] 

É possível observar os sinais característicos da formação dos álcoois, 

tais como um dubleto em 5,40 ppm (J = 6.3 Hz) referente ao hidrogênio 17, um 

duplo dublete referente ao hidrogênio  18, que agora se encontra acoplado com 

o hidrogênio 17 na região de 6,38 ppm (J = 15.8, 6.4 Hz), e um dubleto em 6,68 

( J= 15.8 Hz) referente ao hidrogênio 19. 

 No espectro de IV mostrado na Figura 14, é possível observar as 

bandas características em 3355 cm-1 referente a presença do grupo –OH e a 

diminuição da banda da carbonila em aproximadamente 1660 cm-1, restando 

apenas uma banda em 1599, e em 1576 referente a ligação C=C de um 

composto carbonílico α,β- insaturado. Estes dados são concordantes com os 

da literatura.45 
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 Figura 14- Espectro de infravermelho do álcool (8a). [pastilha de KBr] 

Para os demais álcoois foram observadas as bandas (IV) e picos (RMN-

1H) característicos de cada composto, sendo assim possível confirmar a 

formação destes álcoois.  

Após preparar e caracterizar todas as chalconas (7a - l) e os álcoois (8a -

l) realizaram-se as reações de bio-hidrogenação de 7a - l mediadas pela 

levedura S. cerevisiae em sistema bifásico (SB) e imobilizada em esferas de 

alginato de cálcio (AG).  

 

5.3. Biotransformação com S. cerevisiae 

 

5.3.1. Influência do tipo de fermento na biotransformação da chalcona 7a 

Devido a grande variedade de fermentos de pão biológicos disponíveis 

comencialmente, foi avaliada a sua influência na reação de biotransformação  

da chalcona sem grupos substituíntes ligados ao anel aromático (7a). Foram 

utilizados os fermentos das marcas Fleischmann, Nordeste, Dona Benta e 

Mauri.  

As reações foram feitas em SB durante 24 h, os resultados obtidos estão 

presentes na Tabela 4. 
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Tabela 4- Avaliação do uso de diversas leveduras na biorredução da chalcona 7a.(a) 

          Conversão (%)(b) 

Levedura 30min 1 hr 2 hrs 4 hrs 8 hrs 24 hrs 

Dona Benta 11  34 53 80 93 >99 

Fleischmann 38 62-68 98 >99 - - 

Nordeste 40 75 95 >99 - - 

Mauri 14 50 79 93 >99 - 

(a) Condições de reação: 208,8 mg substrato (1mmol), 4 g da levedura, 30 mL de 

hexano, 30 mL de solução tampão K2HPO4/ ácido cítrico (0,2 M/ 0,1 M, pH 6,0), 

temperatura 35 C; (b) conversão determinada por CG. 

Através deste estudo, verificou-se que ao usar a levedura da marca 

Fleischmann, as conversões ao produto foram maiores. Porém, em geral, todas 

as leveduras comerciais foram eficientes. As conversões foram determinadas 

pela área relativa da chalcona 7a com a do produto de redução. Não foi 

observada a formação do álcool, como observado na Figura 15.  

 

Figura 15- Sobreposição de cromatogramas de CG-quiral (Agilent 7820A, coluna 
Restek RT-BetaDEX-sm,30m x 0.32mmID x 0.25mm df). 

A conversão ao produto foi também dependente do tempo de reação. 

Salienta-se que ocorreu redução seletiva da ligação dupla C=C, formando a 

correspondente cetona saturada. Nos espectros de RMN-1H, foram observados 
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2 tripletes nas regiões de 3,0 e 3,5 ppm, que correspondem aos hidrogênios 

metilênicos oriundos da redução da ligação C=C.  Não foram observados  os 

sinais correspondentes ao álcool , na região de 2,0 e 3,5 ppm.    

A partir destes resultados, utilizou-se a levedura da marca comercial 

Fleischmann para a biorredução das chalconas 7a - l em sistema bifásico e 

com a levedura imobilizada em alginato de cálcio. 

5.3.2. Biorredução das chalconas 7a-l 

 

A seguir, foram realizadas as reações de biorredução das chalconas 7a-l 

através de sistema bifásico e com o FP imobilizado em alginato de cálcio. Os 

dados de conversão obtidos estão apresentados na Tabela 5. 

 

Tabela 5: Biorredução das chalconas 7a-l mediada pela levedura S. cerevisiae em 

sistema bifásico e imobilizada em alginato de cálcio. 

Conversão (a) 

     Chalcona R R’ R’’ Sistema 

bifásico(%) 
(b)

 

FP imobilizado 

(%) 
(c)

 

7a H H H 79 
(d)

 5 

7b H CH3 H 28 <5 

7c H NO2 H 94 
(d)

 <5 

7d H OCH3 H 97 
(d)

 <5 

7e CH3 H H 50 5 

7f NO2 H H 62 
(d)

 <5 

7g OCH3 H H 49 
(d)

 <5 

7h CH3 CH3 H 12 <5 

7i NO2 NO2 H 31 >5<10
(e)

 

7j Br H H 24 <5 

7k Br Cl Cl 10 18 

7l Br OCH3 OCH3 < 5 <5 

(a) Conversão determinada por RMN-1H 
(b) 1 mmol substrato, 6 g de FP, 30 mL de n-hexano, 1 mL de diclorometano, 30 

mL de solução tampão K2HPO4/ ácido cítrico (0,2 M/0,1 M, pH 5,5), agitação 
magnética, 35 °C, 1h. 

(c) 1 mmol substrato, 6 g de FP, 30 mL de n-hexano, 1 mL de diclorometano, 
agitação magnética, 35 °C, 24 h. 

(d) Referência 20.  
(e) Cálculo impreciso devido a baixa solubilidade do composto. 
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Neste estudo todas as conversões aos produtos, foram determinadas 

por RMN 1H. Inicialmente, serão apresentados os resultados de redução 

obtidos em SB. 

Na Figura 16, é apresentado o espectro de RMN-1H de uma alíquota da 

reação de redução da chalcona 7e obtida em SB em 1h. 

 

Figura 16 - Espectro de RMN-1H de uma alíquota da reação de redução da chalcona 
7e, em sistema bifásico [CDCl3, 400MHz] Conversão: 50% 

Observam-se os sinais na região de 7,13 – 8,02 ppm referentes aos 

hidrogênios dos anéis aromáticos, bem  como os hidrogênios alfa e beta da 

chalcona que não foi totalmente reduzida. Os tripletos centrados em 3,03 e 

3,28 ppm são atribuídos aos 4 hidrogênios metilênicos do produto de 

hidrogenação da ligação dupla carbono-carbono. O singleto em 2,39 ppm é 

referente à metila ligada ao anel aromático.  

Os tripletes na região de 3 – 3,5 ppm foram observados para todos os 

compostos, porém com diferentes intensidades. Não foram observados os 

singletes correspondentes ao álcool, na região de 2,0 à 3,5 ppm.    
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A conversão ao produto foi calculada através da comparação das áreas 

obtidas no espectro para os hidrogênios da ligação dupla C=C com os da 

ligação saturada (prótons metilênicos). 

Para a redução deste composto e nestas condições reacionais, obteve-

se uma conversão de  50% ao produto. 

Devido a conjugação apresentada, espera-se que grupos retiradores no 

anel B deixem o carbono βa carbonila mais reativo, e que os doadores de 

elétrons deixem menos reativo frente à adição de hidretos. É esperado também 

que grupos retiradores ou doadores de elétrons do anel A não interfiram muito 

na reatividade da ligação C=C frente a adição de hidreto. 

Como observado na Tabela 5 para as reações em SB, na biorredução 

das chalconas com grupos substituíntes doadores e retiradores de elétrons no 

anel aromático A, as conversões em produto foram menores quando 

comparadas com as obtidas na reação da chalcona sem substituinte (7a). Para 

as chalconas que contém os grupos metóxi e nitro, as conversões foram de  49  

e 62 %,respectivamente. 

Nas reações das chalconas com substituíntes doadores e retiradores de 

elétrons no anel aromático B, as conversões em produto foram maiores com a 

chalcona 7c (grupo retirador na posição para) e com a chalcona 7d (grupo 

doador na posição para), quando comparadas com a conversão da chalcona 

7a. Para as chalconas com dois grupos doadores (7k) e retiradores de elétrons 

(7l) as conversões foram bem menores, sendo de 10 % e <5 %.  Salienta-se 

que a presença de dois grupos Cl (chalcona 7k) facilitou a reação (conversão 

:10%) e que a presença de dois grupos doadores (chalcona 7l), dificultou a 

adição do hidreto (conversão: <5%).  

A presença de dois grupos CH3 e NO2 (chalconas 7h e 7i) na posição 

para nos aneis A e B dificultou a redução da ligação C=C, e as conversões 

foram de 12 % e 31 % respectivamente. A Figura 17 mostra o espectro de 

RMN 1H da alíquota da reação de redução da chalcona 7i em sistema bifásico.  
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Figura 17 - Espectro de RMN-1H da alíquota da reação de redução da chalcona 7i  em 
SB [CDCl3, 400 MHz]. Conversão: 32% 

Observam-se a presença dos hidrogênios metilênicos na região de 3,2 e 

3,4 ppm, porém com uma baixa intensidade, obtendo-se uma conversão de 32 

%. 

É importante mencionar que algumas das chalconas utilizadas não 

possuem boa solubilidade em n-hexano, que foi o solvente utilizado nas 

reações. Sendo assim, foi necessária a adição de 1 - 2 mL de diclorometano 

para auxiliar na solubilidade dos substratos no meio reacional. O diclorometano 

por ser um solvente orgânico clorado e tóxico, pode diminuir a atividade 

catalítica das enzimas presentes na levedura, diminuindo a conversão aos 

produtos.  

Como mostrado na Tabela 5, as conversões aos produtos obtidas para 

as reações com a levedura imobilizada em AG, foram bem menores quando 

comparadas com as reações em sistema bifásico (SB). Portanto, neste 

trabalho não constam os espectros de RMN-1H de todas as reações realizadas 

com a levedura imobilizada, pois para alguns compostos não foi possível 

observar a formação do produto. Como esperado, a maior conversão foi obtida 

na redução da chalcona 7k, que contém dois cloros ligados no anel B e o 

bromo no anel A, sendo de 18%.  
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 A influência dos grupos substituintes foi discutida anteriormente, porém 

neste sistema temos que a quantidade de fermento de pão utilizada nas 

reações é menor. Foi utilizado 6g de fermento de pão na preparação das 

esferas uma grande quantidade das mesmas foi formada, impedindo a 

utilização de todas as esferas em uma única reação, devido à impossibilidade 

de agitação magnética por haver uma grande quantidade de massa. Sendo 

assim, as esferas preparadas foram divididas em quantidades iguais de massa 

(22 g - 23g) em três erlenmeyer distintos.  

Devido à agitação magnética, as esferas perderam uma grande 

quantidade de água (Figura 18), que é fundamental para manter a atividade da 

levedura. Esta perda de água pode diminuir a eficiência das enzimas presentes 

no FP, diminuindo a conversão aos produtos. Através da determinação da 

massa das esferas antes e depois das reações, verificou-se a perda de 11,2 +/- 

1,4g de água (média de 7 determinações). 

 

 

Figura 18- Esferas de AG após as reações de biorredução. 

 Outra explicação para as baixas conversões pode ser devido à difusão, 

que é um processo lento e deve ocorrer para que o substrato reaja com a 

levedura e possa assim formar o produto desejado. A solubilidade dos 

substratos frente ao solvente orgânico utilizado na reação também deve ter 

influenciado, como mencionado anteriormente. 

             Na Figura 19 é apresentado o espectro de RMN-1H de uma alíquota  

da reação de redução da chalcona 7a, usando o FP imobilizado.  
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Figura 19- Espectro de RMN-1H da alíquota da reação de redução da chalcona 7a  
com FP imobilizado[CDCl3, 400MHz] Conversão:5%.  

É possível observar a presença dos tripletos centrados em 3,07 e 3,31 

ppm, porém com uma baixa intensidade, indicando que a conversão foi <5 %. 

A baixa conversão é evidenciada também devido a presença dos hidrogênios e 

e nas regiões de 7,47 e 7,85 ppm.  

Os resultados obtidos mostraram que as chalconas 7a-l, foram 

reduzidas parcialmente e seletivamente na ligação C=C. Os dois sistemas 

foram eficientes e formaram os produtos. Porém, ao usar o sistema bifásico, 

apesar da maior dificuldade de extração do produto, as conversões foram 

maiores em comparação com o uso do FP imobilizado. 
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6. CONCLUSÕES  

 A partir dos resultados obtidos, têm-se as seguintes conclusões: 

● Todos os compostos sintetizados foram obtidos com bons rendimentos. 

● Foi possível caracterizar as chalconas e álcoois preparados, utilizando 

técnicas de infravermelho, RMN-1H e pontos de fusão quando possível.  

● Dentre os métodos de biorredução utilizados, o sistema em que se teve uma 

maior obtenção do produto foi o sistema bifásico.  

● O sistema de imobilização do fermento de pão em microesferas de alginato 

de cálcio não se mostrou muito efetivo, sendo que muitas variáveis devem ser 

estudadas para uma melhor otimização do sistema.  

● Os produtos obtidos de ambos os sistemas utilizados foi caracterizado por 

RMN-1H, onde foram observados picos característicos dos hidrogênios 

metilênicos formados a partir da adição de hidretos na região de 3,0 á 4,0 ppm.  

●Os grupos substituintes utilizados, não mostraram ter grande influência nas 

reações de biorredução. 

● Foi observada a. redução quimiosseletiva das ligações insaturadas C=C, 

demonstrando que o FP pode ser utilizado como uma alternativa viável e de 

baixo custo para a redução de compostos carbonílicos α,β-insaturados. 

Neste trabalho ainda há diversos aspectos que devem ser estudados e 

otimizados para se obter maiores conversões, em especial para o sistema que 

utilizou FP imobilizado em microesferas de alginato de cálcio 

7. PERSPECTIVAS 

 

A partir dos resultados obtidos, têm-se como perspectivas: 

 
→ Avaliar a influência da massa do substrato, temperatura, massa do 

biocatalisador, tempo de reação para as reações com o FP imobilizado. 

→ Testar a influência de outros grupos substituintes ligados nos anéis A 

e B. 

→ Avaliar a atividade biológica dos produtos obtidos nas reações de 

biorredução das chalconas 7a-l mediadas por levedura S.cerevisae. 
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ANEXO DOS ESPECTROS DE RMN-1H E IV. 

Tabela 6: Bandas de IV 

Grupo Banda* (cm-1)45 

O-H 3600 – 3200 (F) 

H-arílico 3040 - 3010 (f) 

-CH2, -CH3 2960 – 2850 (F) 

C=O (cetona) α,β-insaturada 1685 – 1665 (F) 

C=C de compostos carbonílicos α,β-
insaturados 

1640 – 1590 (F) 

R’ – C=C – R’’ (trans) 990 – 960 (F) 

Benzeno monosubstituído 770 – 730 (F) e 720 – 680 (F) 

NO2 1560 e 1350 (F) 

* Intensidade relativa das bandas: (mF) = muito forte, (F) = forte, (m) = médio, (mf) = 
muito fraca, (f) = fraca. 
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→ Chalcona 7a: 

 

Figura 20- Espectro de RMN – 1H da chalcona 7a (400 MHz, CDCl3). 

 

Figura 21- Espectro de IV da chalcona 7a (KBr). 
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→ Chalcona 7b: 

 

Figura 22- Espectro de RMN – 1H da chalcona 7b (400 MHz, CDCl3). 
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Figura 23- Espectro de IV da chalcona 7b (KBr). 
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→ Chalcona 7c: 

 

Figura 24- Espectro de RMN – 1H da chalcona 7c (400 MHz, CDCl3). 
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Figura 25- Espectro de IV da chalcona 7c (KBr). 
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→ Chalcona 7d: 

 

Figura 26- Espectro de RMN – 1H da chalcona 7d (400 MHz, CDCl3). 

 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber (cm-1)

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

T
ra

n
s
m

it
ta

n
c
e

3
0
5
7
.3

8
3
0
1
4
.5

5
2
9
5
3
.3

6
2
9
3
5

2
8
3
9
.1

4

1
8
9
0
.7

2

1
6
8
4
.7

2
1
6
5
8
.2

1 1
5
9
9
.0

6
1
5
7
6
.6

2

8
2
6
.0

4
7
7
9
.1

3
7
2
2
.0

2

 

Figura 27- Espectro de IV da chalcona 7d (KBr). 



55 
 

 

→ Chalcona 7e: 

 

Figura 28- Espectro de RMN – 1H da chalcona 7e (400 MHz, CDCl3). 
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Figura 29- Espectro de IV da chalcona 7e (KBr). 
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→ Chalcona 7f: 

 

Figura 30- Espectro de RMN – 1H da chalcona 7f (400 MHz, CDCl3). 
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Figura 31- Espectro de IV da chalcona 7f (KBr). 

 



57 
 

→ Chalcona 7g: 

 

Figura 32- Espectro de RMN – 1H da chalcona 7g (400 MHz, CDCl3). 
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Figura 33- Espectro de IV da chalcona 7g (KBr). 
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→ Chalcona 7h: 

 

Figura 34- Espectro de RMN – 1H da chalcona 7h (400 MHz, CDCl3). 
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Figura 35- Espectro de IV da chalcona 7h (KBr). 
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→ Chalcona 7i: 

 

Figura 36- Espectro de RMN – 1H da chalcona 7i (400 MHz, CDCl3). 
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Figura 37- Espectro de IV da chalcona 7i (KBr). 
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→ Chalcona 7j 

 

Figura 38- Espectro de RMN – 1H da chalcona 7j (400 MHz, CDCl3). 

 

 

Figura 39- Espectro de IV da chalcona 7j (KBr). 
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→ Chalcona 7k 

 

Figura 40- Espectro de RMN – 1H da chalcona 7k (400 MHz, CDCl3). 

 

Figura 41- Espectro de IV da chalcona 7k (KBr). 
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→ Chalcona 7l 

 

Figura 42- Espectro de RMN – 1H da chalcona 7l (400 MHz, CDCl3). 

 

Figura 43- Espectro de IV da chalcona 7l (KBr). 
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Álcoois: 

→ Álcool 8a: 

 

Figura 44- Espectro de RMN – 1H do álcool 8a (400 MHz, CDCl3). 
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Figura 45- Espectro de IV do álcool 8a (KBr). 
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→ Álcool 8b: 

 

Figura 46- Espectro de RMN – 1H do álcool 8b (400 MHz, CDCl3). 
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Figura 47- Espectro de IV do álcool 8b (KBr). 
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→ Álcool 8c: 

 

Figura 48- Espectro de RMN – 1H do álcool 8c (400 MHz, CDCl3). 

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

60

80

100

 
 

T
(%

)

Figura 49- Espectro de IV do álcool 8c (KBr). 
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→ Álcool 8d: 

 

Figura 50- Espectro de RMN – 1H do álcool 8d (400 MHz, CDCl3). 
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Figura 51- Espectro de IV do álcool 8d (KBr). 
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→ Álcool 8e: 

 

Figura 52- Espectro de RMN – 1H do álcool 8e (400 MHz, CDCl3). 
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Figura 53- Espectro de IV do álcool 8e (KBr). 
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→ Álcool 8f: 

 

Figura 54- Espectro de RMN – 1H do álcool 8f (400 MHz, CDCl3). 
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Figura 55- Espectro de IV do álcool 8f (KBr). 
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→ Álcool 8g: 

 

Figura 56- Espectro de RMN – 1H do álcool 8g (400 MHz, CDCl3). 
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Figura 57- Espectro de IV do álcool 8g (KBr). 
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→ Álcool 8h: 

 

Figura 58- Espectro de RMN – 1H do álcool 8h (400 MHz, CDCl3). 
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 Figura 59- Espectro de IV do álcool 8h (KBr). 
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→ Álcool 8i: 

 

Figura 60- Espectro de RMN – 1H do álcool 8i (400 MHz, CDCl3). 
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Figura 61- Espectro de IV do álcool 8i (KBr). 
 
 



72 
 

→ Álcool 8j: 
 

 

Figura 62- Espectro de RMN – 1H do álcool 8j (400 MHz, CDCl3). 
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Figura 63- Espectro de IV do álcool 8j (KBr). 
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→ Álcool 8k: 

 

Figura 64- Espectro de RMN – 1H do álcool 8k (400 MHz, CDCl3). 
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Figura 65- Espectro de IV do álcool 8k (KBr) 
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→ Álcool 8l: 

 

Figura 66- Espectro de RMN – 1H do álcool 8l (400 MHz, CDCl3). 
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Figura 67- Espectro de IV do álcool 8l (KBr) 
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Biorredução em sistema bifásico 

→ Dihidrochalcona 9b 

 

Figura 68- Espectro de RMN – 1H da dihidrochalcona 9b (400 MHz, CDCl3). 

→ Dihidrochalcona 9e 

 

Figura 69- Espectro de RMN – 1H da dihidrochalcona 9e (400 MHz, CDCl3). 
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→ Dihidrochalcona 9h 

 

Figura 70- Espectro de RMN – 1H da dihidrochalcona 9h (400 MHz, CDCl3). 

→ Dihidrochalcona 9i 

 

Figura 71- Espectro de RMN – 1H da dihidrochalcona 9i (400 MHz, CDCl3). 
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→ Dihidrochalcona 9j 

 

Figura 72- Espectro de RMN – 1H da dihidrochalcona 9j (400 MHz, CDCl3). 

→ Dihidrochalcona 9k 

 

Figura 73- Espectro de RMN – 1H da dihidrochalcona 9k (400 MHz, CDCl3). 
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→ Dihidrochalcona 9l 

 

Figura 74- Espectro de RMN – 1H da dihidrochalcona 9l (400 MHz, CDCl3). 

 

Biorredução com levedura imobilizada em alginato de cálcio 

→ Dihidrochalcona 9a 

 

Figura 75- Espectro de RMN – 1H da dihidrochalcona 9a (400 MHz, CDCl3). 
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→ Dihidrochalcona 9b 

 

Figura 76- Espectro de RMN – 1H da dihidrochalcona 9b (400 MHz, CDCl3). 

→ Dihidrochalcona 9e 

 

Figura 77- Espectro de RMN – 1H da dihidrochalcona 9e (400 MHz, CDCl3). 
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→ Dihidrochalcona 9f 

 

Figura 78: Espectro de RMN – 1H da dihidrochalcona 9f (400 MHz, CDCl3). 

 

→ Dihidrochalcona 9h 

 

Figura 79: Espectro de RMN – 1H da dihidrochalcona 9h (400 MHz, CDCl3). 
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→ Dihidrochalcona 9k 

 

Figura 80: Espectro de RMN – 1H da dihidrochalcona 9k (400 MHz, CDCl3). 


