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RESUMO 
 
Neste trabalho foi sintetizada uma série de chalconas (15a-i) e a (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-
pentadien-3-ona (16), por condensação aldólica catalisada por base. Estes compostos 
foram utilizados como substratos nas reações de biotransformação mediadas pelas 
leveduras Saccharomyces cerevisiae (fermento de pão, FP, e linhagens industriais CAT-1 
e PE-2) e  Candida glabrata, em meio orgânico ou em sistema bifásico. Os compostos 
carbonílicos α,β-insaturados foram obtidos com bons rendimentos (50-94%) e foram 
totalmente caracterizados por técnicas espectroscópicas de RMN-1H, IV e  ponto de fusão. 
Estes, foram reduzidos com NABH4 para o obtenção dos álcoois racêmicos, que foram 
utilizados como padrões nas análises cromatográficas. A biotransformação destes 
compostos catalisada pelas leveduras foi quimiosseletiva, formando apenas a 
correspondente cetona saturada. Utilizando as leveduras  S. cerevisiae na reação de bio-
hidrogenção da chalcona 15a, foram avaliados diversos parâmetros reacionais tais como 
o sistema biocatalítico, concentração de levedura, agitação, temperatura, pH, 
concentração do substrato, solvente orgânico e volumes das fases aquosa e orgânica. 
Avaliou-se também o efeito de grupos substituintes dos anéis A e B das chalconas 15a-i. 
Com a levedura C. glabrata, estudou-se a infuência da concentração celular, temperatura, 
pH e do sistema biocatalítico. As maiores conversões em produto (19a), foram obtidas nas 
reações  mediadas pelas leveduras S. cerevisiae em sistema bifásico, com agitação 
magnética, na faixa  de 30-45 °C e em pH acima de 5,5. As concentrações celulares e do 
substrato influenciaram significativamente nas conversões.  Os solventes orgânicos com 
log P > 3,2 (hexano, heptano) foram os mais adequados e o aumento do volume da fase 
aquosa foi importante para manter as atividades catalíticas das enzimas. Utilizando a 
levedura C. glabrata, as condições ótimas para a bio-hidrogenação da chalcona 15a foram 
a  25 °C, pH 5,5, concentração celular  de 16,7 gL-1, sendo o sistema bifásico o método de 
proteção e/ou imobilização mais eficiente. Os efeitos dos substituintes dos anéis A e B das 
chalconas 15a-i são, em geral, pequenos e não foi observado correlação dos grupos 
doadores e retiradores de elétrons. Usando as mesmas condições experimentais, as 
quatro leveduras formaram a dehidrochalcona 19a quimiosseletivamente em 24 h de 
reação (~50%). Portanto, estas as leveduras apresentaram um grande potencial para 
serem utilizadas como biocatalisadores na hidrogenação de ligações duplas carbono-
carbono ativadas. O produto da biotransformação da (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-
ona mediada por FP foi dependente do sistema biocatalítico. Em sistema bifásico, o 
produto majoritário foi a 1,5-difenil-3-pentanona (23)  em 24 h (> 99%). Com a adição de 
trealose e sacarose no meio reacional, obteve-se a formação de dois produtos, sendo 
estes  a (1E)-1,5-difenil-1-penten-3-ona (22) e a 23. Concluindo, o uso de 
microorganismos como biocatalisadores na biotransformação de compostos carbonílicos 
α,β-insaturados em sistema bifásico mostra-se uma alternativa viável para a obtenção de 
cetonas saturadas, sendo usadas condições brandas de reação, reagentes de custo 
relativamente baixo além de ser um método menos poluente para o meio ambiente. 

 
Palavras-chave: compostos carbonílicos α,β-insaturados; microorganismos; sistema 
bifásico.  
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ABSTRACT 
 
In this study, a series of chalcones (15a–j) and (1E,4E)-1,5-diphenyl-1,4-pentadien-
3-one (16) were synthesized by base catalyzed aldol condensation. These 
compounds were used as substrates in biotransformation reactions mediated by 
Saccharomyces cerevisiae (baker’s yeast, BY, and industrial strains CAT-1 and 
PE-2) and Candida glabrata yeasts, in organic media or in biphasic systems. The 
α,β-unsaturated carbonyl compounds were obtained with good yield (50-94%) and 
were fully characterized by 1H NMR and IR spectroscopy and melting point. The 
compounds were reduced with NaBH4 to obtain racemic alcohols, used as 
standards in chromatography analysis. The biotransformation of these compounds, 
catalyzed by yeasts, was chemoselective, and formed only the corresponding 
saturated ketones. Using S. cerevisiae in the bio-hydrogenation of the chalcone 
15a, several reaction parameters were evaluated: biocatalytic system, yeast 
concentration, shaking rate, temperature, pH, substrate concentration, organic 
solvent and volume of aqueous and organic phases. The influence of substituent 
groups on rings A and B of chalcones 15a-i was also considered. The highest 
values for percent conversion to product (19a) were obtained in the reactions 
mediated by S. cerevisiae yeast in biphasic systems, with magnetic stirring, at 30-
45 °C and pH above 5.5. The cellular and substrate concentrations strongly 
influenced the conversion rates. The organic solvents with log P>3.2 (hexane, 
heptane) were the most appropriate, and an increase in the aqueous phase was 
important to retain the enzymes catalytically active. Using the C. glabrata yeast, the 
best conditions for the reduction of chalcone 15a were 25 °C, pH  5.5, and cellular 
concentration of 16.7 gL-1, and the most efficient protection and/or the 
immobilization was obtained using the biphasic system. The influence of 
substituents on rings A and B of chalcones 15a-i was, in general, low and no 
correlation between the donor and withdrawing electrons groups was observed. 
Using the same experimental conditions, the four yeasts formed the 
dehydrochalcone 19a in a chemoselective process in 24 h of reactions (~50%). 
Thus, the S. cerevisiae and C. glabrata yeasts presented a great potential to be 
used as biocatalysts in the hydrogenation of activated carbon-carbon double 
bonds. The biotransformation product of (1E,4E)-1,5-diphenyl-1,4-pentadien-3-one 
mediated by BY was also dependent on the  catalytic system. In a biphasic system, 
the major product obtained was 1,5-diphenyl-3-pentanone (23) after 24 h (>99%). 
With addition of trehalose or sucrose to the reaction medium, two products were 
obtained, these being (1E)-1,5-diphenyl-1-penten-3-one (22) and 23. In conclusion, 
the use of microorganisms as biocatalysts in the biotransformation of α,β-
unsaturated carbonyl compounds is a viable alternative to obtain saturated 
ketones, with mild reaction conditions, low cost reagents and low environmental 
pollution. 
 
Keywords: α,β-unsaturated carbonyl compounds; microorganism; biphasic system.  
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1. INTRODUÇÃO 

 
1.1. Considerações gerais 
 

As transformações microbianas e em particular aquelas mediadas por 

fermentos, tem sido largamente empregadas desde os primórdios da humanidade 

para a produção de pão, laticínios e de bebidas alcoólicas. Todas as aplicações 

deste o início usavam culturas de microorganismos mistos, e dirigidas para 

operações biotecnológicas em áreas da agricultura e nutrição humana. Foi L. 

Pasteur em 1862 quem estabeleceu a base científica destas antigas aplicações, 

principalmente com relação à oxidação do álcool etílico ao ácido acético usando 

uma cultura pura de Bacterium xylinum. A redução do furfural ao álcool furfurílico 

em condições anaeróbicas de fermentação na presença de fermento vivo foi a 

primeira “redução fitoquímica” de uma molécula orgânica. Uma condensação 

aciloínica envolvendo benzaldeído realizada na década 1910-1920, teve aplicação 

industrial na síntese da (-)-efedrina, constituindo-se no primeiro processo industrial 

combinando síntese microbiológica e química.1 

Apesar da extraordinária especificidade da catálise enzimática ter sido 

reconhecida há muito tempo, apenas recentemente tem sido aplicada na 

transformação seletiva de substratos não naturais, principalmente na produção de 

compostos quirais enantiomericamente puros. Atualmente, é amplamente 

reconhecido que compostos biologicamente ativos usados como medicamentos 

não devem ser empregados como racematos. Além disso, cada vez com mais 

intensidade, há uma absoluta necessidade de se desenvolver reagentes e 

processos ambientalmente compatíveis, uma das razões pelas quais os 

biocatalisadores tiveram este notável desenvolvimento nos últimos anos.1 

   

1.2. Enzimas 
  

As enzimas são proteínas especializadas na catálise de reações biológicas. 

Elas estão entre as biomoléculas mais notáveis devido a sua extraordinária 
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especificidade e poder catalítico, que são muito superiores aos dos catalisadores 

produzidos pelo homem.2  

Toda a enzima possui um sítio ativo, o qual constitui somente uma pequena 

porção do volume total e que está usualmente próximo ou na superfície, de forma 

a estar acessível às moléculas de substratos. O sítio ativo contém aminoácidos 

cujas cadeias laterais formam uma superfície tridimensional complementar ao 

substrato. Em certos casos, estudos de difração de raios X têm revelado na 

enzima uma pequena área ou fissura claramente definida, na qual o substrato, ou 

mesmo parte dele, pode se fixar.2,3  

A Figura 1 mostra uma representação esquemática da esturuta cristalina da 

lactato desidrogenase de Cryptosporidium parvum complexada com ácido lático e 

cofator NADH.4 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Representação esquemática da esturuta cristalina da lactato desidrogenase de 

Cryptosporidium parvum complexada com ácido láctico e cofator NADH.4 

 

Diferentemente de outras proteínas, as enzimas possuem atividade 

catalítica. Isto significa que simplesmente com a sua presença, e sem serem 

consumidas durante o processo, elas conseguem acelerar os processos químicos 
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que de outra maneira ocorreriam muito lentamente ou não totalmente. Ao contrário 

de catalisadores inorgânicos, como ácidos, bases, metais e óxidos metálicos as 

enzimas são muito específicas. Por apresentarem tais propriedades, elas têm sido 

amplamente utilizadas em síntese orgânica.5,6,7,8,9 As vantagens de se utilizá-las 

como catalisadores são: 

- As velocidades das reações catalisadas por enzimas são maiores por 

fatores de 106 a 1018 vezes do que as correspondentes não catalisadas. Para 

organismos vivos, aumentos de velocidade desta ordem de grandeza são 

importantes, pois permite que as reações ocorram com velocidades razoáveis 

mesmo nas condições normais que existem nas células vivas (isto é, pH 

aproximadamente neutro e temperatura na ordem de 20-35 °C).2,5 

- As reações enzimáticas, ao contrário das catalisadas por catalisadores 

químicos, ocorrem em condições relativamente suaves: pressão atmosférica, 

temperaturas abaixo de 100 °C e pH neutro.2,7 

- São quirais e podem apresentar alta enantiosseletividade.9,10,11 

Porém, o uso destes biocatalisadores ainda apresenta algumas 

desvantagens, tais como:  

- São encontrados na natureza somente em uma forma enantiomérica, a 

forma L. 

- Requerem controle dos parâmetros reacionais, tais como de temperatura e 

pH. 

- Apresentam uma maior atividade catalítica em água; 

- São propensos a sofrerem inibição por agentes químicos e físicos. 

- Podem causar alergias. 

Nos últimos anos tais desvantagens têm sido bastante amenizadas pelo 

aperfeiçoamento e desenvolvimento de diversas técnicas para reações 

biocatalíticas. Quando o processo não for satisfatoriamente seletivo, modificações 

simples nas condições experimentais podem influenciar tanto a estereoquímica 

quanto a enantiosseletividade. 
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As modificações mais comuns envolvem o uso de solventes orgânicos, 

adição de inibidores, técnicas de imobilização, utilização de enzimas mais 

resistentes (extremoenzimas) e/ou uso de líquidos iônicos.7,11,12,13,14 

 

1.3. Classificação das enzimas 
 

No Banco de Dados de Proteínas (PDB), encontram-se catalogados 55419 

tipos de macromoléculas (entre proteínas, peptídeos, vírus, carboidratos, ácidos 

nucléicos e complexos proteína/ácido nucléico). Várias enzimas têm sua 

seqüência de aminoácidos e estrutura tridimensional determinada através de 

cristalografia de raios- X e RMN-2D.2,3,4 

 A União Internacional de Bioquímica e Biologia Molecular (IUBMB) divide as 

enzimas em seis grandes classes, de acordo com o tipo de reação que catalisa, 

são elas as oxidorredutases, transferases, hidrolases, isomerases, liases e 

ligases.2,11 

Neste trabalho, serão utilizadas as oxidorredutases como biocatalisadores 

na biotransformação de compostos carbonílicos α,β-insaturados. A seguir serão 

apresentadas as propriedades destas enzimas e os tipos de reações que 

catalisam. 

As oxidorredutases são classificadas dentro de três categorias: 

desidrogenases (ou redutases), oxigenases e oxidases.11,15 Elas formam um grupo 

de enzimas que tem sido muito usado na redução de grupos carbonílicos de 

aldeídos e cetonas (C=O),16,17 da ligação dupla carbono-carbono (C=C)18,19,20,21,22, 

e mais recentemente na redução assimétrica de aril iminas (C=N).23 Devido a 

capacidade de converter substratos pró-quirais em produtos quirais opticamente 

puros, as oxidorredutases tem sido valiosas ferramentas para a síntese 

orgânica.11,24,25 

As enzimas da classe das desidrogenases são as que substituem o 

borohidreto de sódio nas reações de redução da carbonila e da ligação dupla 

carbono-carbono. Para tal, elas requerem como cofator nicotinamida adenina 

dinucleotídeo - forma reduzida (NADH, Figura 2) ou nicotinamida adenina 
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dinucleotídeo fostato - forma reduzida (NADPH, Figura 2), que tem um alto custo. 

Para contornar este problema o uso de microorganismos vivos íntegros tem sido 

utilizado para catalisar estas reações em química orgânica.26 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2 - Estrutura dos cofatores NADH (1) e NADPH (2). 

 

As células íntegras de microorganismo vem sendo muito utilizadas na 

produção de sintons quirais, devido a capacidade de catalisar reações com alta 

quimio, regio e enantiosseletividade. As vantagens das reações catalisadas por 

microorganismos são pricipalmente a alta estereosseletividade e o uso de 

condições reacionais brandas, tais como temperatura ambiente e pressão 

atmosférica, as quais minimizam os problemas de isomerização, racemização, 

epimerização e rearranjos que podem ocorrer durante os processos químicos.11,24 

 

1.4 Biotransformações mediadas por microorganismos 
 

Como citado anteriormente os microorganismos tem a capacidade de 

reduzir grupos carbonílicos de aldeídos e cetonas e da ligação dupla carbono-

carbono. Cada uma das reações será exemplificada a seguir com os respectivos 

mecanismos das enzimas que as catalisam. 

Como exemplo de redução de grupos carbonílicos, pode-se citar o trabalho 

desenvolvido por Ribeiro e col., onde eles realizaram a redução enantiosseletiva 

NAD+: X=H (1) 
NADP+: X=PO3

-2 (2) 



 6

do acetoacetato de etila (3) mediada por cinco diferentes microorganismos (Figura 
3). Eles observaram que dependendo do microorganismo utilizado o álcool obtido 

apresentava configuração absoluta R ou S. Por exemplo, a Hansenula sp e 

Aspergilus niger formaram os enantiomeros S-(4) e R-(4) com 81 e 30% de 

excesso enantiomérico, respectivamente.16  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3- Reação de redução do acetoacetato de etila com diferentes microorganismos.16 

 

Estas reações são catalisadas por enzimas (no interior do microorganismo) 

pertencentes à classe das desidrogenases, e são a L-(S)-lactato desidrogenase 

(E.C. = 1.1.1.27) e a álcool desidrogenase (E.C. = 1.1.1.1). As enzimas reduzem o 

substrato utilizando como cofator NADH, onde este entrega os equivalentes 

redutores para o substrato e sai na forma oxidada (NAD+), como é demonstrado 

no mecanismo a seguir quando estas enzimas reduzem os substratos naturais 

(estão mostrados apenas os aminoácidos que participam do sítio ativo da enzima) 

(Figura 4).11,26 
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Figura 4- Representação esquemática do possível mecanismo de ação da álcool 

desidrogenase (A) e  lactato desidrogenase (B) na redução do piruvato.  

 

Além de redução de β-cetoésteres que são substratos muito semelhantes 

ao piruvato e que é um substrato natural das desidrogenases, os microorganismos 

também apresentam a capacidade de reduzir outros compostos carbonílicos tais 

como as acetofenonas e seus derivados.27,28 

Recentemente Wang e col. estudaram a redução assimétrica da 4’-

metoxiacetofenona (MOAP) catalisada por células de Rhodotorula sp. AS2.2241 

imobilizada em alginato de sódio em sistema bifásico contendo liquido 

iônico/solvente orgânico (Figura 5).  Foi verificado que as células imobilizadas 

converteram o produto com mais eficiência quando comparadas com as livres, e 

que em sistema bifásico tampão/líquido iônico os problemas de inibição foram bem 

menores quando comparados com o monofásico aquoso.28 

 

 

 

 

(A) 

(B) 
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Figura 5- Redução assimétrica do MOAP catalisada por células de Rhodotorula sp 

AS2.2241, em sistema bifásico.28 

 

 Está bem documentado na literatura que além das reações de redução de 

carbonilas, que são várias, as desidrogenases no interior dos microorganismos 

podem reduzir ligações duplas ativadas com grupos polarizados tais como nitro, 

carbonilas ou hidroxilas.11,29 

As enzimas responsáveis por estas reações são as enonas redutases 

dependentes de NADH, que podem ser encontradas em muitos microorganismos 

tais como Clostridia, Proteus sp e S. cerevisiae (fermento de pão, FP).11 

A capacidade do FP em reduzir assimetricamente ligações duplas carbono-

carbono ativada foi descoberta em 1934, e desde esta data vários estudos vem 

sendo desenvolvidos visando melhorar a seletividade destas reações.11 

A biotransformação de compostos carbonílicos α,β-insaturados mediada por 

microorganismos, em muitos casos, pode resultar em uma mistura de cetona ou 

aldeído saturado, álcool saturado ou álcool alilico, devido ao fato das diferentes 

enzimas presentes nas células.11,19,30 

Kawai e col. estudaram a redução assimétrica de cetonas α,β-insaturadas 

com FP (Figura 6). Eles observaram que o produto majoritário formado na 

biotransformação do 3-metil-4-fenil-3-buten-2-ona (5a) com FP foi (S)-(+)-3-metil-
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4-fenil-2-butanona (6a) com 42% de rendimento e 71% de excesso enantiomérico. 

Em menor quantidade foi observado o 3-metil-4-fenil-3-buten-2-ol (7a) e o 3-metil-

4-fenil-2-butanol (8a), com rendimentos de 3 e 9%, respectivamente.19  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura 6- Redução de enonas α,β-dissubstituidas com FP.19 

 

Foi também observado que a estereosseletividade da redução da ligação 

dupla carbono-carbono foi fortemente influenciada pelos substituintes presentes no 

anel aromático. 

Recentemente Zagozda e col. obtiveram resultados similares na redução 

enantiosseletiva destas enonas mediadas por leveduras Geotrichum candidum, 

Mortierella isabellina e Rhodotorula rubra.18 Estes resultados mostraram que 

outros microorganismos além da levedura S. cerevisiae possuem a capacidade de 

hidrogenar a ligação dupla carbono-carbono de compostos carbonílicos α,β-

insaturados. 

Outro exemplo de redução de compostos carbonílicos α,β-insaturados 

mediada por microorganismos, é apresentado no trabalho de Huang e col. (Figura 
7). Estes pesquisadores realizaram a síntese do (S)-2-etil-hexan-1-ol (10a) via 

biorredução do 2-etil-hexan-2-enal (9) catalisada por FP comercial em meio 

aquoso. Os produtos formados em 1 h de reação foram o aldeído saturado 10a e o 

O
R

O
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álcool alilico 10b na proporção de 46:54. A configuração absoluta do álcool alilico 

formado foi a S.29   

  

 

 

 
 
Figura 7- Biorredução do 2-etil-hexan-2-enal com fermento de pão.29 

 

Rodrigues e col. usando a levedura Pichia stipitis CCT 2617 na redução de 

α-metilenocetonas aciclicas tais como, o 2-etil-1-fenilprop-2-en-1-ona (11) 

adsorvido em Amberlite XAD-7, obtiveram o (S)-2-etil-1-fenilprop-2-en-1-ol (13) 

como único produto com conversão de 65% e alto ee. (>99%) (Figura 8).31 

 

 

 

 

 
 
Figura 8- Síntese quimio-enantiosseletiva do (S)-2-etil-1-fenilprop-2-en-1-ol com a 

levedura Pichia stipitis adsorvida em Amberlite.31 

 

Para elucidar o mecanismo da transferência de hidrogênio, nas reações de 

redução de compostos carbonílicos α,β-insaturados mediadas por FP, Chu e col. 

realizaram estudos utilizando traços de isótopos quantitativos com abundância 

próxima ao natural e mediram a conversão por RMN-2H. Segundo os autores o 

hidrogênio incorporado no carbono β a carbonila é derivado do cofator NADPH e o 

hidrogênio incorporado no carbono alfa a carbonila é derivado do meio aquoso.32   

Na Figura 9, está apresentado uma representação esquemática da 

proposta mecanistica da redução de compostos carbonílicos α,β-insaturados 

mediadas FP, apresentada por Kawai e col.33 
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Figura 9- Representação esquemática da proposta mecanística da redução de compostos 

carbonílicos α,β-insaturados mediada FP.32 

 
1.5 Microorganismos 
 

A levedura S. cerevisiae é um microorganismo amplamente utilizado 

industrialmente na produção de biomassa, etanol, alimentos, proteínas, 

recombinantes, fármacos, feromônios e vacinas entre outros produtos de interesse 

comercial.34 O uso de S. cerevisiae para mediar reações orgânicas tem sido 

explorado há aproximadamente um século35,36 e suas células integras tem sido o 

biocatalisador mais popularmente utilizado na redução de compostos 

carbonilicos.11 

O fermento biológico de padaria, FP, é um microorganismo vivo (S. 

cerevisiae), é provavelmente o biocatalisador mais utilizado pelos químicos 

orgânicos em síntese assimétrica nos últimos anos.  São vários os motivos para 

este sucesso destacando a alta enantiosseletividade, rendimentos químicos 

comparáveis, ampla disponibilidade, custo desprezível, não requer adição de 

cofatores dispendiosos pois estão disponíveis nas células, e a facilidade de 

manuseio que não exige conhecimento de microbiologia, que tanto amedrontam os 

químicos e os afastam na hora da escolha entre um reagente químico e um 

microorganismo além do seu status de microrganismo seguro e não prejudicial à 

saúde.1,25,26 

A levedura S. cerevisiae também tem sido utilizada em grande escala no 

Brasil para a produção de álcool combustível. As linhagens industriais 
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denominadas CAT-1 e PE-2 foram selecionadas pela indústria na década de 90 

por apresentarem excelentes rendimentos, e alta tolerância aos estresses do 

ambiente industrial, e vem sendo utilizadas em grande escala na produção de 

etanol nas usinas e destilarias do Brasil. No periodo de 2007/2008 as duas 

linhagens juntas foram responsáveis por 60% da produção brasileira de álcool, 

correspondendo a 13,4 bilhões de litros.37,38 

Além da levedura S. cerevisiae  outros microorganismos tem sido utilizados 

como biocatalisadores em síntese orgânica. Como exemplos pode-se citar 

Aspergilus niger16, Geotrichum candidum18, Hansenula sp16 e Candida glabrata.22 

 A Candida glabrata é uma levedura haplóide amplamente utilizada na 

produção de piruvato na indústria química, farmacêutica e alimentícia.40 Até 

recentemente acreditava-se ser não-patogênico e totalmente inofensivo ao ser 

humano. Posteriormente, com o aumento do número de pessoas imunodeficientes, 

provou-se que a C. glabrata é um fungo extremamente oportunista que ataca 

principalmente as pessoas com altos índices de contaminação por HIV.41  

Com o intuito de avaliar a eficiência catalítica de outros  microorganismos  

na biotransformação de compostos carbonílicos α,β-insaturados, optou-se em 

utilizaram-se as leveduras S. cerevisiae (FP, CAT-1 e PE-2) e a C. glabrata visto 

que esta já foi utilizada associada à cofatores (NADH ou NADPH) como 

biocatalisador em reações de hidrogenação do citral para citronelol.22 

 

1.6. Microorganismos em meio orgânico 
 

A biocatálise em meio orgânico tem sido desenvolvida devido a baixa 

solubilidade em água de muitos compostos orgânicos de interesse comercial com 

potencial para serem transformados por enzimas e microorganismos. Entretanto, 

os solventes orgânicos podem causar danos irreversíveis na membrana 

hidrofóbica das células dos microorganismos, causando assim a inativação das 

enzimas ligadas a esta membrana. Portanto, são necessárias algumas alterações 

visando minimizar esses efeitos para proteger as células e manter sua atividade 
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catalítica em solvente orgânico, tais como o emprego de técnicas de imobilização 

e/ou o uso de açúcares.11,17,42   

A seguir, serão apresentadas as principais técnicas de proteção celular com 

açúcares e através da imobilização. 

 

1.6.1 Proteção celular por açúcares 
 

Como foi mencionado anteriormente o uso de solvente orgânico 

freqüentemente acarreta danos a membrana hidrofóbica das células dos 

microorganismos. Para contornar esse problema uma técnica que vem sendo 

muito utilizada é a adição de açúcares no meio reacional. Os açúcares 

especialmente a trealose e outros polióis, são conhecidos como estabilizadores 

das membranas protéicas.43,44 

A trealose (α-D-glicopiranosil-α-D-glicopiranosídeo) é um dissacarídeo não-

redutor composto por duas moléculas de glicose unidas por ligações α- α-1,1-

glicosídicas amplamente encontrado em bactérias, fungos, plantas e insetos mas 

aparentemente ausente em vertebrados (Figura 10).2,43,44,45  
 

 
 

 
 
Figura 10- Estrutura da trealose. 

 

Durante muito tempo acreditou-se que a trealose era um carboidrato de 

reserva. Entretanto, o papel mais importante que a trealose desempenha nas 

células de levedura é de estabilizar a membrana celular em condições de 

estresse.43,44,45,46  

Os grupos OH equatoriais nas moléculas de açucares são responsáveis por 

ordenar as moléculas de água, aumentando sua estruturação, protegendo as 

membranas protéicas quando expostas a altas temperaturas e/ou aos solventes 

orgânicos. 
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Albuquerque e col. verificaram a influência de açúcares na redução 

enantiosseletiva do acetoacetato de etila (4) usando levedura S. cerevisiae 

haplóide W303-1A em solvente orgânico (Figura 11).  As maiores conversões no 

álcool (S)-(+)-3-hidroxibutanoato de etila (4) (ee > 99%) foram obtidas quando as 

reações foram mediadas pela levedura crescida em glicerol/EtOH e com a adição 

de trealose no meio reacional. Entretanto, quando a reação foi realizada com a 

levedura crescida em glicose e protegida por sacarose, não foi observado a 

formação do produto, devido ao fato deste dissacarídeo ser consumido durante a 

reação o que não ocorre com a trealose.24 

 

 
 
 
 
Figura 11- Biorredução do acetoacetato de etila mediada por células de S. cerevisiae 

W303-1A em meio orgânico.24 

 

1.6.2 Imobilização 
 

Uma outra maneira eficiente de proteger as células do meio orgânico é 

através da imobilização. As enzimas e os microorganismos estão sujeitos a 

inativação por fatores químicos, físicos ou biológicos, como decorrência da 

estocagem ou mesmo durante o uso. Para a manutenção da atividade catalítica, a 

técnica de imobilização em diferentes suportes é uma das mais utilizadas na 

biocatálise, sendo bastante aplicada para mediar reações de interesse sintético em 

solvente orgânico. A imobilização do biocatalisador, sem prejuízo de sua atividade 

por um razoável período de tempo, pode assegurar a reciclagem e o uso em 

reatores contínuos, resultando em economia nos processos industriais.11,47,48,49  

Muitos métodos de imobilização de biocatalisadores estão disponíveis. Os 

principais são os sistemas bifásicos, enzima em suspensão (método de Klibanov), 

em micelas reversas, em géis, microencapsulados ou confinados em matrizes 

poliméricas, fisicamente imobilizados (por adsorção ou ligação da enzima em um 

O

O O

(3)

S. cerevisiae W 303-1A

n-hexano, 25 °C, agitação
O

OH O

S-(+)-(4)
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material insolúvel), ou ainda através de ligações cruzadas com o uso de um 

reagente multifuncional.50,51,52,53 

A adsorção do biocatalisador em suporte macroscópico insolúvel em água é 

o método mais simples de imobilização. Pode ser aplicada para enzimas isoladas 

assim como para células íntegras.54,55 As forças de adsorção são bastante 

variadas, tais como as forças de van der Waals, interações iônicas e ligações de 

hidrogênio, são relativamente fracas, e em geral não interferem na atividade 

enzimática.10,55,56  

Entretanto, o desprendimento do suporte pode ocorrer se pequenas 

mudanças reacionais são feitas, como a variação na concentração do substrato, 

temperatura ou pH.57,58 Diferentes materiais orgânicos ou inorgânicos podem ser 

empregados como suporte neste tipo de imobilização, tais como carvão ativado, 

silicatos, oxido de alumínio, géis poliméricos, terra diatomácea, nanoparticulas e 

celulose entre outros. 51,52,59,60 

Um outro método de imobilização que vem sendo utilizado em biocatálise, é 

o sistema bifásico. Este sistema é formado por uma fase aquosa onde as células 

são suspensas, e por uma orgânica onde o substrato e o produto são solúveis, 

necessitando de agitação mecânica continua para que ocorra a reação. As 

principais vantagens deste método incluem a facilidade na separação do 

biocatalisador do produto obtido, minimização da inibição da atividade biocatalítica 

causada pelo substrato, e a presença da fase aquosa, mais favorável ao 

biocatalisador do que o meio orgânico.11,42,52,61,62,63 

 

1.7. Compostos carbonílicos α,β-insaturados      

     

Os compostos carbonílicos α,β-insaturados são matéria prima de grande 

importância em síntese orgânica devido ao fácil acesso sintético e versatilidade 

química. Eles possuem em sua estrutura molecular uma carbonila conjugada a 

uma ligação dupla carbono-carbono. Tais substâncias comportam-se como 

eletrofílos ambidentes e podem reagir com nucleófilos, levando à formação tanto 

de produto de adição 1,4 quanto 1,2. Além disso, essas substâncias apresentam 
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propriedades básicas devido à presença dos pares de elétrons não compartilhados 

no oxigênio da carbonila e propriedades ácidas quando possuem pelo menos um 

átomo de hidrogênio em C5 (Hγ).  

A Figura 12, sumariza essas diferentes possibilidades reacionais.64 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figura 12- Possibilidades reacionais dos compostos carbonílicos α,β-insaturados.64 

 

Como exemplos desta classe de compostos, estão incluídas as (2E)-1,3-

diaril-2-propen-1-ona (chalconas) (15a-i) e a (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-

ona (dibenzalacetona) (16). 

 

1.7.1 Chalconas 
 

As chalconas ou (2E)-1,3-diaril-2-propen-1-ona são consideradas uma das 

maiores classes de compostos naturais, comumente encontradas em frutas, 

vegetais, condimentos, chás e tem sido recentemente assunto de grande interesse 

devido a suas propriedades farmacológicas.65,66  

Muitas chalconas podem ser utilizadas como anti-oxidantes, antiflamatórios, 

inibidores de carcinogênese pulmonária, anti-malárico e anti-leishmanicida, 

antibactericida, antifúngico e antiviral.65,66 

As chalconas pertecem a família dos flavonóides. Estruturalmente elas 

apresentam dois anéis aromáticos ligados por três carbonos tendo neles um 

carbono = caráter eletrofílico; oxigênio = caráter básico 
Hγ = caráter ácido 
 

: Nu = nucleófilo     do grego philos = afinidade 
E = H+, ácido de Lewis ou eletrófilo    nucleófilo = afinidade por núcleos 
B: = Bases      eletrófilo = afinidade por elétrons 

R'
Hγ

R

R

R

O
1

2

345B:

:Nu
ataque 1,4

:Nu
ataque 1,2
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sistema carbonílico α,β-insaturados (Figura 13).67 

 

 

 

 

                                 

  

 
Figura 13- Estrutura de algumas chalconas.       

 

Alberton e col. avaliaram o efeito de chalconas derivadas do piperonal e de 

acetofenonas substituídas na glicemia de ratos hiperglicêmicos. Eles observaram 

que as chalconas derivadas do piperonal diminuíram significativamente a glicemia 

em ratos hiperglicêmicos, sendo que as substituições nas posições 3’ e/ou 4’ do 

anel A foram essenciais para a atividade hipoglicemiante desses compostos.68  

. 

1.8. Cromatografia gasosa 

 
Um método muito utilizado para a análise de mistura de enantiômeros é a 

cromatografia gasosa com fase quiral. Esse método está baseado em associações 

moleculares que podem levar a um reconhecimento quiral suficiente que resulte 

em uma resolução enantiomérica. A razão dos picos fornece uma medida da 

composição enantiomérica da amostra precisa e quantitativa. Tais medidas podem 

ser realizadas com um alto grau de precisão.69 

As ciclodextrinas (CD) ou seus derivados (α, β, γ) têm sido aplicadas com 

muita ênfase na separação de enantiômeros pela cromatografia líquida ou gasosa, 

através do desenvolvimento de colunas com fases estacionárias quirais.70,71,72 

Nesta técnica utiliza-se de uma fase estacionária quiral (ex. β-CD), a qual 

tem um agente de alta pureza enantiomérica que auxilia na resolução.69,72 

O enantiômero a ser analisado é submetido a interações diasteroisoméricas 

rápidas e reversíveis com a fase estacionária e, portanto, pode ser eluído em 

O

R1 R2

15a-i

a: R1 = H; R2 = H
b: R1 = H; R2 = 4-OCH3
c: R1 = H; R2 = 3,4-OCH3
d: R1 = H; R2 = 3,4-(OCH2O)
e: R1 = H; R2 = 4-NO2
f: R1 = 4-OCH3; R2 = H
g; R1 = 3,4-OCH3; R2 = H
h: R1 = 3,4-(OCH2O); R2 = H
i: R1 = 4-NO2; R2 = H

A B
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diferentes velocidades. A resolução dos enantiômeros pela cromatografia baseia-

se na diferença entre energias livres de formação dos intermediários 

diasteroisoméricos transitórios formados durante a eluição. A designação da 

configuração absoluta, portanto, envolverá a correlação da configuração molecular 

com a ordem da eluição do enantiômero. Outro fator importante no parâmetro de 

CG é o da separação do pico, chamado de seletividade.69,72 

A conversão é calculada pela razão das áreas dos picos referentes ao 

reagente e aos produtos, e o excesso enantiomérico é calculado através da 

Equação 1. 

100
)(cos

)((%)..
21

1 X
AAprodutosdospidosÁreas

AprodutodopicodoÁreaee
∑ +

=   Eq. 1 

Existem certamente limitações para o método, algumas das quais são 

características para a cromatografia gasosa. As amostras deverão ser 

suficientemente voláteis e termicamente estáveis e, é claro, deverá ser 

quantitativamente resolvida na fase quiral do CG.73 

A partir destas considerações teóricas, a seguir serão apresentados os 

objetivos geral e específicos realizados neste trabalho. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo geral 

 
Preparar e caracterizar compostos carbonílicos α,β-insaturados, e utilizá-los 

na reação de bio-hidrogenação mediada pelas leveduras Candida glabrata e 

Saccharomyces cerevisiae em meio orgânico ou em sistema bifásico. 

  

2.2. Objetivos específicos 
 

 Sintetizar, purificar e caracterizar por técnicas de IV, RMN-1H e CG-EM, os 

compostos carbonílicos α,β-insaturados tais como as (2E)-1,3-diaril-2-

propen-1-onas (15a-i) e a (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona (16) para 

serem utilizados como substratos na reação de bio-hidrogenação mediada 

por leveduras.  

 

 Preparar, purificar e caracterizar por técnicas de IV, RMN-1H e medidas de 

rotação óptica, os álcoois racêmicos obtidos através da redução dos 

compostos carbonílicos α,β-insaturados com borohidreto de sódio. 

 

 Cultivar uma linhagem de levedura C. glabrata (LEMI-8228), em meio rico 

contendo diferentes fontes de carbono (glicose, glicerol e lactato).  

 

 Utilizar as leveduras C. glabrata e S. cerevisiae como catalisadores nas 

reações de bio-hidrogenação da chalcona 15a em diferentes sistemas 

biocatalíticos, visando avaliar a influência da concentração das leveduras, 

temperatura reacional, pH da solução tampão do sistema bifásico, 

concentração do substrato, solvente orgânico e variação dos volumes das 

fases aquosa e orgânica. 
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 Verificar o efeito dos grupos substituintes dos anéis A e B das chalconas 

15b-i, após otimização das condições experimentais da reação de bio-

hidrogenação da chalcona 15a mediada pelas leveduras S. cerevisiae.  

 

 Comparar os resultados obtidos na reação de bio-hidrogenação da 

chalcona 15a catalisada pela levedura C. glabrata com os obtidos utilizando 

as leveduras S. cerevisiae. 

 

 Realizar a biotransformação da (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona (16) 

mediada por fermento de pão comercial em diferentes sistemas 

biocatalíticos. 

 

 Comparar os resultados obtidos com outros reportados na literatura. 
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3 PARTE EXPERIMENTAL 
 

3.1 Equipamentos 
 

 Agitadores magnéticos (Dist); banho termostatizado (Micro Química 

MOBTZ99-20); rotaevaporador (Buchi 461); balanças analíticas Marte A 500; 

shaker (Certomat MO); cromatógrafo a gás (Shimadzu GC-14B) equipado com 

coluna capilar de fase estacionária quiral da CHROMPACK (CP 7502 Chirasil - 

Dex CB 25 m x 0,25 m x ID x 0,25 μm ); polarímetro (Schmidt + Haensch); 

centrifuga (Centrifugador excelsa baby, Fanem LTDA, Mod. 208N);  

espectrofotômetro de Perkin Elmer FT- IR 1600 (Central de Análise-UFSC); 

espectrômetro de RMN da Bruker AC 200F - 400MHz (Central de Análise-UFSC); 

espectrômetro GCMS-Q85050, coluna  J & W Cientific’ DB-5-M30 (Lab 210-

Professor Dr° Faruk Nome); espectrofotômetro B295 II Micronal (Lab. de 

graduação em Química Orgânica); autoclave vertical Phoenix (Lab. 309-Professor 

Dr° Ricardo Nunes); incubadora orbital Nova Ética N480 (Lab. 309-Professor Drº 

Ricardo Nunes) 

 
3.2 Reagentes, solventes e biocatalisadores 
 

Todos os reagentes e solventes utilizados foram de grau P. A. 

 

 Reagente e solventes: 

 

 Acetofenona (Riedel-di-Haen); 4-metoxiacetofenona (Merck); 4-

nitroacetofenona (Acros); 3,4-dimetoxiacetofenona (Vetec); 3,4-(metilenodioxi) 

acetofenona (Aldrich); benzaldeido (Vetec); 4-metoxibenzaldeido (Aldrich); 4-

nitrobenzaldeido (Fluka); 3,4-dimetoxibenzaldeido (Aldrich); 3,4-

(metilenodioxi)benzaldeido (Aldrich); borohidreto de sódio (Merck); hidróxido de 

sódio (Grupo Química); acetona (Vetec); ácido cítrico (Cromato produtos 

químicos); K2HPO4 (Vetec); sacarose  (Sigma); trealose  (Sigma); n-hexano (F. 

Maia); n-heptano (Vetec); cicloexano (Carlo Erba); tetracloreto de carbono (Vetec); 
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tolueno (F. Maia); clorofórmio (Vetec); diclorometano (Vetec); metanol (Grupo 

Química); clorofórmio deuterado (CIL); acetona deuterada (CIL); acetato de etila 

(Vetec); etanol (Grupo Química); éter de petróleo (Vetec); sílica gel 60 para 

cromatografia em coluna 70-230 mesh (Vetec); montmorilonita K10 (K10) (Fluka) 

 

 Meios de cultivo:  

 

 Peptona bacteriológica (Biobrás); extrato de levedura (Biobrás); glicerol 85% 

(Vetec); ácido láctico (Química moderna); glicose (sigma) 

 

 Biocatalisadores: 

 

- Fermento biológico Fleischmann (leveduras secas de S. cerevisiae) 

- Linhagem CAT–1 de S. cerevisiae (leveduras secas) 

- Linhagem PE-2 de S. cerevisiae (leveduras secas)  

- Células de C. glabrata (linhagem LEMI-8228) 

 

3.3 Microorganismos e condições de cultivo 
 

As células da levedura Candida glabrata (linhagem LEMI-8228, gentilmente 

cedida pelo Prof. Dr. Arnaldo Lopes Colombo do Laboratório Especial de Micologia 

Médica da Universidade Federal de São Paulo), foram crescidas utilizando-se 

meio de cultura rico YP contendo 2% (m/v) peptona e 1% extrato de levedura e 

três diferentes fontes de carbono: 4% de glicose; ou 3% de glicerol; ou 2% de 

etanol e 3% de glicerol; ou 2% de ácido láctico. O pH foi ajustado para 5,0 com 

solução de HCl ou de KOH, os meios foram autoclavados a 121 °C durante 20 min 

e inoculadas com 0,5% (v/v) de uma pré-cultura crescida por 48 h em meio YP 

contendo 3% de glicerol como fonte de carbono. Os frascos contendo os meio de 

cultura foram incubados a 30 °C, sob agitação orbital constante a 160 rpm.  

O crescimento celular foi determinado espectrofotometricamente a 570 nm. 

O meio de cultivo foi diluído em água destilada a fim de se obter medidas de 
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absorbância ≤ 0,3.81 As células em fase de crescimento exponencial (determinada 

a partir da curva de crescimento), antes da exaustão da fonte de carbono, foram 

coletadas por centrifugação e lavadas com água destilada e utilizadas nos 

experimentos de bio-hidrogenação dos compostos carbonílicos α,β-insaturados. 

O peso das células foi estimado a partir da Equação 2.81  

 

Peso seco (g/L)= 0,35 x A570 x D             Eq. 2
  

onde A570 é a absorbância do meio de cultivo a 570 nm, D é o fator de diluição das 

amostras e 0,35 é o fator de conversão de absorbância para peso seco da 

levedura (determinado após secagem das células por 3-5 min em forno de 

microondas à potência máxima).81 

 As leveduras S. cerevisiae foram obtidas na sua forma seca pronta para uso 

(“active dry yeast”) no comercio local (fermento biológico Fleischmann, FP), 

enquanto que as linhagens CAT-1 e PE-2 foram gentilmente cedidas pela empresa 

Fermentec Ltda. Assistência Técnica em Fermentação Alcoólica (Piracicaba, SP) e 

descritas por Basso e col.38 

 

3.4 Procedimentos para a preparação dos compostos carbonílicos α,β-
insaturados 15a-i e 16 
 

3.4.1 Procedimento geral para a preparação das chalconas 15a-i 
 

Em um balão de 100 mL, munido de agitação magnética, adicionou-se 

aproximadamente 15 mL de etanol, acetofenona (21 mmol) substituída ou não e o 

benzaldeído (21 mmol) substituído ou não. Com o auxílio de uma pipeta Pasteur, 

foi gotejada lentamente algumas gotas (~8 gotas) de solução NaOH 50%, até 

atingir o pH ~10, e a mistura foi mantida a temperatura ambiente. A formação do 

produto foi acompanhada por cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando 

como eluente a mistura de n-hexano:acetato de etila (9:1 ou 6:4 v/v). Ao final da 

reação, a mistura foi deixada na geladeira por uma noite, sendo em seguida 

filtrada em funil de Buchner e o produto lavado com etanol a frio. As chalconas 
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foram recristalizadas com etanol absoluto a quente e a seguir determinou-se o 

ponto de fusão. O produto da reação foi pesado e então calculado o rendimento. 

As chalconas 15a-i foram caracterizadas e analisadas por técnicas de IV, RMN-1H 

e CG-quiral ou CG-EM, quando necessário. 

Os cromatogramas e os espectros de RMN-1H e IV das chalconas 15a-i 
encontram-se no ANEXO.  

 
 (2E)-1,3-difenil-2-propen-1ona (15a) 

 
O
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     15a 
C15H12O (208,3 gmol-1); tempo reacional 5 h; sólido amarelo claro; 3,5 g (80 

%); pf.: 53-54 °C (lit65 57-58 °C); Rf: 0,47 (n-hexano:acet.etila, 9:1 v:v); IV νmax/cm-1 

(KBr): 3050, 1663, 1606, 1572, 1446 1285, 988, 750, 687; RMN-1H (400MHz, 

CDCl3) δ(ppm): 7,42 (m, 3H, H3, H4, H5), 7,50-7,66 (m, 6H, H3’ e H5’, H4’, Hα, H2 

e H6), 7,82 (d, J=15,6Hz, 1H, Hβ), 8,03 (d, J=7,6Hz, 2H, H2’ e H6’); CG-quiral 

tr=14,9 min [Condições de programação: conforme descrito na Tabela 1]; CG-EM (m/z): 208 

(M +
• ), 207, 131, 105, 103, 77. 

 

 (2E)-3-(4-metoxifenil)-1-fenil-2-propen-1-ona (15b) 
 

O
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            15b 
C16H14O2 (238,3 gmol-1); tempo reacional 4 h; sólido amarelo; 3,1 g (62 %); 

pf.: 70 °C (lit65 75-77 °C); Rf: 0,32 (n-hexano:acet.etila, 9:1 v:v); IV νmax/cm-1 (KBr): 

3058, 2948, 1654, 1603, 1577, 1513, 1264, 1019, 985, 829, 770, 687; RMN-1H 
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(400MHz, CDCl3) δ(ppm): 3,86 (s, 3H, OCH3), 6,94 (d, J=8,4Hz, 2H, H3 e H5), 7,42 

(d, J=15,6Hz, 1H, Hα), 7,51 (dd 2H, H3’ e H5’), 7,60 (m, 3H, H2, H6 e H4’), 7,80 (d, 

J=15,6Hz, 1H, Hβ), 8,02 (d, J=7,2Hz, 2H, H2’ e H6’); CG-quiral tR=23,4 min 
[Condições de programação: conforme descrito na Tabela 1]. 

 

 (2E)-3-(3,4-dimetoxifenil)-1-fenil-2-propen-1-ona (15c) 
 

O
1'

5'

2'

4'

3' 1

5

2

4

3
α

β

6' 6

OCH3

OCH3

A B

 
 15c 
C17H18O3 (268,3 gmol-1); tempo reacional 48 h; sólido amarelo escuro; 4,7 g 

(84 %); pf.: 83-84 °C (lit74 87-89 ºC); Rf: 0,53 (n-hexano:acet.etila, 6:4 v:v); IV 

νmax/cm-1 (KBr): 3014, 2937, 1654, 1586, 1513, 1342, 1261, 1013, 850, 807, 777, 

696; RMN-1H (400MHz, CDCl3) δ(ppm): 3,93 (s, 6H, OCH3), 6,89 (d, J=8,0Hz, 1H, 

H5), 7,16 (s, 1H, H2), 7,24 (m, 1H, H6), 7,39 (d, J=15,6Hz, 1H, Hα), 7,50 (m, 3H, 

H3’, H5’ e H4,), 7,76 (d, J=15,6Hz, 1H, Hβ), 8,01 (d, J=7,2Hz, 2H, H2’ e H6’); CG-

quiral tR=33,7 min [Condições de programação: conforme descrito na Tabela 1]. 

 

 (2E)-3-(1,3-benzodioxol-5-il)-1-fenil-2-propen-1-ona (15d) 
 

O
1'

5'

2'

4'

3' 1

5

2

4

3
α

β

6' 6
A B

O

O

 
                                                    15d 
C16H12O3 (252,3 gmol-1); tempo reacional 3 h; sólido amarelo escuro; 4,7 g 

(94 %); pf.: 118 °C (lit65 117 °C); Rf: 0,66 (n-hexano:acet.etila, 6:4 v:v); IV νmax/cm-1 

(KBr): 2984, 2920, 1661, 1601, 1572, 1501, 1359, 1249, 1035, 1014, 783, 701; 

RMN-1H (400MHz, CDCl3) δ(ppm): 6,04 (s, 2H, OCH2O), 6,85 (d, J = 8,0Hz, 1H, 

H5), 7,13 (d, J = 8,0Hz, 1H, H6), 7,18 (s, 1H, H2), 7,38 (d, J=15,6Hz, 1H, Hα), 7,50 
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(m, 3H, H3’, H5’ e H4’), 7,74 (d, J=15,6Hz, 1H, Hβ), 8,01 (d, J = 7,2Hz, 2H, H2’ e 

H6’); CG-quiral tR=30,6 min [Condições de programação: conforme descrito na Tabela 1]. 

 

 (2E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenil-2-propen-1-ona (15e) 
 

O
1'

5'

2'

4'

3' 1

5

2

4

3
α

β

6' 6
A B

NO2 
  15e 
C15H11NO3 (253,2 gmol-1); tempo reacional 7 h; sólido amarelo escuro; 3,1 g 

(84 %); pf.: 160 °C (lit65160-163 °C); Rf: 0,78 (n-hexano:acet.etila, 9:1 v:v); IV 

νmax/cm-1 (KBr): 3072, 1664, 1587, 1414, 1337, 1216, 1013, 981, 846, 747; RMN-
1H (400MHz, CDCl3) δ(ppm): 7,54 (m, 2H, H3’ e H5’), 7,62-7,67 (m, 2H, H4’ e Hα), 

7,82(m, 3H, H2, H6, Hβ), 8,02 (d, J=7,6Hz, 2H, H2’ e H6’), 8,28 (d, J=8,8 Hz, 2H, 

H3 e H5); CG-quiral tR=34,6 min [Condições de programação: conforme descrito na Tabela 

1]. 

 

 (2E)-1-(4-metoxifenil)-3-fenil- 2-propen-1-ona (15f)     
                                                                                                                                                               

O
1'

5'

2'

4'

3' 1

5

2

4

3α

β

6' 6
A B

H3CO  
 15f 

C16H14O2 (238,3 gmol-1); tempo reacional 6 h; sólido amarelo claro, 3,5 g, 

(70 %); pf.: 100-101 °C (lit66 104-105 °C); Rf: 0,31 (n-hexano:acet.etila, 9:1 v:v); IV 

νmax/cm-1 (KBr): 3056, 2920, 1655, 1608, 1447, 1422, 1259, 1187, 1036, 828, 763, 

697; RMN-1H (400MHz, CDCl3) δ(ppm): 3,88 (s, 3H, OCH3), 6,98 (d, J=8,6Hz, 2H, 

H3’ e H5’), 7,41 (m, 3H, H3, H5 e H4), 7,54 (d, J=15,6Hz, 1H, Hα), 7,65 (m, 2H, H2 

e H6), 7,83 (d, J=15,6Hz, 1H, Hβ), 8,04 (d, J=8,6Hz, 2H, H2’ e H6’); CG-quiral 

tR=24,3 min [Condições de programação: conforme descrito na Tabela 1]. 
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 (2E)-1-(3,4-dimetoxifenill)-3-fenil-2-propen-1ona (15g) 
 

O
1'

5'

2'3' 1

5

2

4

3α

β

6' 6
A B

H3CO

H3CO 4'  
15g 

C17H16O3 (268,3 gmol-1); tempo reacional 4 horas; sólido amarelo; 4,1 g (72 

%); pf.: 82-83 °C (lit74 85-87 °C); Rf: 0,51 (n-hexano:acet.etila, 6:4 v:v); IV νmax/cm-1 

(KBr): 3064, 2964, 1654, 1602, 1583, 1513, 1417, 1309, 1258, 1024, 795, 754, 

684; RMN-1H (400MHz, CDCl3) δ(ppm): 3,96 (s, 6H, OCH3), 6,92 (d, J=8,4Hz, 1H, 

H5’),  7,40 (m, 3H, H3, H4 e H5), 7,54 (d, J=15,6Hz 1H, Hα), 7,62-7,68 (m, 4H, 

H2’, H6’, H2 e H6), 7,81 (d, J=15,6Hz 1H, Hβ); CG-quiral tR=36,5 min [Condições de 

programação: conforme descrito na Tabela 1]. 

 

 (2E)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-fenil-2-propen-1ona (15h) 
 

O
1'

5'

2'

4'

3' 1

5

2

4

3α

β

6' 6
A B

O

O
 

 15h 
C16H12O3 (252,3 gmol-1); tempo reacional 4 h; sólido amarelo claro; 4,3 g (78 

%); pf.: 97 °C (lit75 97-98 ºC); Rf: 0,65 (n-hexano:acet.etila, 6:4 v:v); IV νmax/cm-1 

(KBr): 3029, 2912, 1656, 1598, 1450, 1330, 1248, 1112, 1042, 933, 762, 681; 

RMN-1H (400MHz, CDCl3) δ(ppm): 6,06 (s, 2H, OCH2O), 6,91 (d, J=8,0Hz, 1H, 

H5’),  7,41 (m, 3H, H3, H4 e H5), 7,50 (d, J=15,6Hz 1H, Hα), 7,54 (s, 1H, H2’), 7,65 

(m, 3H, H6’, H2 e H6), 7,80 (d, J=15,6Hz 1H, Hβ ); CG-quiral tR=29,1 min [Condições 

de programação: conforme descrito na Tabela 1]. 
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 (2E)-1-(4-nitrofenil)-3-fenil-2-propen-1-ona (15i) 
 

O
1'

5'

2'

4'

3' 1

5

2

4

3α

β

6' 6
A B

O2N  
 15i 

C15H11NO3 (253,2 gmol-1); tempo reacional 5 h; sólido amarelo escuro; 3,2 

g (60 %); pf.: 146-147 °C (lit74 145-147 °C); Rf: 0,31 (n-hexano:acet.etila, 9:1 v:v); 

νmax/cm-1 (KBr): 3055, 1659, 1602, 1586, 1514, 1333, 1204, 999, 854, 745,  681; 

RMN-1H (400MHz, CDCl3) δ(ppm): 7,45-7,50 (m, 4H, H3, H4, H5 e Hα ), 7,66 (m, 

2H, H2 e H6),  7,84 (d, J=15,6Hz, 1H, Hβ), 8,15 (d, J=8,4Hz, 2H, H2’ e H6’), 8,36 

(d, J=8,4Hz, 2H, H3’ e H5’); CG-quiral tR=31,0 min [Condições de programação: 

conforme descrito na Tabela 1]. 

 
3.4.2 Preparação da (1E,4E)-1,5-difenil- 1,4-pentadien-3-ona (16) 
 

Em um erlenmyer de 500 mL, munido de agitação magnética e banho 

maria, adicionou-se 25 g (625 mmol) de hidróxido de sódio em 250 mL de água e 

200 mL de etanol. A mistura foi mantida a temperatura ambiente com agitação 

vigorosa. Foram adicionados metade de uma mistura previamente preparada de 

26,5 g (25,5 mL, 250 mmol) de benzaldeído puro e 7,3 g (9,3 mL, 125 mmol) de 

acetona. Após 15 min adicionou-se o restante da mistura benzaldeído-acetona.5 A 

formação do produto foi acompanhada por CCD utilizando como eluente uma 

mistura de n-hexano:acetato de etila (9:1). Ao final da reação, a mistura foi filtrada 

em funil de Buchner e o produto lavado com acetato de etila a frio. A 1,5-difenil-

1,4-pentadien-3-ona foi recristalizada com acetato de etila a quente, e determinou-

se o ponto de fusão. O produto da reação foi caracterizado e analisado por 

técnicas de IV, RMN-1H e CG-quiral e CG-EM.  

Os espectros de RMN-1H, IV e CG-EM de 16 encontram-se no ANEXO. 
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O
1

2
3

4
5

6

1 2
3

4
5

6

α

β

α

β

 
 16 
C17H14O (234,3 gmol-1); tempo reacional 6 h; sólido amarelo escuro; 14,2 g 

(50 %); pf.: 109 °C (lit76 112 ºC) ; Rf: 0,45 (n-hexano:acet.etila, 9:1 v:v); IV νmax/cm-1 

(KBr): 3022, 1648, 1591, 1339, 1190, 992, 757, 693; RMN-1H (400MHz, CDCl3) 

δ(ppm): 7,10 (d, J=16Hz, 2H, Hα), 7,41 (m, 6H, H3, H4 e H5),  7,62 (m, 4H, H2 e 

H6), 7,74 (d, J=16Hz, 2H e Hβ); CG-quiral tR=24,6 min [Condições de programação: 

conforme descrito na Tabela 1]; CG-MS (m/z): 234 (M +
• ), 131, 103, 77, 51. 

 

3.5 Procedimento geral para a redução dos compostos carbonílicos α,β-
insaturados via química 
  

Para obtenção dos álcoois racêmicos que serão utilizados como padrões 

nas análises de CG-quiral e de RMN-1H, os compostos carbonílicos α,β-

insaturados 15a-i e 16 foram reduzidos com NaBH4 de acordo com a metodologia 

descrita a seguir e adaptada da referência 76. Estes compostos serão também 

comparados com os obtidos nas reações de biohidrogenação.  

Foram adicionados lentamente, a temperatura ambiente, em um balão de 

fundo redondo, 0,50 g dos substratos carbonílicos α,β-insaturados dissolvidos em 

aproximadamente 20 mL de metanol e, a seguir adicionou-se NaBH4 em excesso 

(~0,30 g). A reação foi acompanhada por CCD utilizando como eluente n-

hexano:acetato de etila, (9:1 ou 6:4 v/v). Ao final da reação, a fase orgânica foi 

tratada com solução saturada de NaCl (BRINE) e extraída com 2 X 15mL de 

diclorometano. A fase orgânica foi seca com MgSO4 
e o solvente evaporado em 

rotaevaporador. Os correspondentes álcoois racêmicos 17a-i e 18 foram 

submetidos às análises de IV, RMN-1H, CG-quiral e medidas de rotação óptica.  

Os cromatogramas e os espectros de RMN-1H e IV dos álcoois 17a-i e 18 

encontram-se no ANEXO. 
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 (2E)- (R,S)-1,3-difenil-2-propen-1-ol (17a) 
 

1'

5'

2'

4'

3' 1

5

2

4

3α

β

6' 6

OH

H7A B

 
 17a 
C15H14O (210,3 gmol-1); tempo reacional 30 min; sólido branco; 0,42 g, (84 

%); pf.: 49 °C (lit77 56-57 °C); [α]D=0 (CHCl3, c=0,15 g/100 mL); Rf: 0,29 (n-

hexano:acet.etila, 9:1 v:v); IV vmax/cm-1 (KBr): 3345, 3027, 1599, 1493, 1450, 1010, 

966, 746, 696; RMN-1H (400MHz, CDCl3) δ(ppm): 1,61 (s, 1H, OH), 5,14 (m, 1H, 

H7), 6,40 (m, 1H, Hα), 6,66 (dd, J=3,2 e 16 Hz 1H, Hβ), 7,26-7,40 (m, 10H, H2, H3, 

H4, H5, H6, H2’, H3’, H4’, H5’ e H6’); CG-quiral tR=15,7 min [Condições de 

programação: conforme descrito na Tabela 1]. 

 

 (2E)- (R,S)-3-(4-metoxifenil)-1-fenil-2-propen-1-ol (17b) 
 

1'

5'

2'

4'

3' 1

5

2

4

3α

β

6' 6

OH

H7
OCH3

A B

 
     17b 

C16H16O2 (240,3 gmol-1); tempo reacional 1 h óleo; 0,40 g, (80 %); pf.(lit)78 

50-52 °C  [α]D=0 (CHCl3, c=0,12 g/100 mL); Rf: 0,17 (n-hexano:acet.etila, 9:1 v:v); 

IV vmax/cm-1 (KBr): 3400, 3033, 1606, 1512, 1252, 1173, 1029, 967, 831, 703; 

RMN-1H (400MHz, CDCl3) δ(ppm): 2,10 (s, 1H, OH), 3,75 (s, 3H, OCH3), 5,32 (d, 

J=5,6 Hz, 1H, H7), 6,21 (dd, J=6,4 e 15,6 Hz, 1H, Hα), 6,57 (d, J=16,0 Hz, 1H, Hβ), 

6,80 (d, J=8 Hz, 2H, H3 e H5), 7,21-7,40 (m, 7H, H2, H6, H2’, H3’, H4’, H5’ e H6’); 

CG-quiral tR=14,3 min [Condições de programação: conforme descrito na Tabela 1]. 
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 (2E)- (R,S)-3-(3,4-dimetoxifenil)-1-fenil-2-propen-1-ol (17c) 
 

1'

5'

2'

4'

3' 1

5

2

4

3
α

β

6' 6

OH

H7

OCH3

OCH3

A B

 

  17c 
C17H18O3 (270,3 gmol-1); tempo reacional 30 min; sólido branco; 0,43 g, (86 

%); pf.: 66-73 °C (lit*); [α]D=0 (CHCl3, c=0,18 g/100 mL); Rf: 0,45 (n-

hexano:acet.etila, 6:4 v:v); IV vmax/cm-1 (KBr): 3509, 3035, 2845, 1603, 1578, 1512, 

1417, 1152, 1018, 967, 698; RMN-1H (400MHz, CDCl3) δ(ppm): 2,22 (s, 1H, OH), 

4,03 (s, 6H, OCH3), 5,22 (m, 1H, H7), 6,41 (dd, J=15,6 e 6,4 Hz, 1H, Hα), 6,78 (d, 

J=15,6 Hz, 1H, Hβ), 7,08 (d, J= 7,6 Hz, 1H, H2), 6,94 (m, 2H, H5 e H6), 7,42-7,59 

(m, 5H, H2’, H3’, H4’, H5’ e H6’); CG-quiral tR=18,2 min [Condições de programação: 

conforme descrito na Tabela 1] [* não encontrado]. 

 

 (2E)- (R,S)-3-(1,3-benzodioxol-5-il)-1-fenil-2-propen-1-ol (17d) 
 

1'

5'

2'

4'

3' 1

5

2

4

3
α

β

6' 6

OH

H7
O

O
A B

 
      17d   

C16H14O3 (254,3 gmol-1); tempo reacional 30 min; óleo; 0,35 g, (70 %); óleo 

(lit79) [α]D=0 (CHCl3, c=0,13 g/100 mL); Rf: 0,54 (n-hexano:acet.etila, 6:4 v:v); IV 

vmax/cm-1 (KBr): 3550, 3405, 3031, 1610, 1502, 1449, 1236, 1192, 1043, 918, 765, 

701 1506, 1441, 1184, 1039, 918 761, 705; RMN-1H (400MHz, CDCl3) δ(ppm): 

2,14 (s, 1H, OH), 5,20 (d, J=6,4 Hz, 1H, H7), 5,90 (s, 2H, OCH2O), 6,20 (d/d, J=6,4 

e 16,0 Hz 1H, Hα), 6,54 (d, J=15,6 Hz, 1H, Hβ),  6,76 (m, 2H, H5 e H6), 6,90 (s, 

1H, H2), 7,37-7,41 (m, 5H, H2’, H3’, H4’, H5’, H6’); CG-quiral tR = 17,2 min 

[Condições de programação: conforme descrito na Tabela 1]. 
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 (2E)- (R,S)-3-(4-nitrofenil)-1-fenil- 2-propen-1-ol (17e) 

 

1'

5'

2'

4'

3' 1

5

2

4

3α

β

6' 6

OH

H7
NO2

A B

 
       17e 

C15H13NO3 (255,3 gmol-1); tempo reacional 1 h; sólido branco; 0,35 g, (70 

%); pf.: 80 °C (lit78 83-84 ºC); [α]D=0 (CHCl3, c=0,10 g/100 mL); Rf: 0,15 (n-

hexano:acet.etila, 90:10 v:v); IV vmax/cm-1 (KBr): 3335, 3082, 1650, 1593, 1512, 

1341, 1194, 1112, 973, 847, 741, 708; RMN-1H (400MHz, CDCl3) δ(ppm): 2,24 (s, 

1H, OH), 5,44 (d, J=4,8 Hz, 1H, H7), 6,55, (dd, J=5,6 e 16,0 Hz 1H, Hα), 6,79 (d, 

J=15,6 Hz, 1H, Hβ), 7,43 (m, 5H, H2’, H3’, H4’, H5’ e H6’), 7,42-7,52 (d, J=8,8, 2H, 

H2 e H6), 8,16 (d, J=8,8 Hz, 2H, H3 e H5); CG-quiral tR=34,8 min [Condições de 

programação: conforme descrito na Tabela 1]. 

 

 (2E)- (R,S)-1-(4-metoxifenil)-3-fenil-2-propen-1-ol (17f) 
 

 

1'

5'

2'

4'

3' 1
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3α

β

6' 6

OH

H7
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                  17f 

C16H16O2 (240,3 gmol-1); tempo reacional 30 mim; óleo; 0,43 g (86 %); óleo 

(lit79) [α]D = 0 (CHCl3, c = 0,20 g/100 mL); Rf: 0,16 (n-hexano:acet.etila, 9:1 v:v); IV 

vmax/cm-1 (KBr): 3387, 3029, 2833, 1609, 1511, 1447, 1250, 1173, 1032, 964, 833, 

694; RMN-1H (400MHz, CDCl3) δ(ppm): 2,48 (s, 1H, OH), 3,76 (s, 1H, OCH3), 5,27 

(d, J=5,6 Hz, 1H, H7), 6,33 (dd, J=6,0 e 15,6 Hz 1H, Hα), 6,61 (d, J=16,0 Hz, 1H, 

Hβ), 6,86 (d, J=8,0 Hz, 2H, H3’ e H5’), 7,20-736 (m, 7H, H2, H3, H4, H5, H6, H2’ e 

H6’), CG-quiral tR=14,5 min [Condições de programação: conforme descrito na Tabela 1] . 
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 (2E)- (R,S)-1-(3,4-dimetoxifenill)-3-fenil-2-propen-1ol (17g) 
 

1'

5'

2'

4'

3' 1

5

2

4

3α

β

6' 6

OH

H7

H3CO

H3CO
A B

 

 17g 
C17H18O3 (270,3 gmol-1); tempo reacional 1 h; sólido branco; 0,42 g (81 %); 

pf.: 75-79 °C (lit*); [α]D=0 (CHCl3, c=0,19 g/100 mL); Rf: 0,42 (n-hexano:acet.etila, 

6:4 v:v); IV vmax/cm-1 (KBr): 3509, 3002, 2834, 1593, 1518, 1447, 1258, 1145, 

1019, 860, 818, 755, 600; RMN-1H (400MHz, CDCl3) δ(ppm): 2,50 (s, 1H, OH), 

3,88 (s, 6H, OCH3), 5,34 (s, 1H, H7), 6,39 (dd, J=6,4 e 15,6 Hz 1H, Hα), 6,66 (d, 

J=15,6 Hz, 1H, Hβ), 6,86 (d, J=8,0 Hz, 1H, H5’), 6,96 (d, J=7,6 Hz, 1H, H6’), 7,02 

(s, 1H, H2’), 7,31-7,41 (m, 5H, H2, H3, H4, H5, e H6); CG-quiral tR=18,2 min 

[Condições de programação: conforme descrito na Tabela 1] [* não encontrado]. 

 

 (2E)- (R,S)-1-(1,3-benzodioxol-5-il)-3-fenil-2-propen-1ol (17h) 
 

1'

5'

2'

4'

3' 1
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4

3α

β

6' 6

OH

H7
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O
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17h 

C16H14O3 (254,3 gmol-1); tempo reacional 1 h; óleo; 0,43 g (86 %); [α]D=0 

(CHCl3, c=0,23 g/100 mL); Rf: 0,50 (n-hexano:acet.etila, 6:4 v:v); IV vmax/cm-1 

(KBr): 3565, 3027, 2894, 1607, 1487, 1441, 1250, 1091, 1037, 967, 935, 811, 747, 

698; RMN-1H (400MHz, CDCl3) δ(ppm): 2,15 (s, 1H, OH), 5,02 (m, 1H, H7), 5,97 

(s, 2H, OCH2O), 6,33-7,41 (m, 10H, Hα, Hβ,  H2’, H5’, H6’, H2, H3, H4, H5 e H6); 

CG-quiral tR=17,3 min [Condições de programação: conforme descrito na Tabela 1]. 
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 (2E)- (R,S)-1-(4-nitrofenil)-3-fenil-2-propen-1-ol (17i) 
 

1'

5'

2'

4'

3' 1
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3α

β

6' 6

OH

H7
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 17i 

C15H13NO3 (255,3 gmol-1); tempo reacional 1 h; sólido branco; 0,32 g (65 %); 

pf.: 56 °C (lit78 85-86 ºC); [α]D=0 (CHCl3, c=0,12 g/100 mL); Rf: 0,18 (n-

hexano:acet.etila, 90:10 v:v); IV vmax/cm-1 (KBr): 3518, 3111, 2893, 1597, 1516, 

1440, 1345, 1037, 973, 857, 742, 691; RMN-1H (400MHz, CDCl3) δ(ppm): 2,14 (s, 

1H, OH), 5,45 (d, J=7,2 Hz, 1H, H7), 6,28 (dd, J=7,2 e 15,6 Hz 1H, Hα), 6,69 (d, 

J=15,6 Hz, 1H, Hβ), 7,30 (m, 5H, H2, H3, H4, H5 e H6), 7,58 (d, J=8,4 Hz, 2H, H2’ 

e H6’), 8,16 (d, J=8,4 Hz, 2H, H3’ e H5’); CG-quiral tR=44,7 min [Condições de 

programação: conforme descrito na Tabela 1]. 

 

 (1E,4E)- 1,5-difenill-1,4-pentadien-3-ol (18) 
 

OH

H7
 

    18 
C17H16O (236,3 gmol-1); tempo reacional 30 min; sólido branco; 0,44 g (88 

%); pf.: 64-66°C (lit80 64 °C); Rf: 0,20 (n-hexano:acet.etila, 9:1); IV vmax/cm-1 (KBr): 

3385, 3023, 1578, 1492, 1447, 1266, 963,  751, 692; RMN-1H (400MHz, CDCl3) 

δ(ppm): 2,85 (s, 1H, OH), 4,34 (d, J=4,0 Hz 1H, OH), 4,95 (m, 1H, H7),  6,39 (dd, 

J=6,0 e 16,0 Hz 2H, Hα), 6,70 (d, J=16,0Hz, 2H, Hβ), 7,31-7,47 (m, 10H); CG-

quiral tR=25,3 min [Condições de programação: conforme descrito na Tabela 1]. 
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3.6 Imobilização do FP em montmorilonita K10  
 

Uma mistura contendo o biocatalisador, montmorilonita K10 (K10) na 

proporção 3:1 (suporte:biocatalisador)82 e 100 mL de água foi agitada 

vigorosamente durante 5 h  a temperatura ambiente. A mistura FP/K10 foi filtrada 

a vácuo em funil de Buchner, seca na capela à temperatura ambiente por 

aproximadamente 12 h e triturada até resultar em partículas finas.  

Após este processo, o FP/K10 foi armazenado em n-hexano e então 

utilizado nas reações de bio-hidrogenação dos compostos carbonílicos α,β-

insaturados. 

 
3.7 Biotransformação dos compostos carbonílicos α,β-insaturados mediados 
por microorganismos 

 

As reações de biotransformação dos compostos carbonílicos α,β-insaturados 

15a-i e 16 foram realizadas sob diferentes condições experimentais. Os 

biocatalisadores utilizados foram as células das leveduras Saccharomyces 

cerevisiae (FP, CAT-1, PE-2) e Candida glabrata.  

  Em um erlenmeyer de 125 mL, solubilizou-se o substrato carbonílico α,β-

insaturado (1,0 mmol)  em 30 mL de solvente orgânico, e  a seguir adicionou-se 30 

mL de solução tampão K2HPO4/ácido cítrico83 e o biocatalisador. Os frascos foram 

submetidos á agitação magnética com temperatura controlada. Foram retiradas 

alíquotas periodicamente do meio reacional e extraídas com diclorometano (2 X 15 

mL). A formação do produto foi analisada por cromatografia gasosa com fase 

quiral. 

 Para as reações onde utilizou-se  os açúcares como proteção celular, o 

procedimento experimental foi o seguinte: adicionou-se o biocatalisador em um 

erlenmeyer de 125 mL contendo 30 mL de solvente orgânico, onde 1,0 mmol do 

substrato já tinha sido previamente solubilizado. A seguir, adicionou-se lentamente 

2,5 mL de solução de trealose ou sacarose 10% ao meio reacional. Os frascos 

foram submetidos à agitação magnética com temperatura controlada. Foram 
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retiradas alíquotas periodicamente do meio reacional, e a formação do produto foi 

analisada por cromatografia gasosa com fase quiral. 

As quantidades utilizadas de biocatalisador e dos substratos assim como a 

temperatura, pH da solução tampão e solvente variaram conforme o experimento, 

e serão detalhadas no decorre da apresentação dos resultados e discussão.  

 

3.8 Determinação da conversão  
 

Para a determinação da porcentagem de conversão da biotransformação 

dos compostos carbonílicos α,β-insaturados, alíquotas do meio reacional foram 

retiradas periodicamente e analisadas no CG equipado com uma coluna capilar de 

fase estacionária quiral da CHROMPACK (Chirasil - DEX CB 25 m x 0,25 m x ID x 

0,25 μm). As condições de análise estão demonstradas na Tabela 1. 

 
Tabela 1- Condições de programação do CG-quiral e CG-EM. 

Parâmetros 
Coluna CP 7502 Chrirasil - DEX CB  

J & W Cientific’ DB-5-M30 
Temperatura inicial 100ºC 
Temperatura final 1 150ºC 
Temperatura final 2 200ºC 

Taxa de aquecimento 1 10ºC/min 
Taxa de aquecimento 2 5ºC/min 

Tempo final 1 1min 
Injetor: Split 200 250 

Detector: FID 275 
Pressão do gás carreador (H2) 75kPa 

Volume da amostra 2μL 
 

A conversão em produto foi calculada através da razão das áreas dos picos 

referentes ao reagente e ao produto. A Figura 14 apresenta um cromatograma de 

uma alíquota da reação de bio-hidrogenação da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona 
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mediada por FP comercial em sistema bifásico. A porcentagem de conversão 

calculada foi de 27%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14- Cromatograma obtido por CG-quiral para uma alíquota da reação de bio-

hidrogenação da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona mediada por FP em sistema bifásico (n-

hexano/tampão 30/30 mL, pH 4,5), 1 h,  25 ºC. [(B) chalcona 15a, (A) produto da reação de 

bio-hidrogenação]  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

Neste trabalho, realizaram-se a biotransformação de compostos 

carbonílicos α,β-insaturados tais como as (2E)-1,3-diaril-2-propen-1-onas 

(chalconas) (15a-i) e (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona (16) mediada pelas 

leveduras Candida glabrata (Cgl) e Saccharomyces cerevisiae (FP, CAT-1 e PE-
2). Primeiramente, serão abordados os resultados relacionados a síntese destes 

compostos e da redução com NaBH4 para a obtenção dos álcoois racêmicos que 

serão utilizados como padrões nas análises de cromatografia gasosa e RMN-1H. 

Em seguida, serão abordadas as reações de bio-hidrogenação desses substratos 

utilizando os biocatalisadores em meio orgânico ou em sistema bifásico. 

 

4.1. Preparação dos compostos carbonílicos α,β-insaturados 15a-i e 16  
 
4.1.1. Preparação das chalconas 15a-i 
 

As (2E)-1,3-diaril-2-propen-1-onas 15a-i foram preparadas a partir da 

reação de condensação aldólica entre diferentes benzaldeídos e diferentes 

acetofenonas, utilizando hidróxido de sódio como base e etanol como solvente, à 

temperatura ambiente (Figura 15).68  

  
O

CH3

O

R1 R2R1
H

O

R2

NaOH 50 % (m/v)

EtOH

15a-i

A B H2O

 
 
15a R1= H; R2= H                       15f R1= 4-OCH3; R2= H 

15b R1= H; R2= 4-OCH3           15g R1= 3,4-di-OCH3; R2= H 

15c R1= H; R2= 3,4-di-O CH3           15h R1=3,4-(OCH2O); R2= H 

15d R1= H;   R2= 3,4-(OCH2O)           15i R1= 4-NO2; R2= H 

15e R1= H; R2= 4-NO2  

 

Figura 15- Síntese das chalconas 15a-i, via condensação aldólica básica. 
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As chalconas 15a-i foram obtidas na forma sólida com coloração amarela de 

diferentes tonalidades e com bons rendimentos (60-94%). O tempo de reação foi 

dependente de cada composto sintetizado, variando de 1 até 48 horas. Os pontos 

de fusão obtidos experimentalmente apresentaram-se um pouco diferentes em 

algumas unidades em ºC quando comparados aos dados obtidos da literatura, 

possivelmente por não estarem corrigidos. Além da determinação do ponto de 

fusão e pelas análises de CCD todas as chalconas apresentaram apenas uma 

mancha, indicando assim a sua pureza. 

 
Tabela 2- Dados analíticos das chalconas 15a-i.  

Chalconas Tempo 
reacional  

(h) 

Rendimento 
(%) 

Rf pf (ºC) (pf lit)   

15a 5 80 0,47a 53-54 (57-58)65 
15b 4 62 0,32a 70-71 (75-77)65 
15c 48 84 0,53b 83-84 (87-89)74 
15d 3 94 0,66b 118-119 (117)65 
15e 7 84 0,78a 160 (160-163)65 
15f 6 70 0,31a 100-101 (104-105)66 
15g 4 72 0,51b 82-83 (85-87)74 
15h 4 78 0,65b 97-98 (97-98)74 
15i 5 60 0,31a 146-147 (145-147)74 

(a) n-hexano:acet.etila 9:1 (v:v) (b) n-hexano:acet.etila, 6:4 (v:v) 
 

Para todas as chalconas, substituídas ou não, foram realizadas análises de 

IV, CG-quiral, RMN-1H e de ponto de fusão como citado na parte experimental. 

Para a chalcona 15a além das análises citadas anteriormente, foi também 

realizada análise de CG-EM.  

A chalcona 15a foi selecionada para uma análise mais detalhada desta 

classe de compostos.  

A Figura 16, apresenta o espectro de infravermelho da (2E)-1,3-difenil-2-

propen-1-ona (15a).  
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Figura 16- Espectro de infravermelho da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona. [pastilha de KBr] 

 

No espectro de IV da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona, são observadas as 

bandas em 1663 cm-1 referente ao estiramento da ligação carbono oxigênio da 

carbonila (C=O) de compostos α,β-insaturados, e em 1606 cm-1 referente ao 

estiramento da ligação dos carbonos olefínicos conjugados com o grupo carbonila. 

Em 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.84 

 Na Figura 17, está demonstrado o cromatograma de CG-qurial da chalcona 

15a. Pela análise deste cromatograma, pode-se observar dois picos com tempo de 

retenção de 13,5 min e 17,3 min. O pico de maior intensidade (B-99,2%), refere-se 

a (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona e o pico com menor intensidade (A-0,80%), a 

alguma impureza e/ou um subproduto da reação de condensação aldólica entre o 

benzaldeido e a acetofenona.   
 

 
 
 

ν (cm-1) 
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Figura 17- Cromatograma de CG-Quiral da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona em CH3CN. 
[parâmetros operacionais: conforme descrito na Tabela 1] 

 

O espectro de RMN-1H da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona está 

demonstrado na Figura 18. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18- Espectro de RMN-1H da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona. [CDCl3, 400MHz] 
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No espectro de RMN-1H, são evidenciados um multiplete em 7,42 a 7,67 

ppm referentes aos hidrogênios 3’, 4’, 5’ 2, 3, 4, 5, 6 e α, um dublete centrado em 

7,83 ppm (J=16,0 Hz) referente ao hidrogênio β,  e um dublete centrado em 8,03 

ppm (J=8,0 Hz) referente aos hidrogênios 2’ e 6’. Os valores da constante de 

acoplamento (J) obtidos confirmam a geometria E para o grupo funcional alceno 

deste composto. Centrado em 6,63 e 7,02 ppm, observam-se dois dupletes com 

menor intensidade com constante de acoplamento de 12,0 Hz. 

Pela constante de acoplamento dos hidrogênios olefínicos pode-se afirmar 

que o composto majoritário (99%), cujo dublete apresenta uma constante de 

acoplamento é de 16,0 Hz é o isômero (E)-15a, e o produto em menor quantidade 

(1%) é o isômero (Z)-15a, cuja constante de acoplamento dos hidrogênios 

olefínicos é de 12,0 Hz. Os valores da constante de acoplamento dos hidrogênios 

olefinicos da (Z, E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona estão de acordo com os obtidos por 

Yoshizawa e col., sendo de 15,5 Hz para o isômero E de 12,5 Hz para o isômero Z. 

84,85  

A Figura 19, apresenta o espectro de CG-EM da chalcona 15a. A 

similaridade dos espectros de massas onde observa-se o íon molecular em m/z 

207 bem como os outros fragmentos característicos, são evidências de que os 

picos A e B correspondem aos isômeros (Z)-15a e (E)-15a, respectivamente e 

corrobora com os resultados obtidos por RMN-1H. 
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       Cromatograma 
 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19- Cromatograma e espectros de massas da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona 

dissolvida em CH2Cl2. [Parâmetros operacionais: conforme descrito na Tabela 1]  

 

Na Figura 20, estão apresentadas as propostas para os fragmentos 

correspondentes aos principais picos dos espectros de massas. O íon molecular e 

o pico base são observados em m/z de 208 e 77, respectivamente. 
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Figura 20- Propostas dos fragmentos para os principais picos obtidos nos espectro de 

massas da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona. 

 

Através da análise espectroscópica de RMN-1H, CG-EM e de infravermelho, 

foi possível observar os picos e bandas característicos para a confirmação da 

estrutura da chalcona sintetizada. 

 

4.1.2. Preparação da (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona (16) 
 

A (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona foi preparada conforme 

procedimento descrito na literatura a partir do benzaldeído e da acetona, utilizando 

NaOH como base e etanol como solvente, à temperatura ambiente (Figura 21).76 

 

 

O

H

H O

H

O H

H

H

H

m/z 208 (46 %)
m/z 207 (70 %)

O

m/z 77 (100 %) m/z 105 (31 %) m/z 131 (34 %)

m/z 103 (30 %)

15a

M



 45

O
NaOH 50 % (m/v)

EtOH
H

O

H3C CH3

O

2
16

2H2O
 

 
Figura 21- Síntese da (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona via condensação aldólica 

básica.  

 

A (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona foi obtida com rendimento de 50% 

em aproximadamente 1 h de reação. O ponto de fusão determinado foi de 109 ºC 

o que está de acordo com o citado na literatura (112 ºC).76 Através das análises de 

CCD, foi observado somente uma mancha com Rf  de 0,45 (n-hexano:acetato de 

etila 9:1 v/v).  

A (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona foi devidamente caracterizada por 

técnicas de IV, CG-quiral, RMN-1H e CG-EM.  

A Figura 22, apresenta o espectro de infravermelho da (1E,4E)-1,5-difenil-

1,4-pentadien-3-ona.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 22- Espectro de infravermelho de 16. [pastilha de KBr] 

 

No espectro de IV, são observadas bandas na região de 3022 cm-1 

referente ao estiramento da ligação C-H dos anéis aromáticos. Em 1648 e 1591 

ν (cm-1) 



 46

cm-1 observam-se as bandas de estiramento referentes as ligações C=O e C=C de 

compostos carbonílicos α,β-insaturados, respectivamente. Em 757 a 693 cm-1 são 

observadas bandas características das vibrações de deformação angular fora do 

plano das ligações carbono hidrogênio do anel aromático.84 

 A Figura 23, mostra o cromatograma da (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-

ona. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23- Cromatograma de CG-quiral da (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona em 

CH3CN. [Parâmetros operacionais: conforme descrito na Tabela 1] 

 

Pela análise de CG-quiral, pode-se observar a presença de dois picos, um 

em maior proporção com o tR de 24,6 min (94%) e outro em menor proporção com 

tR de 14,7 min (6%). O pico de maior área (B) refere-se a (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-

pentadien-3-ona, e o de menor área refere-se a alguma impureza e/ou subproduto 

da reação.  

A Figura 24, apresenta o espectro de RMN-1H deste composto em CDCl3. 
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 Figura 24- Espectro de RMN-1H da (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona. [CDCl3, 

400MHz] 

 

No espectro de RMN-1H são evidenciados um dublete centrado em 7,09 

ppm (J=16 Hz) que foi atribuído aos 2 hidrogênios α,  um dublete centrado em 7,75 

ppm (J=16 Hz) referente aos 2 hidrogênios β. Os sinais na região de 7,42 e 7,62 

ppm foram atribuídos aos hidrogênios 2, 3, 4, 5 e 6 dos anéis aromáticos. Estes 

dados são concordantes com os reportados na literatura. 

 A seguir, é apresentado o espectro de CG-EM para este composto (Figura 
25).  
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Figura 25- Cromatograma e espectros de massas da (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-

ona, em CHCl3. [Parâmetros operacionais: conforme descritos na Tabela 1]  

 

Pelas análises de CG-EM, pode-se observar que o pico B refere-se a 

(1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona, sendo que a presença do íon molecular 

em m/z 234 e dos outros fragmentos em 131, 103, 91 e 77 (pico base) são 

característicos deste composto. O pico A refere-se a alguma impureza que não foi 

possível ser identificada por esta análise.  

Na Figura 26 estão apresentadas as propostas para os fragmentos 

correspondentes aos sinais observados no espectro de massas do pico B. 
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Figura 26- Propostas dos fragmentos para os principais picos obtidos no espectro de 

massas da (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona. 

 

Portanto, as análises de IV, RMN-1H e CG-EM comprovam a obtenção da 

(1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona. 

 

4.2. Redução via química dos substratos 15a-i e 16 
 

Realizou-se a redução dos compostos carbonílicos α,β-insaturados 15a-i e 
16 via química utilizando borohidreto de sódio, para a obtenção dos álcoois 

racêmicos que serão utilizados como padrões nas análises de RMN-1H e de 

cromatografia gasosa quiral. (Figura 27)                                                                                              
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Figura 27- Reação de redução via química dos compostos carbonílicos α,β-insaturados 

15a-i e 16 com NaBH4. 

 
Os rendimentos, pontos de fusão e medidas de rotação otica ([α]D) dos 

compostos 17a-i e 18, estão listados na Tabela 3. 

Todos os álcoois preparados via redução química com NaBH4 foram obtidos 

com bons rendimentos (65-88%) em tempos de reação relativamente baixos (0,5 a 

1 h), e apresentaram medidas de rotação ótica igual a zero, comprovando a 

obtenção do produto racêmico. Este é um resultado esperado, considerando que o 

NaBH4 é um agente redutor aquiral. 64 
 

Tabela 3- Dados analíticos para os álcoois racêmicos 17a-i e o álcool 18.   

Álcool Tempo 
reacional (h) 

Rendimento 
(%) 

Rf pf (ºC) (pf lit) [α]D (CHCl3 
c, g/100mL)

17a 0,5 84 0,29a 49 (56-57)77 0 (0,15) 
17b 1 80 0,17a Óleo (50-52)78 0 (0,12) 
17c 0,5 86 0,45b 66-73 (*) 0 (0,18) 
17d 0,5 70 0,54b Óleo (oleo)79 0 (0,13) 
17e 1 70 0,15a 80 (83-84)78 0 (0,10) 
17f 0,5 86 0,16a Óleo (Óleo)79 0 (0,20) 
17g 1 81 0,42b 75-79(*) 0 (0,19) 
17h 1 86 0,50b Óleo (*) 0 (0,23) 
17i 1 65 0,18a 56 (85-86)78 0 (0,12) 
18 0,5 88 0,20a 64-66 (64)81 - 

(a) n-hexano:acet.etila, 9:1 (v:v); (b) n-hexano:acet.etila, 6:4 (v:v); (*) não encontrado. 
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Os espectros de RMN-1H em geral, apresentaram sinais característicos da 

formação dos álcoois, tais como um dublete em ~5,30 ppm, um duplo dublete em 

~6,30 ppm e  um  dublete em ~6,60 ppm, referente aos hidrogênios H7, Hα e 

Hβ, respectivamente. Nos espectros de IV, foram observadas bandas em 

aproximadamente 3417 (ν OH) e 1607 cm-1 (ν C=C).  Portanto, as análises de 

RMN-1H aliadas às de IV comprovam a formação dos álcoois.  

É importante ressaltar que na coluna utilizada para as análises de 

cromatografia gasosa, não foi possível observar a separação dos álcoois 

racêmicos. 

Os espectros de IV e RMN-1H e os cromatogramas dos álcoois 17a-i e 18   
estão apresentados no ANEXO. 

Após preparar e caracterizar todos os compostos carbonílicos α,β-

insaturados 15a-i e 16 e os álcoois 17a-i e 18, realizaram-se as reações de bio-

hidrogenação de 15a-i e 16 mediadas pelas leveduras S. cerevisiae e C. glabrata,  

em meio orgânico ou em sistema bifásico (SB).  Primeiramente, serão discutidos 

os resultados obtidos na reação de bio-hidrogenação das chalconas 15a-i e após 

os resultados obtidos com a (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona. 

  

4.3 Biotransformação das chalconas 15a-i catalisada por leveduras S. 
cerevisiae  
 
4.3.1 Biotransformação da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona (15a) 
 

Na literatura está bem documentado que a biotransformação de compostos 

carbonílicos α,β-insaturados pode resultar na redução completa do sistema 

carbonílico α,β-insaturado com a formação do álcool saturado, a redução exclusiva 

da carbonila levando ao álcool alílico correspondente ou a hidrogenação exclusiva 

da ligação dupla carbono carbono com formação da  cetona saturada.11,64   

Na Figura 28, são apresentados os possíveis produtos obtidos na 

biotransformação das chalconas 15a-i  
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Figura 28- Prováveis produtos obtidos na biotransformação das chalconas 15a-i mediada 

por leveduras. 

 
A fim de verificar qual foi o produto formado na biotransformação da 

chalcona 15a mediada por FP em sistema bifásico, foram retiradas alíquotas 

periodicamente, e a formação dos produtos analisada por cromatografia gasosa 

quiral e CG-EM.   

A Figura 29, mostra a sobreposição dos cromatogramas de uma alíquota 

da biotransformação da chalcona 15a mediada por FP em sistema bifásico (pH 

4,5), 1 h, temperatura ambiente (picos A e B), e do álcool racêmico formado via 

redução química da chalcona 15a com NaBH4 (pico C).  

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29- Sobreposição dos cromatogramas da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona (B), do 

(2E)-(R,S)-1,3-difenil-2-propen-1-ol (C) e do produto da reação biocatalisada (A) em 

CH3CN, c = 35 %. [Parâmetros operacionais: conforme descrito na Tabela 1] 
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Observa-se pela sobreposição dos cromatogramas que o produto formado 

na reação enzimática (pico A) e química (pico C) apresentam tempo de retenção 

de 14,4 e 18,1 min, respectivamente, indicando que o produto da reação da 

chalcona 15a catalisada por FP não foi o álcool racêmico.  

Para verificar qual foi o produto formado na biotransformação da chalcona 

15a mediada por FP em sistema bifásico, realizou-se análise de CG-EM. O 

cromatograma e os espectros de massas de uma alíquota desta reação estão 

demonstrados na Figura 30. 
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Figura 30- Cromatograma e espectro de massas da uma alíquota da reação enzimática 

da chalcona 15a mediada por FP em sistema bifásico, (Z)-chalcona (pico A), (E)-chalcona 

(pico C) produto da reação biocatalisada (pico B). [Parâmetros operacionais: conforme 

descrito na Tabela 1] 
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A análise do pico B mostra a presença do íon molecular em m/z 210 (25%) 

e de outros fragmentos em 105, 91 e 77, evidenciando que ocorreu a 

hidrogenação da ligação dupla carbono-carbono, formando o composto 19a. 

A Figura 31, apresenta as propostas dos fragmentos para os principais 

sinais obtidos no espectro de massas de uma alíquota da reação da (2E)-1,3-

difenil-2-propen-1-ona mediada por FP em sistema bifásico. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31- Propostas dos fragmentos para os principais sinais obtidos no espectro de 

massas de uma alíquota da reação da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona mediada por FP em 

sistema bifásico. 

 

Um resultado interessante que foi observado nos cromatogramas de CG-

quiral e CG-EM é que a (Z)-chalcona 15a não foi reduzida, e isto pode ter ocorrido 

devido ao encaixe não adequado deste substrato no sitio ativo, evidenciando 
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também a importância dos efeitos estéreos em reações biocatalisadas.11   

O produto obtido (pico B) na reação de bio-hidrogenação da chalcona 15a 

mediado por FP foi isolado, purificado por cromatografia em coluna e analisado por 

IV e RMN-1H. Na Figura 32, está demonstrado o espectro de IV.  
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 32- Espectro de infravermelho do produto obtido na reação de bio-hidrogenação 

da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona mediada por FP em sistema bifásico. [pastilha de KBr] 
 

O espectro de IV do produto da reação biocatalisada apresentou uma banda 

em 2922 cm-1 referente ao estiramento da ligação carbono hidrogênio de 

aromáticos, em 1740 cm-1 observa-se uma banda referente ao estiramento da 

ligação carbono oxigênio da carbonila (C=O). Em 741 a 694 cm-1 são observadas 

bandas características das vibrações de deformação angular fora do plano das 

ligações carbono hidrogênio do anel aromático. Este resultado também indica que 

o produto formado foi o da hidrogenação da ligação carbono-carbono.  

 

A Figura 33, mostra o espectro e RMN-1H do produto obtido na reação de 

bio-hidrogenação de 15a com FP em sistema bifásico. 

 

ν (cm-1) 



 57

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33- Espectro de RMN-1H do produto obtido na reação de bio-hidrogenação da 

(2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona mediada por FP em sistema bifásico. [CDCl3, 400MHz] 
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carbono-carbono. Os sinais em 2,36, 2,11, 1,37 e 0,95 ppm, correspondem a 

vestígios dos solventes acetona e n-hexano usados na limpeza do tudo e como 

meio reacional. 

 Através da análise destes dados, juntamente com as de CG-quiral, CG-EM 

e IV, discutido anteriormente, conclui-se que o composto formado via redução 

enzimática foi a dehidrochalcona 1,3-difenil-1-propanona (19a).  
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A partir da confirmação da estrutura do produto formado na reação de bio-

hidrogenação de 15a mediada por FP serão apresentados e discutidos os 

resultados obtidos desta reação catalisada pelas leveduras S. cerevisiae, sob 

diferentes condições, e a seguir os dados obtidos com a C. glabrata. 

Os estudos iniciais relacionam-se a otimização das condições experimentais 

da  reação de bio-hidrogenação da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1ona (15a) catalisada 

pelas leveduras S. cerevisiae (FP, CAT-1 e PE-2). Posteriormente, foi realizado o 

estudo da influência dos grupos substituintes em ambos os anéis aromáticos das 

chalconas 15a-i. 
 
4.3.2 Estudo dos sistemas biocatalíticos 
  

Esta bem documentado na literatura que o meio aquoso é o mais 

freqüentemente utilizado nas reações de redução mediadas por microorganismos, 

pois dessa forma as condições ambientais ideais para a sobrevivência dos 

microorganismos são mantidas. Entretanto, a solubilização do substrato no meio 

reacional e a posterior extração do produto formado tornam-se fatores limitantes 

ao processo, e podem ser superadas com o uso de solvente orgânico. 17,18, 19,20 

Para que as células mantenham sua atividade catalítica em solvente 

orgânico torna-se necessário protegê-las e, portanto o emprego de técnicas de 

imobilização e/ou de proteção celular deve ser estudado para cada sistema em 

particular.  

Para verificar o efeito de imobilização e de proteção celular na reação de bi-

hidrogenação da (2E)-1,3-difenil-2-prope-1-ona catalisada por FP, foram utilizados 

diferentes  sistemas reacionais, e os resultados estão apresentados na Figura 34. 

Estes incluem o uso do fermento de pão na sua forma livre (FP); imobilizado em 

mont-K10 (FP/K10); na presença de sacarose (FP/S) e trealose (FP/T); em 

sistema bifáscio (FP/SB); bem como em sistema bifásico na presença de sacarose 

(FP/SB/S) e trealose (FP/SB/T).  
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Figura 34- Efeito do sistema biocatalítico na reação de bio-hidrogenação da (2E)-1,3-

difenil-2-propen-1-ona mediada por FP. [condições reacionias: 208,0 mg (1,0 mmol) substrato, 

100,0 gL-1 FP, 30 mL de n-hexano, 2,5 mL trealose, 2,5 mL sacarose, 30 mL de solução tampão 

K2HPO4/ácido cítrico (0,2 M/0,1 M, pH 4,5), 18 g mont-K10, 25 ºC, agitação magnética, conversão 

determinada por CG-quiral] 

 
Como pode ser observado na Figura 34, as conversões em (2E)-1,3-difenil-

1-propanona (19a) foram dependentes do meio reacional utilizado. As maiores 

foram obtidas quando se utilizou os sistemas FP/SB, FP/SB/T e FP/SB/S, sendo 

de 27-90%, 35-85% e 39-83%, respectivamente no período de 1-5 horas. Após 24 

h, as conversões foram máximas ao utilizar estes sistemas. Foram obtidas 

conversões moderadas a ruins com os sistemas FP/S e FP/T no período de 1-5 h, 

sendo de 6-36% e 11-33%, respectivamente. Após 24 h as conversões foram de 

97% com o sistema FP/S e de 91% com o  FP/T.  

Quando o FP foi utilizado na forma livre ou imobilizado em K10, não foi 

observado a formação do produto. Este é um resultado esperado pois já está bem 

documentado na literatura que a adição de água ao meio reacional é indispensavel 

para promover as reações catalisadas por leveduras. 21,24,42,86,87  

 Como o sistema bifásico mostrou ser o método de imobilização e/ou de 
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proteção celular mais eficiente na reação de bio-hidrogenação da chalcona 15a 

mediada por FP, este foi utilizado nos estudos subseqüentes. 

 

4.3.3 Influência da concentração das leveduras 
 
 

A influência da concentração das leveduras S.cerevisiae (FP, CAT-1 e PE-
2) foi estudada na reação de bio-hidrogenação da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona 

(15a) em sistema bifásico a 25 ºC. As concentrações das leveduras utilizadas 

foram de  100,0, 66,7 e 33,3 gL-1. Os resultados obtidos estão apresentados na 

Figura 35. 

Como pode ser observado, aumentando a concentração das leveduras S. 

cerevisiae, as conversões em produto aumentam principalmente nas primeiras 

horas de reação. Em 5 h de reação as conversões aumentaram de 46-90%, 41-

87% e de 32-98% com o aumento da concentração das leveduras de FP, CAT-1 e 

PE-2 de 33,3 a 100,0 gL-1 respectivamente. Após 48 h, as conversões em 19a 

variaram pouco com o aumento da concentração de levedura, permanencendo 

entre 92 e 99% para as três leveduras.  
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Figura 35- Valores de conversões da reação de bio-hidrogenação de 15a  mediada por 

FP (A), CAT-1 (B) e PE-2 (C) em função do tempo com diferentes concentrações dos 

biocatalisadores 100,0 gL-1 (—▲—), 66,7 gL-1 (—●—) e 33,3 gL-1 (—■—). [Condições 

reacionais: 208,0 mg (1,0 mmol) substrato, 30 mL tampão K2HPO4/ácido cítrico (0,2 M/ 0,1 M, pH 

4,5), 30 mL n-hexano, agitação magnética, 25 ºC] 
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Para uma análise mais refinada da influência da concentração das 

leveduras S. cerevisiae na reação de bio-hidrogenação da chalcona 15a em 

sistema bifásico, a partir dos valores de conversão em função do tempo, obteve-se 

os dados de velocidade inicial que foram relacionados com a concentração do 

biocatalisador (Figura 36). 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
 
Figura 36- Velocidade inicial da reação de bio-hidrogenação de 15a em função da 

concentração da levedura PE-2 (—▲—), CAT-1 (—●—) e FP (—■—). [Condições 

reacionais: conforme descrito na Figura 35] 

 

Observa-se que dentro da faixa de concentração utilizada, a velocidade 

inicial aumentou de maneira linear com o aumento da concentração das leveduras 

S. cerevisiae. 

A maior velocidade inicial foi obtida com 100,0 gL-1 das leveduras FP, CAT-
1 e PE-2 sendo de 6,63x10-5, 7,02x10-5 e 7,65x10-5 mmol.L-1.h-1 respectivamente. 

Estes resultados mostram a eficiência similar destes biocatalisadores.  

Considerando estes resultados, o tempo de 3 horas e concentração de FP, 

CAT-1 e PE-2 de 100,0 gL-1 foram selecionados para os experimentos 

subsequentes. 
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4.3.4 Influência da agitação 
 

Um fator muito importante que deve ser avaliado nas reações 

biocatalisadas em sistema bifásico é a agitação devido ao fato desta influenciar na 

difusão e partição do substrato e produtos no sistema reacional.42,88 Entretanto, 

deve-se salientar que uma agitação muito forte pode causar a desativação da 

enzima por estresse mecânico e químico.11  

 Para avaliar o efeito da agitação na reação de bio-hidrogenção da 15a 
mediada por FP realizaram-se as reações em Shaker (agitação orbital, 150rpm), 

banho termostatizado tipo Dubnoff (agitação horizontal) e agitação magnética com 

temperatura controlada. Os resultados de conversão em produto em função do 

tempo de reação estão apresentados na Figura 37. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 37- Efeito da agitação na reação de bio-hidrogenação de 15a mediada por FP em 

sistema bifásico. [condições reacionais: conforme descrito na Figura 35, exceto a agitação e 

temperatura, (a) Temp. 25 ºC, (b) Temp. ambiente] 

 
 Pode-se observar, que a conversão em produto foi dependente do tipo de 

agitação utilizada. As maiores conversões foram obtidas quando a reação foi 

realizada em shaker (150 rpm) e agitador magnético, sendo de 35-99% e 27-99% 

no período de 1 a 24 h. Após este período as conversões em 19a atingiram o 

máximo (>99%) ao utilizar ambos os tipos de agitação. Quando as reações foram 
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realizadas em banho termostatizado tipo dubnoff, as conversões em 19a 

apresentaram uma cinética mais lenta, atingindo o máximo de 70% em 168 h. 

No período de 1-168 h não foi observado a formação do produto da redução 

da carbonila, sendo formado apenas a dehidrochalcona 19a.  

Lou e col. realizaram o estudo do efeito da agitação na redução assimétrica 

de acil silanos catalisada por uma levedura S. cerevisiae mutante irradiada por UV 

(UVSC II) imobilizada em alginato de sódio em sistema bifásico. Eles observaram 

que a ocorreu um aumento significativo na velocidade inicial da reação de redução 

com o aumento da velocidade de agitação até 150 rpm, sendo esta a mais 

adequada. Em velocidades maiores não foi observado um aumento significativo na 

conversão.89  

 É importante ressaltar que realizando a reação em shaker, não foi possível 

o controle adequado da temperatura, e como este é um parâmetro muito 

importante nas reações biocatalisadas, optou-se em utilizar o agitador magnético 

com temperatura controlada para realizar os experimentos subseqüentes, que 

incluem o efeito da temperatura, pH, concentração do substrato, solvente orgânico, 

volume da fase aquosa/orgânica e de grupos substituintes. 

 

4.3.5 Influência da temperatura 
 
 O efeito da temperatura em reações mediadas por enzimas está 

fundamentado em dois aspectos. O primeiro, é que com o aumento da 

temperatura, em geral, ocorre um aumento da velocidade reacional e isto pode ser 

explicado pela teoria de Arrhenius que se baseia na hipótese de que duas 

partículas devem se colidir na orientação correta e com energia cinética suficiente 

para que os reagentes sejam transformados em produtos.90 O segundo é que as 

enzimas possuem uma temperatura ótima na qual a sua atividade é máxima, 

sendo que uma variação brusca pode ocasionar a desnaturação da mesma e com 

conseqüência a diminuição e/ou perda da atividade catalítica.91 

A fim de verificar a influência da temperatura na reação de bio-

hidrogenação da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona catalisada pelas leveduras 

Saccharomyces cerevisie (FP, CAT-1 e PE-2) em sistema bifásico, variou-se a 
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temperatura de 25 a 50 ºC em pH 4,5, e os resultados estão apresentados na 

Figura 38. 

 

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 38- Efeito da temperatura na reação de bio-hidrogenação de 15a mediada pelas 

leveduras FP (  ), CAT-1 (  ) e PE-2 (  ) em sistema bifásico. [condições reacionais: conforme 

descrito na Figura 35, exceto a temperatura] 

 
 As conversões em produto aumentaram de 68-99% e de 75-99% com o 

aumento da temperatura de 25 a 30 ºC respectivamente, quando as reações foram 

mediadas pelas leveduras CAT-1 e PE-2. Na faixa de temperatura de 30 a 45 ºC, 

as conversões em 19a mantiveram-se constantes (~99%). Após 45 ºC, houve uma 

diminuição das conversões em produto.  

  Quando utilizou-se o fermento de pão as conversões em produto 

aumentaram de 65 para 93% com o aumento da temperatura de 25 para 35 ºC. 

Entre 35-45 ºC, as conversões em 19a foram de 93-94%, e à 50 °C e foi de 80%. 

 Estes resultados evidenciam a boa tolerância das leveduras S. cerevisiae 

em temperaturas maiores que 30 °C. Resultados similares foram obtidos por 

Matsuda e col. na redução assimétrica de acetofenonas em meio aquoso 

catalisada pela levedura Geotrichum candidum livre ou imobilizada em resina de 

troca iônica com polialilamina. Nas faixas de temperaturas de 30-40 ºC e de 30-50 

ºC, as conversões foram de aproximadamente 80%.92 
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 A partir destes resultados a temperatura de 35 ºC foi selecionada para os 

estudos subsequentes. 

 

4.3.6 Influência do pH do tampão 
 
 Um outro fator importante que deve ser avaliado nas reações catalisada por 

enzimas e/ou microorganismos é pH do meio reacional. Cada enzima apresenta 

um pH ótimo na qual sua atividade é máxima, e variações do pH podem 

desnaturar a enzima e como conseqüência conduzir a diminuição e/ou perda da 

atividade catalítica. Isso acontece devido a protonação ou desprotonação dos 

resíduos de aminoácidos do sítio ativo, ocasionado repulsões eletrostáticas na 

estrutura tridimensional e, como conseqüência, o rompimento das ligações de 

hidrogênio, importante para a manutenção da estrutura terciária.11   

 Para verificar a influência do pH na reação de bio-hidrogenação da (2E)-1,3-

difenil-2-propen-1-ona catalisada pelas leveduras S. cerevisiae em sistema 

bifásico, variou-se o pH da solução tampão de 3,5 a 12,0 a 35 ºC. Os resultados 

estão apresentados na Figura 39. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39- Efeito do pH da solução tampão na reação de bio-hidrogenação de 15a 
catalisada por FP (—■—), CAT-1 (—●—) e PE-2 (—▲—). [Condições reacionais: conforme 

descrito na Figura 35, exceto a temperatura e o pH] 
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Observa-se uma dependência da conversão em produto em relação ao pH 

da solução tampão. Com o aumento do pH de 3,5 a 4,5, as conversões em 19a 

aumentaram de 70-93%, de 36-96% e de 28-99% utilizando as leveduras FP, 

CAT-1 e PE-2, respectivamente. Acima do pH 5,5, as conversões, foram máximas 

utilizando as três leveduras.  

Resultados similares foram descritos por Lou e col. na redução assimétrica 

de acil silanos catalisada por uma levedura S. cerevisiae mutante irradiada por UV 

(UVSC II) imobilizada em alginato de sódio em sistema bifásico. Na faixa de pH 

estudada (5,5 a 9,0), as conversões em produto e os excessos enantioméricos 

foram de 83,6-95,3% e 92,8-95,8%, respectivamente.89   

Estes resultados, associados ao anterior, evidenciam a boa tolerância 

destas leveduras quanto a temperatura brandas e pHs neutros a básicos. 

A partir destes resultados, o pH de 5,5 foi selecionado para os estudos 

posteriores. 

 

4.3.7 Influência da concentração do substrato 
 

Alguns relatos na literatura,93,94,95 têm demonstrado que a mudança na 

concentração do substrato no meio reacional afeta não só a velocidade de reação, 

mas também a estereosseletividade da redução catalisada por leveduras. Isso 

ocorre devido ao fato de existirem vários tipos de oxidoredutases com diferentes 

estereosseletividades e diferentes afinidades pelo substrato. Além disso, a inibição 

pelo substrato pode ocorrer em diferentes concentrações para as diversas 

enzimas presentes. Portanto, é de grande importância analisar este efeito.  

Para avaliar o efeito da concentração do substrato na reação de bio-

hidrogenação de 15a catalisada por FP, CAT-1 e PE-2, foram realizadas uma série 

de experimentos com diferentes concentrações do substrato, sendo de 8,3-

83,3mM em sistema bifásico de n-hexano a pH 5,5 a 35 °C por 3 h. As conversões 

em produto em função da concentração do substrato estão apresentadas na 

Figura 40.  
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Figura 40- Efeito da concentração do substrato na reação de bio-hidrogenação de 15a 

catalisada pelas leveduras FP(  ) CAT-1(  ) e PE-2 (  ) em sistema bifásico. [condições 

reacionais: 100,0 gL-1 biocatalisador, 30 mL de n-hexano, 30 mL de solução tampão K2HPO4/ácido 

cítrico (0,2 M/0,1 M pH 5,5), agitação magnética, 35 ºC, 3 h, conversão determinada por CG-quiral] 

 

Observa-se que as conversões em produtos mantiveram-se em torno de 

99%, com aumento da concentração de substrato até 25 mM quando utilizou-se o 

FP como catalisador e 33,3 mM com a CAT-1 e a PE-2. Com o aumento na 

concentração do substrato, ocorreu uma pequena diminuição nas conversões, 

principalmente nas bio-hidrogenações com FP, indicando que existe uma inibição 

da atividade das enzimas presentes nas leveduras S. cerevisiae pelo substrato. 

Portanto, a concentração do substrato de 16,7 mM continuou sendo utilizada nos 

experimentos posteriores.  

Foi observado por Wang e col. um efeito similar na redução assimétrica da 

4’-metoxiacetofenona catalisada por células de Rhodotorula sp. AS2.2241 

imobilizada em alginato de sódio em meio aquoso (tampão Tris-HCl) e em sistema 

bifásico de liquido iônico/tampão.28  
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4.3.8 Estudo da influência do solvente orgânico 
 
 Os critérios mais importantes para a seleção do solvente orgânico em 

reações catalisadas por enzimas e/ou células íntegras em sistema bifásico, são a 

alta capacidade de solubilizar tanto o produto e o substrato, bem como a 

biocompatibilidade. Entretanto outras características são desejáveis tais como  

estabilidade química e térmica, baixa tendência de formar emulsão com a água,  

não biodegradabilidade, baixa periculosidade no manuseio e preços baixos.42 

 O parâmetro mais freqüentemente utilizado para classificar os solventes em 

termos de biocompatibilidade é o log P, que é definido como logarítmo do 

coeficiente de partição do solvente no sistema octanol/água. Segundo Laane e col. 

os solventes que possuem log P ≤ 2 são hidrofílicos, não sendo adequados para 

biocatálise porque alteram fortemente a interação água/biocatalisador, tornando-o 

inativo ou ocasionando a desnaturação. Os solventes com log P entre 2 e 4 são 

também hidrofílicos, mas perturbam menos a interação água/biocatalisador.  Os 

solventes com log P acima de 4 são hidrofóbicos, não alteram estas interações e 

deixam o biocatalisador no seu estado ativo.96 

Para avaliar o efeito do solvente na reação de bio-hidrogenação de 15a 

catalisada por FP em sistema bifásico, foram utilizados solventes com diferentes 

log P. Os resultados obtidos estão apresentados na Tabela 4. 

 
Tabela 4- Efeito do solvente orgânico na reação de bio-hidrogenação da chalcona 15a 

mediada por FP em sistema bifásico. (a)  

Solventes Log P Conversão (%)(b) 
n-heptano 4,0 99 
n-hexano 3,5 98 
cicloexano 3,2 98 

tetracloreto de carbono 3,0 63 
tolueno 2,5 57 

clorofórmio 2,0 1 
diclorometano 1,5 0 

(a), 208,0 mg (1,0 mmol) substrato, 100,0 gL-1 biocatalisador, 30 mL de n-hexano, 30 mL de solução tampão 
K2HPO4/ácido cítrico (0,2 M/0,1 M pH 5,5), agitação magnética, 35 ºC, 3 h (b) determinada por CG-Quiral. 
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Os resultados obtidos, em geral, corroboram com os de Laane e col. 

mostrando que a conversão a produto foi dependente do solvente orgânico.96 Os 

solventes com log P acima de 2,50, ou seja, os menos polares foram os mais 

eficientes, formando o produto com conversões entre 57 e 99%. Usando solventes 

com log P menores que 2,50, ou seja, os mais polares, o produto praticamente não 

foi formado (conversões de 0-1%). A baixa conversão em 19a com os solventes 

mais polares deve-se provavelmente ao fato destes retirarem a camada de água 

essencial ao redor da enzima, causando distorção na conformação nativa e, 

portanto, alterando a atividade catalítica do biocatalisador.11,42,57, 

 Li e col. observaram a mesma influência do solvente orgânico na redução 

assimétrica da 2-octanona mediada por fermento de pão FD-12 em sistema 

bifásico. Eles obtiveram conversões de 22,7-11,5% com os solventes com log P ≥ 

4 e de 6,9-0,4% com os solventes de log P < 4.97 

Os estudos subsequentes foram realizados com n-hexano, considerando os 

dados obtidos neste estudo e em outros reportados na literatura. 

 

4.3.9 Influência da variação da fase aquosa e da fase orgânica (Vaq/Vorg) 
 
 Nas biotransformações em sistema bifásico a variação das fases aquosa e 

orgânica influencia a área interfacial, que por sua vez afeta a velocidade de 

biotransformação. A fim de avaliar este efeito, realizaram-se as reações de bio-

hidrogenação da chalcona 15a utilizando diferentes volumes das fases aquosa e 

orgânica, mantendo-se o volume total da reação de 60 mL (Figura 41). 
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Figura 41- Efeito da variação das fases aquosa e orgância na reação de bio-

hidrogenaçãode 15a mediada por FP em sistema bifásico. [Condições reacionais: conforme 

descrito na Figura 40, exceto o volume das fases aquosa e orgânica] 

 

Observa-se que a variação do volume das fases aquosa e orgânica 

influencia significativamente a conversão em produto. As maiores conversões em 

19a (>99%) foram obtidas quando utilizou-se Vaq/Vorg de 50,0/50,0; 66,7/33,3 e 

83,3/16,7 v/v. 

 A partir destes resultados postula-se que, conforme esperado,  ao aumentar 

o volume de água diminui a probabilidade das células de entrarem em contato com 

o solvente orgânico e assim diminui os danos causados pelo solvente. Porém, ao 

utilizar somente água a conversão em produto diminuiu um pouco, e isto pode ter 

sido ocasionado pela diminuição da solubilização do substrato neste meio. 

 Estes resultados são concordantes com os anteriores apresentados, que 

mostram que na ausência de água, as enzimas presentes no FP perdem a 

atividade catalítica (ver item 4.3.2).  

 Bie e col. obtiveram resultados similares na dehidrogenação de 

metiltestosterona catalisada por Arthrobacter simplex AS1.94 em sistema bifásico 

para produzir metandienona que é um importante esteróide anabólico. A maior 

bioconversão (~90%) foi obtida com a razão volumétrica de 3org:7aq.98 
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 Considerado estes resultados, a Vaq/Vorg de 50,0/50,0 o que corresponde a 

30 mL da fase aquosa e 30 mL da fase orgânica, foi utilizado no próximo estudo, 

que se refere a influência dos substituintes nos anéis aromáticos A e B das 

chalconas 15a-i. 
 

4.3.10 Influência do grupo substituinte dos anéis aromáticos A e B das 
chalconas 15a-i na biotransformação mediada por leveduras S. cerevisiae 

 

Para realizar o estudo da influência dos substituintes dos anéis A e B das 

chalconas, foi feito um estudo prévio da quantidade de diclorometano adicionada 

no meio reacional, que foi necessário para aumentar a solubilidade de alguns 

substratos. 

Primeiramente, avaliou-se a solubilidade das chalconas 15b-i em n-hexano 

e diclorometano. As chalconas testadas apresentaram solubilidade moderada em 

n-hexano e alta em diclorometano. Como o diclorometano não foi um solvente 

eficiente na reação de bio-hidrogenação de 15a (vide Tabela 4) e o n-hexano foi 

um dos melhores, optou-se por realizar a reação destas chalconas em n-hexano e 

diclorometano  como co-solvente. 

A fim de verificar a influência da adição de pequenos volumes de 

diclorometano (1, 3 e 5 mL) nas conversões a produto, realizou-se a reação de 

bio-hidrogenação da chalcona 15a catalisada por FP em sistema bifásico (Figura 
42). 
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Figura 42- Influência da quantidade de diclorometano adicionada na reação de bio-

hidrogenação de 15a mediada por FP em sistema bifásico. [Condições reacionais: conforme 

descrito na Figura 40, exceto pelo volume de CH2Cl2] 

 

As conversões em 19a foram dependentes da quantidade de diclorometano 

adicionada ao meio reacional. Com a adição de 1 mL não houve variação na 

conversão em produto comparando com a reação realizada sem adição deste 

solvente. Com a adição de 3 e 5 mL, ocorreu uma diminuição significativa nas 

conversões em 19a, sendo de 86 e 62% respectivamente.  Portanto nos estudos 

do efeito dos substituintes, utilizou-se 1 mL de diclorometano. 

 As conversões em produto foram máximas, após 3 h de reação, e como o 

objetivo deste estudo foi de avaliar o efeito causado pelos substituintes doadores e 

retiradores de elétrons dos anéis aromáticos das chalconas substituídas, foi 

necessário realizar estes experimentos em um tempo menor, sendo este de 1 h. 

Está bem documentado na literatura que a adição de hidreto nas reações 

dos compostos carbonilicos α,β-insaturados catalisadas por leveduras, ocorre no 

carbono beta a carbonila.33 Isto pode ser explicado devido ao fato deste carbono 

apresentar um alto caráter eletrofílico.64  

Visando verificar a influência de grupos retiradores e doadores de elétrons 

dos anéis aromáticos A e B na reatividade do carbono beta a carbonila, frente a 

adição de hidreto realizaram-se as reações de bio-hidrogenação das chalconas 

15a-i medidas pelas leveduras S. cerevisiae.  
Na Tabela 5, estão apresentados as conversões em produto da 
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biotransformação das chalconas 15a-i mediadas pelas leveduras FP, CAT-1 e PE-
2, em sistema bifásico (pH 5,5), a 35 °C, por 1 h. 

 
Tabela 5- Bio-hidrogenação das chalconas 15a-i mediada por leveduras S. cerevisiae em 

sistema bifásico(a).  
O

R1 R2

19a-i

A B

 

 
dehidrochalcona

 

R1 

 

R2 

Conversão (%)(b) 
FP CAT-1 PE-2 

19a H H 79 92 96 
19b H 4-OCH3 97 97 94 
19c H 3,4-di-O CH3 16 2 8 
19d H 3,4-(OCH2O) 64 49 47 
19e H 4-NO2 94 74 63 
19f 4-OCH3   H 49 56 50 
19g 3,4-di-OCH3  H 57 30 40 
19h 3,4-(OCH2O)  H 74 91 91 
19i 4-NO2 H 62 45 47 

(a) 208,0 mg (1,0 mmol) substrato, 100,0 gL-1 biocatalisador,  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 ºC, 1 h, (b) determinada por CG-quiral 
 

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

anel aromático B deixem o carbono beta a carbonila mais reativo, e que os 

doadores de elétrons menos reativo frente a adição de hidreto. É esperado que 

grupos retiradores e doadores de elétrons do anel aromático A não interfiram 

muito na reatividade do carbono beta a carbonila.  
Pode-se observar na Tabela 5 que na reação de bio-hidrogenação das 

chalconas com substituintes doadores e retiradores de elétrons no anel A, as 

conversões em produto foram menores quando comparadas com as obtidas na 

reação da chalcona sem substituinte, exceto com a 15h que apresentou 
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conversões em produto similares as obtidas com 15a.  
Nas reações de bio-hidrogenação das chalconas com substituintes 

doadores e retiradores de elétrons no anel B, as conversões em produto foram 

maiores com a 15b (substituinte doador na posição para) e 15e (substituinte 

retirador na posição para), quando comparadas com as obtidas para a 15a. Para 

as chalconas com dois grupos doadores de elétrons (15c e 15d), as conversões 

em produto foram menores. 

 É importante e ressaltar que no intervalo de tempo analisado, somente 

houve a hidrogenação da ligação dupla carbono-carbono para todas as chalconas.  

A partir destes resultados, pode-se concluir que os efeitos eletrônicos dos 

grupos substituintes dos anéis aromáticos A e B são, em geral, pequenos e não se 

correlacionam. Ohta e col. também observaram pouca influência dos efeitos 

eletrônicos na biotransformação das chalconas substituídas por grupos doadores 

ou retiradores de elétrons nos anéis A e B, mediada por Corynebacterium equi IFO 

3730.99 

A seguir a levedura C. glabrata foi utilizada como biocatalisador nas 

reações de bio-hidrogenação da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona, onde foram 

avaliados diversos parâmetros tais como a influência da concentração da levedura, 

temperatura, pH e sistema biocatalítico.  

 
4.4. Biotransformação da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona (15a) mediada pela 
levedura C. glabrata. 
 
4.4.1 Curvas de crescimento em diversas fontes de carbono 
 
 Inicialmente, foram determinadas as curvas de crescimento da levedura 

Candida glabrata nos diferentes meios de cultivo, a fim de estabelecer o tempo 

apropriado para a coleta das células. Para garantir uma alta atividade enzimática, 

o biocatalisador foi coletado ao final da fase logarítmica de crescimento, sem que a 

fonte de carbono fosse esgotada, garantindo assim o metabolismo fermentativo 

para as células cultivadas em glicose, e respiratório (ou oxidativo) para as 

cultivadas em lactato ou em glicerol-etanol. 
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 As curvas de crescimento da levedura C. glabrata utilizando as diferentes 

fontes de carbono estão apresentadas na Figura 43. As medidas de absorbância 

obtidas ao longo do tempo foram determinadas e tratadas conforme descrito na 

parte experimental, item 3.3, pg 22-23.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 43- Variação da concentração das células em função do tempo para o crescimento 

da levedura C. glabrata em (—■—) glicerol/EtOH, (—●—) lactato, (—▲—) glicerol e (—

▼—) glicose. [30 °C, 160 rpm] 

 

Os resultados mostram que, para as células cultivadas em glicerol e 

glicerol/EtOH, a fase exponencial de crescimento encerra em torno de 30 h de 

cultivo, atingindo em média 7 gL-1 de biomassa. As células cultivadas em lactato e 

glicose, atingiram o final da fase logarítmica após 20 h de crescimento, atingindo 

em média 4 e 2 gL-1 de biomassa respectivamente. 

Albuquerque e col., observaram no crescimento da levedura de S. 

cerevisiae W303-1A, que as células cultivadas em glicose apresentaram maior 

biomassa no final da fase exponencial, atingindo em media 5 gL-1,comparadas 

com as células crescida em lactato e glicerol/EtOH (~4 gL-1).100 

 Portanto, para cada microorganismo deve-se avaliar a fonte de carbono 

mais adequada. Estes resultados mostram a diversidade metabólica das diferentes 

espécies de levedura, enfatizando a necessidade e importancia da pesquisa nesta 

area. 
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 A partir destes resultados, utilizou-se levedura C. glabrata crescida em 

glicerol, onde se obteve uma maior concentração de biocatalisador. É importante 

salientar que não foram realizados processos de liofilização quando utilizou-se a 

levedura C. glabrata nas reações de bio-hidrogenação de 15a, sendo que esta 
sempre foi utilizada na forma de células vivas, e não na forma de levedura seca. 

 

4.4.2 Influência da concentração de C. glabrata na bio-hidrogenação de 15a. 
 

 A influência da concentração da levedura C. glabrata foi verificada na 

reação de bio-hidrogenação da chalcona 15a em sistema bifásico a 25 ºC. As 

concentrações utilizadas foram de 4,2 a 33,3 gL-1 de células úmidas. Na Figura 
44, estão apresentadas as conversões em produto em função do tempo de reação. 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
Figura 44- Efeito da concentração do biocatalisador 4,2 gL-1 (—■—), 8,3 gL-1 (—●—), 12,5 

gL-1 (—▲—), 16,7 gL-1 (—▼—) e 33,3 gL-1 (—►—) na reação de bio-hidrogenação de 

15a. [Condições reacionais 208,0 mg (1,0 mmol) substrato, 30 mL de n-hexano, 30 mL de solução 

tampão K2HPO4/ácido cítrico (0,2 M/0,1 M pH 4,5), agitação magnética, 25 ºC, conversão 

determinada por CG-quiral] 

 

 No intervalo de tempo estudado, as conversões em 19a aumentaram com o 

aumento da concentração da levedura. As maiores foram (21 e 27%) com 16,7 e 

33,3 gL-1 células de C. glabrata em 24 h, respectivamente. Quando as reações 
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foram realizadas com concentrações de 4,2, 8,3 e 12,5 gL-1, as conversões em 

produto foram de 7, 11 e 16%, respectivamente. Portanto, nos estudos 

subsequentes utilizou-se 16,7 gL-1 de células úmidas visando a utilização de 

menores quantidades de biocatalisador. 

 Embora as conversões não tenham sido muito altas, estes resultados 

podem ser considerados satisfatórios, sendo que são os primeiros dados 

reportados para o uso desta levedura sem adição de cofatores em reações de bio-

hidrogenação de compostos carbonílicos α,β-insaturados em sistema bifásico. 

 

4.4.3 Influência da temperatura  
 
 A fim de verificar a temperatura ótima da reação de bio-hidrogenação da 

chalcona 15a em sistema bifásico catalisada pela levedura C. glabrata, as reações 

foram realizadas em diferentes temperaturas, sendo de 20, 25, 30, 35 e 50 ºC. A 

Figura 45, mostra as conversões em produto em função da temperatura de 

reação. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 45- Efeito da temperatura na reação de bio-hidrogenação de 15a mediada pela 

levedura C. glabrata em sistema bifásico. [Condições reacionais: conforme descrito na Figura 

44, exceto a temperatura] 

 

Observa-se que a maior conversão em produto foi de 21% à 25 ºC. Em 

temperaturas abaixo e acima de 25 ºC as conversões em 19a foram menores que 
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12%. Este resultado foi um tanto inesperado, uma vez que C. glabrata é 

considerada uma levedura termofílica capaz de crescer normalmente a 42 ºC, 

característica esta que contribui para a patogenicidade desta espécie de 

levedura.40,41 

 A partir destes resultados a temperatura de 25 ºC foi utilizada nos estudos 

da influência do pH e do sistema biocatalítico. 

 

4.4.4 Influência do pH do tampão 
 

 O efeito do pH foi estudado na reação de bio-hidrogenação de 15a 

catalisada pela levedura C. glabrata em sistema bifásico a 25 ºC. Os pHs das 

soluções tampões utilizados foram, 3,5, 4,5, 5,5, 6,5 e 8,0, e as conversões em 

produto em função do pH estão apresentadas na Figura 46. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 46- Efeito do pH da solução tampão na reação de bio-hidrogenação de 15a 

catalisada por C. glabrata. [condições reacionais: conforme descrito na Figura 44, exceto 

temperatura e pH] 

 

 Os dados mostram a dependência da conversão em produto em relação ao 

pH da solução tampão. Com o aumento do pH de 3,5 a 5,5, as conversões em 19a 

aumentaram de 18-53%. Acima do pH de 5,5, houve uma diminuição das 

conversões em produto, sendo de 53-30%. Assim, pode-se afirmar que o pH ótimo 

da reação de bio-hidrogenação da chalcona 15a mediada pela levedura C. 

3 4 5 6 7 8 9
0

10

20

30

40

50

60

 

 

C
on

ve
rs

ão
 (%

)

pH



 80

glabrata é de 5,5.  

 A partir dos resultados obtidos com relação a temperatura e pH, pode-se 

afirmar que esta levedura é mais sensível frente a estas condições quando 

comparada com as leveduras S. cerevisiae (FP, CAT-1 e PE-2) para esta reação 

(vide resultados acima).  

 

4.4.5 Influência do sistema biocatalítico 
 

 O efeito do sistema biocatalítico foi avaliado na reação de bio-hidrogenação 

da (2E)-1,3-difenil-2-propen-1-ona mediada pela levedura C. glabrata. Na Figura 
47, estão apresentadas as conversões em produto em função do sistema 

biocatalítico.   

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 47- Efeito do sistema biocatalítico na reação de bio-hidrogenação da (2E)-1,3-

difenil-2-propen-1-ona mediada pela levedura Candida glabrata. [208.0 mg (1.0 mmol) 

substrato, 16,7 gL-1 de biocatalisador, 30 mL de n-hexano, 2,5 mL trealose, 2,5 mL sacarose, 30 

mL de solução tampão ácido cítrico/K2HPO4 (0,1 M/0,2 M, pH 5,5), 25 ºC, 24 h, agitação magnética, 

conversão determinada por CG-Quiral] 

 
 Analisando estes resultados verifica-se que a maior conversão em produto 

foi obtida com o sistema Cgl/SB, sendo de 53%. Com os sistemas Cgl/S/SB e 

Cgl/T/SB as conversões em produto foram moderadas, sendo de 25 e 40%, 

respectivamente. Ao utilizar os sistemas Cgl/T, Cgl/S e Cgl na forma livre e/ou na 
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presença de açúcares, as conversões em 19a foram menores que 13%. Estes 

resultados são similares aos obtidos na bio-hidrogenação da chalcona 15a 

mediada pelas leveduras S. cerevisiae, mostrando o papel indispensável da água 

nas nestas reações, embora os resultados diferem quando foram adicionados 

açúcares nas reações em sistema bifásico (foram obtidas conversões menores, 

enquanto que para S. cerevisiae os açúcares melhoram a eficiência catalítica, vide 

Figura 34). 

. 

 

4.5 Comparação do desempenho das leveduras S. cerevisiae e C. glabrata na 
reação de bio-hidrogenação da chalcona 15a 
  
 Com o objetivo de comparar a eficiência das leveduras S. cerevisiae e C. 

glabrata na reação de bio-hidrogenção da chalcona 15a em sistema bifásico foi 

necessário diminuir a massa de FP, CAT-1 e PE-2 utilizada nas reações, devido 

ao fato destas leveduras serem utilizadas na forma liofilizada (seca) e a levedura 

C. glabrata na forma úmida (células vivas). Neste sentido foi considerado que o 

peso seco desta levedura corresponde a 1/3 do peso úmido das células.81 

 A Figura 48 mostra os valores de conversão obtidas em função do tipo de 

levedura utilizada na reação de bio-hidrogenação da chalcona 15a, em sistema 

bifásico. 
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Figura 48- Desempenho das leveduras S. cerevisiae e C. glabrata na reação de bio-

hidrogenação da chalcona 15a em sistema bifásico. [208,0 mg (1,0 mmol) substrato, 30 mL de 

n-hexano, 30 mL de solução tampão K2HPO4/ácido cítrico (0,2 M /0,1 M pH 5,5), agitação 

magnética, 24 h, S. cerevisiae (5,5 gL-1, 35 ºC), C. glabrata (16,7 gL-1, 25 °C), conversão 

determinada por CG-Quiral] 

 

Comparando os resultados, fica evidente que a levedura C. glabrata, 

apresenta praticamente a mesma eficiência quando comparada com as leveduras 

S. cerevisiae. As conversões em produto foram de 49, 59, 51 e 53% com as 

leveduras FP, CAT-1, PE-2 e Cgl, respectivamente.  

De modo geral a levedura C. glabrata apresentou um grande potencial para 

ser utilizada como biocatalisador em síntese orgânica, sendo comparável as 

leveduras S. cerevisiae (embora diferenças no pH ótimo e temperatura ótima são 

evidentes), que já vem sendo amplamente utilizadas em biotransformações 

microbianas.17,21,29 

Dando continuiade a este trabalho, realizou-se a biotransformação de outro 

substrato carbonílico α,β-insaturado mediado por FP, e os resultados obtidos são 

apresentados a seguir.  
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4.6 Biotransformação da (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona mediadas por 
FP 

 

A biotransformação da (1E,4E)-1,5 difenil-1,4-pentadien-3-ona mediada por 

FP pode resultar na redução completa do sistema carbonílico α,β-insaturado (21), 

redução exclusiva da carbonila formando o álcool alílico correspondente (18), e 

ainda a hidrogenação exclusiva de uma ligação dupla (22) ou das duas ligações 

duplas (23), conforme mostrado na Figura 49.11,64 
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O O
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Figura 49- Prováveis produtos da biotransformação da (1E,4E)-1,5 difenil-1,4-pentadien-3-

ona mediada por FP. 

 

Para verificar qual foi o produto formado na biotransformação da (1E,4E)-

1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona mediada por FP comercial, foram retiradas 

alíquotas periodicamente da reação, e a formação dos produtos analisada por CG-

quiral, CG-EM e RMN-1H. 

 A Figura 50, mostra o cromatograma de CG-quiral de uma alíquota da 

reação de bio-hidrogenação de 16 mediada por FP com adição de 2,5 mL de 

solução de trealose 10%, temperatura ambiente, agitação magnética, 24 h. 
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Figura 50- Sobreposição dos cromatogramas da (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona  

(pico C), do 1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ol (pico D) e dos produtos da reação biocatalisada 

por FP (picos A e B) em CH3CN, c = 30 e 69%. [Parâmetros operacionais: conforme descrito 

na Tabela 1]. 

 
Observa-se pela sobreposição dos cromatogramas da (1E,4E)-1,5-difenil-

1,4-pentadien-3-ona (pico C), do 1,5-difenil-1,4-pentadien-1-ol (pico D) e dos 

produtos da reação biocatalisada (picos A e B)  que foram obtidos dois compostos 

com tR de 14,9 (30%) e 18,1 min (69%), e que estes não se referem ao álcool 

racêmico cujo tR é de 25,3 min.   

A Figura 51, apresenta o espectro de RMN-1H de uma alíquota da reação 

de bio-hidrogenação de 16.  
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Figura 51- Espectro de RMN-1H de uma alíquota da reação de bio-hidrogenação de 16 

mediada por FP em sistema bifásico. [CDCl3, 400 MHz] 

 

Pela análise do espectro de RMN-1H, pode-s observar a presença de quatro 

tripletes centrado em 2,71, 2,89, 3,07 e 3,31  ppm, um dubete em 6,74 ppm (J = 

16,0 Hz), um dublete em 7,10 ppm (J = 16,0 Hz), um multiplete em 7,12 a 7,63 

ppm, e um dublete em 7,74 ppm (J = 16,0 Hz). Esses resultados também indicam 

a formação de dois produtos, devido ao aparecimento dos tripletes que são 

característicos do produto hidrogenado na ligação dupla carbono-carbono.  

Para caracterizar os produtos obtidos na biotransformação de 16 mediada 

por FP foi necessário realizar análises de CG-EM. O cromatograma e os espectros 

de massas estão apresentados na Figura 52. 
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Figura 52- Cromatograma e espectros de massas da uma alíquota da reação da (1E,4E)-

1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona mediada por FP em sistema bifásico, 25 ºC, 24 h. 
[Parâmetros operacionais: conforme descrito na Tabela 1] 
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 Pela análise do espectro de massas do pico A, observa-se a presença do 

íon molecular em m/z 238 e o os principais fragmentos em 133, 105, 91 e 77. O 

espectro de massas do pico B apresenta o íon molecular em m/z 236 e os sinais 

em 131, 103, 91 e 77 como fragmentos principais. 

 Estes resultados aliados aos obtidos por RMN-1H indicam que os produtos 

formados na biotransformação de 16 mediada por FP são as cetonas 1,5-difenil-3-

pentanona (23) e a (1E)-1,5-difenil-1-penten-3-ona (22). 

 Na Figuras 53, estão apresentadas as propostas dos fragmentos para os 

principais sinais obtidos no espectro de massas da 1,5-difenil-3-pentanona e da 

(1E)-1,5-difenil-1-penten-3-ona.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 53- Propostas dos fragmentos para os principais sinais obtidos no espectro de 

massas da 1,5-difenil-3-pentanona (23) e da (1E)-1,5-difenil-1-penten-3-ona (22). 
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A fim de verificar o efeito do sistema biocatalítico na reação de bio-

hidrogenação da (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona, as reações foram 

realizadas em sistema bifásico, com adição de sacarose e trealose. As conversões 

em produtos em função do tempo estão apresentadas na Figura 54. 

Observa-se, que o produto majoritário formado na bio-hidrogenação de 16 

foi dependente do sistema biocatalítico utilizado. Quando realizou-se a reação em 

sistema bifásico (Figura 53A), o produto majoritário formado inicialmente é a 1,5-

difenil-1-penten-3-ona (22), que é prontamente transformada na 1,5-difenil-3-

pentanona (23), sendo que após 24 h o composto 23 foi obtido com conversões 

maiores que 90%. Estes resultados indicam que na bio-hidrogenação de (1E,4E)-

1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona (16) ocorre inicialmente uma hidrogenação em uma 

das ligações dupla (produzindo 22), seguido da hidrogenação da segunda ligação 

dupla (produzindo 23).  

Já ao utilizar os sistemas FP/T e FP/S, o produto 22 foi obtido em maior 

quantidade, com conversões de 26-69% e 31-73% no intervalo de tempo 

analisado (3-168 h), respectivamente. Embora o produto 23 foi obtido com 

conversões de 3-38% e 2-22% ao utilizar os sistemas FP/T e FP/S, 

respectivamente (Figura 54B e 54C), aparentemente quando foram adicionados 

açúcares ao sistema biocatalítico o composto 22 não foi quantitativamente 

transformado na 1,5-difenil-3-pentanona. 

A partir destes resultados pode-se concluir que o sistema bifásico foi o 

método de imobilização e/ou proteção celular mais eficiente nas reações nas 

reações de bio-hidrogenação da (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-3-ona mediada 

por FP quando se deseja a obtenção da 1,5-difenil-3-pentanona (23), enquanto 

que maiores conversões a (1E)-1,5-difenil-1-penten-3-ona (22) são obtidas com a 

presença de sacarose. 
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Figura 54- Efeito do sistema biocatalítico na reação de bio-hidrogenação de 16 mediada 

por FP, em sistema bifásico (A), com adição de trealose (B) e com adição de sacarose 

(C), produto 22 ( —▲—), produto 23 (—●—) e substrato  (—■—). [condições reacionais: 

234,0 mg (1,0 mmol) substrato, 6 g FP, 30 mL de n-hexano, 2,5 mL Trealose (10%), 2,5 mL 

Sacarose (10%), 30 mL de solução tampão K2HPO4/ácido cítrico (0,2 M/0,1 M, pH 4,5), 25 ºC, 

agitação magnética, conversão determinada por CG-Quiral] 
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5. CONCLUSÕES 
 

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram obter as seguintes 

conclusões: 

 Todos os compostos carbonílicos α,β-insaturados (15a-i e 16) foram 

obtidos com bons rendimentos, variando de 50-94%; 

 Os álcoois racêmicos (17a-i e 18) foram obtidos com rendimentos de 65-

88%, e apresentaram rotação ótica ([α]D) igual a zero;  

 O único produto formado na biotransformação das chalconas 15a-i 
mediadas por leveduras, foram os produtos da hidrogenação da ligação 

dupla carbono-carbono, denominadas de dehidrochalconas 19a-i;  
 O sistema bifásico foi o método de imobilização e/ou proteção celular mais 

eficiente na reação de bio-hidrogenação da chalcona 15a e dos outros 

compostos carbonílicos, mediada por FP; 

 As maiores conversões em 19a foram obtidas com 100 gL-1 das leveduras 

S. cerevisiae (FP, CAT-1 e PE-2), sendo > 90% após 24 h; 

  A agitação magnética foi a mais adequada para realizar as reações;  

 As maiores conversões em 19a foram obtidas a 30-45 °C e 35-45 °C para 

as leveduras CAT-1 e PE-2 e para o FP, respectivamente; 

 Em pHs acima de 5,5, as conversões em 19a foram quantitativas, 

utilizando as três leveduras; 

 Com 83,3 gL-1 de substrato ocorreu uma pequena inibição das enzimas 

presentes nos microorganismos; 

 As maiores conversões em 19a foram obtidas em n-heptano (log P 4,0), n-

hexano (log P 3,5) e cicloexano (log P 3,2), sendo de 99, 98 e 98%, 

respectivamente;  

 O volume da fase aquosa foi importante para manter a atividade catalítica 

das enzimas presentes nos microorganismos; 

 Os efeitos eletrônicos dos grupos substituintes dos anéis A e B das 

chalconas 15a-i são, em geral,  pequenos e não houve uma correlação 

dos grupos doadores e retiradores de elétrons; 
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 Em todos os estudos realizados, as leveduras CAT-1 e PE-2 

apresentaram a mesma eficiência quando comparadas com o FP; 

 O melhor meio de crescimento da levedura C. glabrata foi quando utilizou-

se o glicerol como fonte de carbono, obtendo em média 7 gL-1 de 

biomassa; 

 As conversões em produto foram dependentes da concentração C. 

glabrata, sendo que as maiores (21 e 27%) foram obtidas com 16,7 e 33,3 

gL-1, respectivamente; 

 A temperatura e o pH ótimo da reação de bio-hidrogenação da chalcona 

15a medida pela levedura C. glabrata foram de 25 °C e pH 5,5; 

 Em sistema bifásico, obteve-se as maiores conversões em 19a, sendo de 

53%; 

 As leveduras S. cerevisiae e a C. glabrata, apresentaram praticamente a 

mesma eficiência na reação de bio-hidrogenação da chalcona 15a, 

convertendo a dehidrochalcona 19a quimiosseletivamente em 24 h de 

reação, com conversões de aproximadamente 50%; 

 O produto obtido na biotransformação da (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-pentadien-

3-ona mediada por FP foi dependente do sistema biocatalitico utilizado. 

 Em sistema bifásico, o produto majoritário foi a 1,5-difenil-3-pentanona 

(23) em 24 h (>99%); 

 Com a adição de trealose e sacarose no meio reacional, obteve-se a 

formação de dois produtos na biotransformação da (1E,4E)-1,5-difenil-1,4-

pentadien-3-ona mediada por FP, sendo estes a (1E)-1,5-difenil-1-penten-

3-ona (22) e 23. 

 

A partir dos resultados apresentados, verifica-se a grande importância da 

otimização das condições reacionais nas biotransformações catalisadas por 

microorganismos. 

O uso do sistema bifásico também contribuiu para o aumento das 

conversões das reações de bio-hidrogenação dos compostos carbonílicos α,β-
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insaturados, apresentando um excelente potencial para ser empregado como meio 

reacional na obtenção de compostos de interesse síntético. 

De maneira geral, obteve-se resultados bastante promissores na 

hidrogenação quimiosseletiva da ligação dupla carbono-carbono ativada mediada 

pelas leveduras S. cerevisiae e C. glabrata. 

 

 

 

6. PERSPECTIVAS 
 

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

  
 Avaliar a atividade biológica dos produtos obtidos nas reações de bio-

hidrogenação das chalconas 15a-i mediada por leveduras;  

 
 Realizar reações de biotransformação de outros compostos de interesse 

tais como, iminas, compostos carbonílicos α,β-insaturados substituídos no 

carbono alfa ou no beta e (2E,4E)-1,5-difenil-2,4-pentadien-1-ona;  

 

   Realizar as reações de biotransformação em sistemas trifásicos formados 

por água/solvente orgânico/líquidos iônicos; 

 

 Testar outros microorganismos na biotransformação de compostos 

carbonílicos α,β-insaturados de interesse biológico. 

 

 Preparar chalconas com outros grupos substituintes, e/ou mais de um 

grupo nos dois anéis. 
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8. ANEXO 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 55- Espectro de RMN-1H da chalcona 15a. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 56- Espectro de IV da chalcona 15a. [pastilha de KBr]  
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Figura 57- Espectro de RMN-1H da chalcona 15b. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 58- Espectro de IV da chalcona 15b. [pastilha de KBr]  
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Figura 59- Espectro de RMN-1H da chalcona 15c. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 60- Espectro de IV da chalcona 15c. [pastilha de KBr]  
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Figura 61- Espectro de RMN-1H da chalcona 15d. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 62- Espectro de IV da chalcona 15d. [pastilha de KBr]  
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Figura 63- Espectro de RMN-1H da chalcona 15e. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 64- Espectro de IV da chalcona 15e. [pastilha de KBr]  
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Figura 65- Espectro de RMN-1H da chalcona 15f. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 66- Espectro de IV da chalcona 15f. [pastilha de KBr]  
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Figura 67- Espectro de RMN-1H da chalcona 15g. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 68- Espectro de IV da chalcona 15g. [pastilha de KBr]  
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Figura 69- Espectro de RMN-1H da chalcona 15h. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 70- Espectro de IV da chalcona 15h. [pastilha de KBr]  
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Figura 71- Espectro de RMN-1H da chalcona 15i. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 72- Espectro de IV da chalcona 15i. [pastilha de KBr]  
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Figura 73- Espectro de RMN-1H de 16. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 74- Espectro de IV de 16. [pastilha de KBr]  
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Figura 75- Espectro de RMN-1H do álcool 17a. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 76- Espectro de IV do álcool 17a. [pastilha de KBr]  
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Figura 77- Espectro de RMN-1H do álcool 17b. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 78- Espectro de IV do álcool 17b. [pastilha de KBr]  
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Figura 79- Espectro de RMN-1H do álcool 17c. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 80- Espectro de IV do álcool 17c. [pastilha de KBr]  
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Figura 81- Espectro de RMN-1H do álcool 17d. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 82- Espectro de IV do álcool 17d. [pastilha de KBr]  
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Figura 83- Espectro de RMN-1H do álcool 17e. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 84- Espectro de IV do álcool 17e. [pastilha de KBr]  
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Figura 85- Espectro de RMN-1H do álcool 17f. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 86- Espectro de IV do álcool 17f. [pastilha de KBr]  
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Figura 87- Espectro de RMN-1H do álcool 17g. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 88- Espectro de IV do álcool 17g. [pastilha de KBr]  
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Figura 89- Espectro de RMN-1H do álcool 17h. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 90- Espectro de IV do álcool 17h. [pastilha de KBr]  
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Figura 91- Espectro de RMN-1H do álcool 17i. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 92- Espectro de IV do álcool 17i. [pastilha de KBr]  
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Figura 93- Espectro de RMN-1H do álcool 18. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 94- Espectro de IV do álcool 18. [pastilha de KBr]  
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Figura 95- Espectro de RMN-1H da dehidrochalcona 19a. [CDCl3, 400 MHz]  

 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 96- Espectro de IV da dehidrochalcona 19a. [pastilha de KBr]  
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Figura 97- Espectro de RMN-1H de uma alíquota da biotransformação de 15b. [CDCl3, 400 

MHz]  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 98- Espectro de RMN-1H de uma alíquota da biotransformação de 15c. [CDCl3, 400 

MHz]  
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Figura 99- Espectro de RMN-1H da de uma alíquota da biotransformação de 15d. [CDCl3, 

400 MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 100- Espectro de RMN-1H de uma alíquota da biotransformação de 15e. [CDCl3, 

400 MHz]  
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Figura 101- Espectro de RMN-1H de uma alíquota da biotransformação de 15f. [CDCl3, 400 

MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 102- Espectro de RMN-1H de uma alíquota da biotransformação de 15g. [CDCl3, 400 

MHz]  
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Figura 103- Espectro de RMN-1H de uma alíquota da biotransformação de 15h. [CDCl3, 

400 MHz]  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 104- Espectro de RMN-1H de uma alíquota da biotransformação de 15i. [CDCl3, 400 

MHz]  
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Figura 105- Espectro de RMN-1H de uma alíquota da biotransformação de 16. [CDCl3, 400 

MHz]  
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