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Pegadas na Areila

Una not te eu tive um sonrho. ..
Sonheil gqgue estava andandoe na praid coﬁ o Senhor e, atrauvés do
Céu passavam cenas.que eram minha vida. .

Para ceada cena gque passava, percebl gue eram deixados doils
pares de pegoadas na areia.

Una era © meu e o outro do Senhor.

Quande a Ultima cena de minha vidae passou diante de nds,
othel para trds, para as pegadas na areilia e notei gue rul tas wvezes
no caminho da minha vida, havia apenas wn paf de pegadas na arela.

Notei também, gue isso aconteceu nos momentos mails dificeis e
angustiosos de meu viver.

Isso aborreceu—-me deveras, e perguntei entdo ao Senkhor:
»Senhor tu me disseste gue, uma vez gue eu resolwvi te seguir, Tu
andarias sempre comigo, todo o caminho, mas notel gue durante as
matores tribulacdes do meu viver havia na areila apenas um par de
pegadas.

Nfo compreendo por gue, nas horas gue eu mais necessitava de
ti, Tu me deixaste.”

O‘Senhor mé respondeu:

»Meu precioso filho, Eu te amo e jamais te deixarel nas horas
de tua prova e do teu sofrimento.

Quande viste na aretia, apenas wun par de pegadas fol

exatamente ai, qgque Eu te carregueil nos bragos.

Autor descorhecido
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"RESUMO

Estudou—se a reducido esterecespecifica de fenilcetonas
atraveés de FPI (fermento de p3c imobilizadod que, além de produzir
dlcoois com altos ‘ rendimentos épticos, pode ser reutilizado
di versas vezes, apéé o cofator NADH ser regener ado.k Os Al cooivs
quirais s3o intermediidrios importantes da indfxtria farmacéutica.

Como suportes empregou-—-se crisotila = montmorilonita =, como melo

de cultura utilizou-se dois métodos: método 1 ~ FPI & dgua; método
2 — FPI, acticar = solugdo Ko| 2% (FPI sacticar 1:13.

0s compostos do tipo PhCOCH X <y = i ou  Ng2 foram
reduzidos. A a-clorcacetofenona, foi raeduzida a sua
Py —cloridrima, Cerisotila-FPID> com rendimentos gquimico = dptico
muito proximos aos obtidos para FPL {fermento de plo livrel. A

ubsequente do catalisador sd £ possivel quando se

4]

reutilizacic
utiliza o metodo &, = ocbtém-se a (Sd-cloridrina. O FPI n3o foi
ativo para posteriores reciclagens. apds o 392 ciclo. Por esse
métods, & possivel um eficiente controle na esteresoquimica na
reducdc de c=tonas.

A reduc 3o da o-azidoacetofenona com montimorilonita KLO-FPI

propicia wvalores de rendimento gquimico muito maiores gque OS

obti dos com FPL. O azidodlcool isolado foi reduzido ao

€ =) —CR)-2-amino—-l-feniletanol, para comparar a sua pureza optica
com valores da literatura.

Foram estudados compostos do tipo PhCOCXCH,. onde X = O (94>,
NOH CQ3Z_>, NOCOCH, (953, NOCH,Bz CO6d>. Com (93D e utilizando-se ©
método 1 Cerisotila-FPID, recuperou-se a cetona de partida. Com

ca4d e utilizando-se © método 1 isolou—se o Alcool
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€ =>-CS) —2-hi droxi -1 -fenilpropanona ca7> 27310 e
) —ClR,ZS)i;l —~fenil propano-1,2-diol a8y 8% . 0 reuso sdé &
possivel apds © FPI pei‘ma_necer em repouso em geladeira com agucar
e soluclo KCl 2%. Quando utili;ou-—se o métédo Z obteve-se o diol,
g8y, C15-47%% e o Alcool,(97) (1-5%>. Quando utiliza-se crisotila
como suporte, o©os rendimentos quimicos s3c menores em reiacio ao
Kl-O, mas os rendimentos dpticos sio maiores. O composto gs> &
hidrolisado para (93> com erisotila-FPI. © composto (962 foi
reduzido an O-benzil-1-fenil-1-hidroxi -2-oxima-2-propanona com 232
de rendimento. |

A pureza Sptica dos compostos isolados foi determinada por

comparacio de valores de rotacho Sptica especifica.

e g e 7
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ABSTRACT

We have sStudied the stereospecific reduction of phenylkeiones
by IMBY (immobilized baker’s ‘yeast) that not only gives alcoheols
with high optical yields but can be reused in further reactions
after regeneration of the cofator NADH. The chiralnalcohols are
valuable intermediates for pharmaceuticals synthesis. We have‘ used
chrysotile and montmorillonite as supports and two methods for the
culture medi um: methed 1 - IMBY and water; method 2 - IMBY, sugar
and 2% K| =olution (IMBY. sugar 1:13.

We have r‘eﬁuced PhCOCH, X compounds where X=gC] or Ng. The
a—chl oroacet ophenone was reduced Cehrysotile-IMBYD to the
corresponding C(R>-chlorohydrin with chemical and optical yields

L4

very close L= those obtained with FBY C(free baker’s yeastd. The

subsequent re=use of the catalyst was possible only with method 2
and gave the (SD-chlorochydrin. The IMBY was not active for further

le after the Srd cicle. By this methodology is possible to

"3
0
it

=

efficiently control the stereochemistry of the reduction of the
ketones.

The reduction of o—-azidoacetophenone with montmorillonite
K10-IMBY gave higher chemical yields of the azidoalcohol than
those obtained with FBY. The iscladed azidoalecchol was reduced to
¢ =) —CR)-2-amino-1-phenylethanol in order to compare its optical
purity with the literature value.

Compoud= of the type PhCOCXCH; where X=g ¢94>, NaH (93>,
NOCOCH, 95> and NOCH,Bz CO96d were also studied. With (93> and
using method 1 C(chrysotile-IMBYD, we have recover; the starting

ketone; wi th C94> and method 1 we have isolated

i i e VA 5 S S e T PP 8 8 e P
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¢ - (8> -2~hydroxi-1 —-phényl propancone (97) (in &7-31% yieldd and
C->-(1R, ESD'—l —pheny;l -1, 2—.pr opanediol (98> (52. The reuse was only
achieved after leaving the IMBY overnight in the refrigerator with
sugar and a % solution of KC}. Using method 2 we have - obtained
the dieol €98 (15-47% and the alcohol {975 (1 -523. With
chrysotile as support, the chemical yields were lower than those
with K10 but the optical yields were higher. Compound 95> was
hydreolised to (932 when reacted wi th C(chrysotile-IMBYD. The
compound (962 was reduced to O-benzi 1 -1 -hydroxi ~1-phenyl —2@-oxi me—
2-propanone in 23% yield.

The optical purity of the isoladed compouds was determinaded

by comparison with the values of especific optical rotation.
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CAPIiTULO 1 - INTRODUCAO

1.1. Sistemas microbioldgicos e /ou enzimidticos.
Durante os ltimos dez anos, as reacdes bioquimicas
realizadas por microorganismos ou catalisadas por enzimas, tém

1]

sido extensivamente efetuadas do ponto ide vista da quimica
organica sintética. ™V

A reducdo assimétrica de compostos carbonilicos por
microorganismos € agora bem reconhecida como um instrumento para a
preparacioc de alcoois quirais, gue s3o utilizados na preparacio de
produtos farmacéuticos, gquimica fina, aditivos ‘para alimentos e
blocos quirais para sintese de produtos gquimicos mais compl exos.
Um simples micr.oorganismo contendo um ndmero significativo de
oxidoredutases, pode servir de intermedidrioc na reducdo de uma
variedade de cetonas artificiais, para produzir &Alcools quirais
com alto grau de pureza Stica. ?

A catilise assimétrica ocorre quando um catalisador quiral
Cenzimad) e um substrato pré-quiral Ccetona A) formam estados de
transicl3c diastereoméricos que diferem em energia; a magnitude
dessa diferenca de energia determina o excesso enantiomérico

2)

Ce.e.= [R] — [S1/ [R1 + [S1).° Cfigura 12
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Figura 1 - Grafico de energia
Considere uma cetona pré-—quiral com faces enantiotdpicas Re e

Si; se a probabilidade da enzima complexar com ambas as faces € a
mesma, neste caso, & o Adlcool resultante seri obtido como um
racemato. A alta enantioseletividade &€ obtida quando a enzima &
capaz de discriminar entre as duas faces enantiotédpicas. Essa
enantioseleti vidade & geralmente expressa em excesso
ehantioméricc:te.e.).w)

A regra de Prelog nos diz que uma enzima € capaz de
diferenciar entre as duas faces do substrato quando a cetona tiver
um grupoc Jgrande CRG) e um grupo pequenoc CRPD ligados &

, (2,33
carbonila.

face Re

A
i

grupo grande

A
I

grupo pequeno

ace Si
<2,3)

Figura 2 - Regra de Prelog
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Figura 3 — Reac3o de redugio de uma cetona

A reducio de uma cetona  prdé-quiral por uma oxidoredutase
geralmente requer a presenca de cofatores comoc NADH ou NADPH, que'

fornecem o equivalente de reducl3o na reacio. Assumindo que NADH &

. (2>
usado como coenzima temos:

R

+
k; k3
Enz-NADH-A = Enz-NAD-R

== Enz-NAD
+ A LY
kg -A . ks
k ky ka

Enz + NADH ;z——* Enz-NADH

A k; Enz + NAD
k'_‘\: A _ ks
-A . 3

) B 23 k3
Enz-NADH-A — Enz-NAD-S == Enz-NAD

=
ks
+

S

. e o (2
Figura 4 - Cinética de Reacg3o

As redutases que tém sido empregadas, portanto, requerem a
oxidacic do NADH ou do NADPH e, utilizam centenas de unidades por
mol de cetona. Os nucleoctideos s3oc usados em quantidades

c. ¢4 .
cataliticas e devem portanto ser regenerados » Ja gue o custo

. ' (5
destes cofatores & extremamente alto:

NADP USH 472,50.5g extraido de fermento com 98%
de pureza
NAD US$ 84,75-8g extraido de fermento com 98%

de pureza



-0 cami nho mais eficiente de abaixar o custo efetivo dos
céfatores é desenvélver procedimentos que tornem possivel a sua
regeneracdo Cde reagentes baratos) in sttu. @

Entre as consideragdes que determinam é vantagem de uma
sequéncia sintética que envol;e uma etapa enziméticé requer endo
cofator estécx(& |
1> O cariter da reac3o usada para regeneragio do cofator. ‘O
reagente A deve ser disponivel, barato e estavel. O produto B n3o
deve complicar o trabalho de iscolamento do produto; a constante de
equilibrio para a reac30 A + X —— B + Y deve ser bem deslocada

— L
para a direita; as enzimas usadas (se alguma) devem ter baixo
custo, alta estabilidade, e alta atividade especifica Conde X e ¥
<30 os cofatores a ser regenerado = regenerado, respectivamented;
23 A estabilidade intrinsica dos cofatores X e Y sob as condicdes
de reagio;
3> O custo original do cofator;
4> A simplicidade operacional do esquema de regeneracio.

A reduc30 biocatalitica pode ser diferenciada de acordo com a
natureza do doador e a rota de transporte de elétron do doador ao
substratof4}

19 A rota mais usada € a que emprega o carboidrato como doador de

. @)
elétrons:

carboidrato \/NAD;\ / a
‘_/E\. Ef R
CHZCHO : ADH —////\\\\\\\\____ o

CHLCH,0H " Ra R2

onde Ef= enzima “final®"

4
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Este deve submeter-se a B ou 6 reagdes consecutivas
catalisadas por enzimas ahtés do NADH ser formado. ‘4’ Dentre elas,
duas importantes s3c a oxidagc3c de glucose-6-fosfato por
glucose-6-fosfato-desidrogenase seguida por oxi daééo de
B-fosfogluconato por BS-fosfogluconato-desidrogenase. @w

Nesta rota ocorre a compéticéo do acetaldeido com a Ef da
reducic equivalente, e a formac3o do etanocl & usualmente o
principal produto de reag¢do. Para cada mol de produto produzido
{4}

200-2000 mol de etanol sioc formados.

ad

Onde o doador de eldtron converte NAD+—~————————-> NADH numa Unica etapa

irreversivel ., =ntic sendo consumido na reacido catalisada por E‘f,
o <4
da reducio da cetona.

30
o H
+
Ho, NAD
\/ ‘\ /$R1 R
hidrogenase ALDH
= NADH PN
Ra R2
onde ALDH : Alcool desidrogenase de Thermoanaerobium brockii
hidrogenase : isclada de Alcaligenes eutrophius

A reagcdoc & feita em tamp3o Tris-HCl ¢pH 8,00, e o H, &

. . . ~ P
introduzido nmno sistema sob uma pressio de 300 Torr.

5




As reacdes envolvendo a oxidac3do do metanocl a co, por

microorganismos s3o consideradas um sistema muito Gtil para esta

<4}

regeneracio.
MeOH ——— HCHT/;7—<<<;HC00H ' ca,
NA!

p*  NADH NAD®  NADH

E um processoc vantajoso pela eliminacdo do CO.» nido causando

problemas no isclamento do produto formado. ¥

Hid dois tipos de reacdes . utilizando microorgani smos:

- . . + S & 3!
transformacio microbiocldgica e fermentacio.

Tabela 1 - Comparac3o dos processos microbiolégicos(l)
TRANSFORMACAC e
MI CROBI OLSGI CA FERMENTACAO
MI CROOEGANT SMO cresciments, descanso crescimento de
ou tratamento de células células
REAC 20 catallt%c§ simples pro?e§so de wvida
Cuma ou varias etapasd . Cvarias etapas)
TEMPO DE REACARO peguenco ' grande
MATERI AL DE PARTIDA substratos diversos LNEXpressiva
fonte de C & N
PRODUTO natural ou nio natural
CONC. DE PROD. alta baixa
IsoL. DE PROD. , facil tedioso

Uma transformac3o microbicldgica pode ser exemplificada pela
reduclc enzimitica de uma cetona Cuma sé etapa e requer uma

enzima) e, a fermentacdo pela transformaglo do agdicar em etanol,
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que s3o0 cinco ou seis reacgdes consecutivas, catalizadas por
eﬁzimas difeerentes.. A fermentacio € considerada ser um método
biolégico mel hor, porque é& o resultado do processo de vida efetiveo
de um mic:rooyganismo. A alta | seletividade & uma das
caracteristicas mais importéﬁtes da catilise enzimitica e,
significa gue reacéeé secunddrias indesejadas n3o si3o envol vidas
quando enzimas puras s3do usadaé. O uso de enzimas puraé,
entretanto, & sempre desvantajoso por causa da sua limitada
utilidade e instabilidade, e também por razdes econémicas;“}

Uma desvantagem do uso de c£lulas intactas para operacées‘em
escala de laboratdrico € que o crescimento estéril de células as
veres &€ neces=sirio e o processco de isolamento (do produto € longo
e nic muito limpo, devide i separacdo do produto da imensa
quantidade de biomassa; este processo € muitas vezes complicado
por reagdes laterais que interferem, ou até dominam a
transformacio desejadafm

Una complicagio maior no uso de células intactas para as
reducdes cataliticas de cetona € gque o processo € sempre
parcialmente enantioseletivo. Este pode ser interpretado por duas
maneiras: 12 A cetona pode ser reduzida por uma oxiredutase
simples que interage com ambas as faces do grupo carbonila para
formar dois estados de transic3o diastereoméricos, um dos quais &
mais favorecido gque o outro. 20 Duas ou mals oxidoredutases
competindo com cé&lulas intactas podem gerar Alcoois de
configuragdes opostas a diferentes velocidades (dependendo de Vi
e KMD. Estas duas possibilidades devem ser prontamente
distinguidas uma da outra por condugdc da redugio de concentracdes

diferentes do substrato. No caso' 1, a “enantiseletividade &

i ndependente das mudan¢as na concentracdo do sustrato,.e no caso 2

>
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n3o é.

Podemos utilizar sistemas complexos de enzimas, ou enzimas
misturadas, =algumas das quais podendo causar reagdes indesejadas.
Tratamento fisico ou quimico_ como aquecimento, mudanga de pH e
adigc3o de aetergentes e solvéntes orginicos podem ievar a uma
desnaturacdo das enzimas indese jadas ou podem @ ser us adés
inibidores especificos.m Em outros casos, podemos combinar dois
microorganismos para obtermos a reducio desejada.“)

As enzimas requerem condic¢cdes amenas de reac3o, diferentes
das reac®es cataliticas normais, tais como pressic atmosférica,
temperatura entre 20° a 40° C e valores de pH em torno de 7. Isto
porque as suas estruturas s3o mantidas, por exemplo, por forgas de
van der Waals e rede de ligacdes de hidrogénio.(i)

A alta seletividade da catilise enzimdtica, que & uma das
caracteristicas mais importantes que fazem as enzimas promissoras
cémo catalisadores em guimica sintética, pode também ser uma
desvantagem, porque a seletividade implica em limitacdes. Por
exemplo, platina £ muito superior a redutase na habilidade de

‘ . 1)
reduzir uma grande variedade de compostos.

1.28. Saccharomyces cerevisiae
0O uso de fermento de p3oc como um reagente em sintese tem sido

(©) o o
A aclo de reducio do

aplicado desde o© comego do século.
fermento, Saccharomyces cerewisiae, foi primeiro observada por
10 Lo p : ~
Dumas em 1874. Ele notou que, adic83c de um pd fino de enxofre
a uma suspens3oco de fermento fresco em uma solugdo de ag¢dcar,
. - A , (8,400
liberou sulfito de hidrégenio.

Os objetivos gerais de biotransformagdes s3o: resolucidoc de

racematos, convers3oc seletiva de grupos funcionais entre varios

8
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grupos de reatividade similares, introduc3c de um centro quiral, e

, . o o \ )

funcionalizac3c de um certo carbono ndo ativado.
A reduc3c de furfural a &lcool furfurilico sob condi¢cdes

snaerdbicas de fermentac3o pelo método de fermento vivo, foi a

primeira reducdo fitoquimica de uma molécula orginica descrita na

({8

literatura. Numer osas biotransformacdes microbiais ou

enzimiaticas, bioconversdes, biodegradacdes e, fer mentacdes
. {11 . : :

seguiram e, como Chaleff apontou, © excesso inicial de

entusiasmo gue invariavelmente acompanha o© comego de um novo
campo, as biotransformacdes foram aclamadas como uma‘panacéia que
deveria substituir definitivamente a quimica orginica tradicional.
Mas a substituic3o n3oc € necessiria, e sim um sinergismo, onde
biotransformacdes devem ser empregadas gquando uma dada etapa de
reacio nio & facilmente acompanhada por m&todos quimicos
. , @

convencionals.

Quimicos organicos buscando uma. transfofmacﬁo
esterecseletiva, que eventualmente levard a intermediarios quirais
em sinteses de compostos enantibmericamente puros, preferem
fermento de p3o entre os microorganismos. A ‘raz3c para esta
escolha € que fermento de p3oc € barato, versiatil e seu crescimento
nidc requer a assisténcia de microbiologistasfm Cprodugdc mundial
600. 00O tonelaaas/ano).m)

A maneira e as gquantidades relativas com que ele & usado na
fermentac3co de substratos n3oc convencionais, permité acs quimicos
orginicos sintéticos o considerarem como um reagente e nic como um
catalisador.“”

Nos anos 50, mais de 150 referéncias de trabalhos cientificos

nesta Area foram publicados. Devida i precis3o limitada de métodos

analiticos, a informac3c de pureza enantiomérica de produtos foi
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incompleta.

O crescimento ao interesse em sinteées de moléculas quirais
em forma enantiomericamente puras tem promovido um grande
desenvolvimento em biocatalise, é transformagdes upilizando
fermento tem atraido novo inteféssefg)

Numa das publicaéées dos anos 70, utiliza fermento atuando em
transformacdes, para sinteses dé compostos enantiomericamenﬂe
puros, na elucidaclo de estruturas e fixac3o estercoquimica de um
produto natural. Desde ent3o, o nimero de trabalhos ciéntificos
destinados & transformacdes com fermento, de pequenas mol écul as
organicas, tem crescido enormemente.@)

Das mais de 1800 enzimas listadas no Handbook de enzimas,
varias centenas tem sido purifiéadas de fermento e, provavelmente,
mais est3o presentes no microorganismo. Se considerarmos que a
maior parte destas enzimas manifesta sua atividade em Agua dentro
de uma faixa de pH entre S5 e 7,5, € evidente que, sob "condic¢cdes

mnormais de fermentac3o", © fermento de p3c manifeste uma grande

‘ - T
capacidade quimica.

Isto, & claro, € bom e mau aoc mesmo tempo. Na verdade,
argumentos comuns contra o uso de fermento, comparados 3as
transformacdes catalisadas por enzimas purificadas, s3aoc que
reacdes envolvendo fermento s3o "intrinsicamente sujas™, o que é
geralmente verdade: © meic aguoso conterd a massa celular,

Anutrientes, metabdlitos usuais e o substrato que serd transformado

: =)

sempre a mais de um produto.
O isolamento do produto desejado e a recuperagdo do material

de partida, que n3o reagiu, pode ndo ser simples ou quantitativo,

e uma purificacdoc geralmente & necessaria. Em varios casos,

contudo, conversdes muito altas s3o publicadas e uma metodologia
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apropriada de extracdo, eventualmente leva a um grande quantidade
de produto.mn

Se a transformac3o microbioldgica € aplicada a materiais de
partida baratos, em um estigico prematuro devum processo sintético,
a falta de eficiéncia do processo enzimitico nio influenciard a
conveniéncia na produclo de um pequeno intermedidrio sintético,
sempre muito funcionalizado, portanto muito valioso, com alto
excCesso enantiomérico. &

Un segundo argumento comum € Jque as reacdes s3oc sempre pouco
reprodutiveis. Porém, isto se refere a uma reagldo particular, a

reduc3o de &steres de dcido acetoacético, onde tem sido mostrado

que a baixa reprodutibilidade estd relacionada com variacdes

menores no procedimento experimental, n3o considerada por
diferentes autores, mas responsavel por profundas variacdes no
curse da reacio; portantao, o ponto  importante neste caso

particular € seletividade, = nio, reprodutibilidadeﬁg)

De fato, quase todas as publicacdes simultineas com

resultados muito similares, realizadas com diferentes marcas de

fermento comercial em diferentes paises, ou aestudos de
reprodutibilidade nos mesmos laboratdrios, geralmente mostram
<

diferencas de uné poucos por cento.

Os diferentes resultados obtidos em um grande nimeroc de
experimentos demonstram que os fundamentos bioguimicos de reducdes
n3c s3oc sempre bem racionalizados, e gque os pesquisadores, as
vezes, nio estioc cientes do fato de que o fermento usado n3o &
sempre o mesmo. Ainda que se © mesmo tipo ou marca € utilizado, o
cqmbortamento do fermento em reducdes pode depéhder fortemente das
condigdes de cultura (o meio, a temperatura e o estigio de

. “
crescimento).




Uma sér ie de outras habilidades continuam sendo atribuidas ao
fermento, gquando novos substratos nido convencicnais s3o submetidos
A sua acgio. O conhecimento dos procedimentos enzimaticos tem.
aﬁmentado mrri t;o; Substraios nestes meios, podem sofrer muitas
transformacdSes paralelas, ao l.ado daquela desejada. Portanto,’ o
problema de seletividade, dirigindo a capacidade catalitica do
fermento, tem se tornado o maior problema; nos dltimos anos,

varias publi cacdes neste campo tem contribuido para o sntendimento

o (o)

da seletividade dos processos.
Desde que a maioria das enzimas ativas do fermento
demonstrario suas propriedades sob condig®es similares, & a

natureza do substrato que dirige a reagidoco em uma ou em outra
direc8o; modificag¢des na estrutura do substrato tem aparecido como
a maior ferramenta para influenciar a quimio =
enantioselet i vidade, embora outros par3metros tambs2m afetem o
curso das biotransformacdes: pH., a natureza dos nutriéntes,
concentragio do subtrato e, razio massa celular/ssubstrato,
imobilizag3co das células, ag3d3o irreversivel de inibidores de
enzimas, condigdes de crescimento gque desenvolwvem habilidades
especiais, pr£-tratamento da massa celular, ete.

O conhecimento das caracteristicas do fermento de p3o e sua
atividade especifica € muito limitada, desde que somente em poucos
casos, a atividade de enzimas purificadas do fermento tem sidc_:-
comparadas com aguela observada do sistema de c<células intactas.
Informacdes sobre substratos naturais do fe_rment,o, & de grande
importincia na selec3o de aspectos estruturais de substratos n3o
naturais.‘g)

Saccharomyces cerevisiae € o biocatalizador mais .comumente

utilizado nas redugcdes baseado na rota usando carboidratos ou

1z




etanol para regenerar cofatores Citem 1.1>. %

O etanol deve ser, talvez, um doador melhor de eléirons que a
glicose par-a o fermento de pio. Experimentos tém sido
realizados wtilizando-se etanol ao invés de glicose, e notou-se
que apenas @& velocidade da reac3o diminui um pouco, de 8 para 10
. , 12>
horas, até toda a cetona ser consumida.

Além di sso, tem sido sugerido que cetonas podem ser reduzidas
por fermento . sem adicfo de carboidratos ou qualgquer outro doador
de elétrons. pelo uso do préprio material existente nas células em

. . <)
grande gquant idade (substrato enddgenod.

Mas o etanol pode =e tornar altamente tédxico ao fermento
gerando cél uulas mutantes. A bailxas concentracdes deste, a
alterac3o na=s razdes de NAD/NADH e concentracio de acetaldeido ni3o
. o PV € ¢ )

& zuficiente para causar inibic3o.

A viabilidade da reacldo se did gquando a concentragio do etanol
estid abalxo de 100 grl. de s=oluglo; acima disso, os efeitos
e g . 13}
inibitdrios =e tornam importantes.

Em conclus3o, crescimento aerdbico do fermento em etanol ou
em glicose na presencga do etanol, € controlado pelo etanol como um
inibidor especifico de enzima e pelas consequéncias do metabolismo
do etanol, alterando as razdes de NAD/NADH, e elevando os niveis

.. ey s . Uz
de dcido acébtico & acetaldeido.

1.3. Algumas consideracdes sobre substratos

Teoricamente, gqualgquer substrato pode ser usado para uma
transformac3o microbioldgica quando a molécula do substrato entra
em contato com a enzima. Até mesmo gases como metano s3o
substratos efetivos quando borbulhadoé em um meio reacional. Um

substrato deve ser sollGvel no meio e também ser capaz de passar

13
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atraveés da membrana da célula, a n3o ser que enzimas livres de
. . g ) . 1,8
células este jam sendo usadas como catalisadores.
O substrato & geralmente adicionado aoc meio reacional puro ou
como uma solucioc concentrada. Somente o substrato dissolvido €

convertido, portanto, substratos ligeiramente soldveis devem ser

primeiramente dissolvidos e, depois da convers3do, o© produto pode

. . . 1,8
cristalizar da solugio:
substrato , . ———3 substrato . —— produto "
(sz5lLdo) (solugdo) ¢——— (solugdor

pr Oduto(sél ido)

Os substratos podem também ser dissolvidos em Agua-solvente
orginico miscivel. Os Alcoois inferiores, acetona,
dimetilformamida e dimetil sulfdéxido s8o0c solventes apropriados.
Surfactantes podem também ser usados para dispersar o substrato. A
combinacﬁo de A4gua-solvente orginico miscivel e um surfactante
deve ter alguma vantagem. Em alguns casos, modificagdes quimicas
do substrato podem aumentar sua Solubilidade.uﬁ)

OQuando o substrato n3o passa através da membrana da célula, &
necessario tratd-la para promover a permeabilidade. A preparacio
de enzimas livres de células ou enzimas purificadas, €& favoravel
para eliminagdc da barreira da permeabilidade.uﬁ)

Se o substrato n3oc se ajusta a convers3c desejada, algumas
modificacdes quimicas devem ser consideradas. Adic3o, vari&c&o ou
remocio de um grupe protetor, ou modificag¢3oc de um grupo funcional
na molécula do substrato, muitas vezeé fazem—no interagir com a

enzima, mais eficientemente. Além disso, essas modificacdes podem

proteger o substrato de uma reacdo lateral indesejada, ou de sua
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o (1,8
degradacgao.

1.3.1. Reduc 3o de cetonas
RPeducioc microbioldgica e enantioseletiva de cetonas & agora

reconhecida como um método de grande valor para a preparacdo de

. ; . . 2
Alcoocis quirals.

Essas reducdes por sistemas enzima-coenzima, e a redugdo
enantioseletiva assimétrica de compostos carbonilicos por
reagentes opticamente ativos (ex: reagentes de Orignar d), exibem

. s N : . {14)
muitas simil aridades interessantes.

Embora ambas reducdes deem produtos opticamente ativos, as
resacdes dos sistemas gquimicos tem produzido compostos opticamente
menos puros, enquanto aquel as dos processos enzimiticos,
utilizando substratos naturais, tem fornecido produtos opticamente
mals puros, como tem sido demonstrado no caso classico do
p (14)

1 ~deutercacetaldeido.

A redutase especifica para NADPH-desidroxicetona, purificada,
extraida de Mucor Jjavanicus, uma enzima que transfere hidrogénio
exclusivamente & face Si do grupo carbonila de muitos substratos,

‘ , . . e
tem sido investigada extensivamente pela escola de Prelog. A
estrutura dnica do sitio ativo desta enzima permite n3o somente
uma ampla especificidade a substratos, mas também alta

. N (2
enantioseleti vidade.

A velocidade da reac3o € aumentada significativamente quando

o comprimento da cadeia alquila & diminuido. Analise de produto

demonstrou que, com a excecio de Z-butanona, onde foi obtido o

dlcool racémico , os homdlogos mais altos foram reduzidos com alta
enantioseletividade Ce.e.=0,84D para oS (R)-alcoois:
(RD -2-pentanol, CR> -2~-hexanol, e (RD -2-octanol. Disto, fol
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concluido que o© grupo etila de 2-butancna €& muito pequenco para

criar a interac3o hidrofdbica necessaria. Por isso, 2Z2-butancna €

atacada pelo hidrogénico em ambas faces Re e Si para dar o
P 2>

Z-butanol r acémico.

O primeiro estudo sistemitico do curso estereoquimico da

reduclo de cetonas aciclicas por fermento de p3oc foi publicada por
14y : o

Macl.eod e colaboradores. Eles examinaram a reducdo de uma

série de cetonas com todas as combinagdes de substituintes:

metila, etila, n-propila, n-butila, e fenila. Com a excecioc do

dlcool deriwvade de butil-etil-cetona, onde a configuragdo R &

preferida, os 4alcoois secundiarios possuem a configuragio S em
2)

excaesso.

A3 cetonas mais impedidas, incluindo n-butil-n-propil-cetona,
t-butil -metil —cetona, isobutil ~isopropil —cetona, e
n—amil-fenil —cetona n3c foram reduzidas por fermento. Resultados

. - . 2
similares foram obtidos por cutros grupos.

- 115 - .

Sih = colaboradores encontraram que na redugdo do éster
4-cloro—-32-oxibutirato com fermento de pdc, o valor de e.e. & uma
funcioc do tamanho do grupo é@éster. O &ster metilico £ hidrogenado
ao enantidémero $ com um valor de e.e. de B63%, aoc passo que o éster
octililico & convertido ao enantioméro R com um valor de e.e. de
97%. Para outros residuos algquilas do tipo (CH,OnH Cn=2-7), os
. {4)
valores de e.e. situam—s= entre estes.

Estes resultados sugerem gque o curso estereoquimico da
redugio segue, em contraste com © gue ocorre com a redutase
desidroxiacetona de Mucor Javanicus, via transferéncia de

. o s ' . 2
hidrogénio 2 face Re da cetona proguiral.

Uma tendéncia estereoquimica similar & observada em outras

reducdes microbioldgicas de aril-o-halometil —cetonas, que produzem

16




‘n3o influencia no curso estereocquimico da reducio.

e existem, em alguns exemplos, explicagdes gue assumem Jque o

CRY)-haloidrinas Ce.e.20,80). Assim, parece dque dgrupos metila

monossubstituidos s3o efetivamente menores que um anel fenila.

.Aparentement e, a presenca de um hetercdtomo no sistema aromitico,

(2>

A lista de compostos carbénilicos que podem ser i‘eduzidoé por
fermento & continuaménte crescente e, em muitos casos, o resultado’
estereoquimi co da bioredugclo £  bem explicada pela regra de
Prelog.(a) Enmntretanto, wumas poucas e‘xcecaes tem sido encontradas

substrate & reduzido por uma adlcool desidrogenase que ndo segue a

, Th=
regra acima.

VaArias resenhas foram divulgadas sobre redugdes utilizando
fermento de pi3do em sinteses organicas. Nestes trabalhos, =s3o
citadas varias classes de compostés que podem ser reduzidos.

8,9
Dentre slas. podemos destacar:

. . fq . 8,9
AD Reducgido de compostos monocarbonilicos:

~cetonas ciclicas, c¢cetonas bi e policiclicas , cetonas
alifdticas, moléculas contendo enxofre, cetonas o-~heterociclicas

substituidas e compostos nitro-carbonilicos:

O

¥ | | |

/
m RS A
~0~ CH,CH,CH3 ~o CH,CH,CH3

1 | 2 (R)
78%:.e.e.=1007%

(000000000000 0000000000000000000000000Q00O0O0C0O0CCR0TC




B) Reducioc de compostos dicarbonilicos:m'm
~dicetonas ciclicas (i1,2-; 1,3~ e 1,4-dicetonas) e
aciclicas (1 ,2-; 1,3- e 1,4-dicetonasd:
0 O | 0 0
Il e O ] Ha©H [
FP >“>/\ >$/\
= ) "I + 'l,
/\g/\ - H 'CH3 HsC My
‘ 4:1
3 (3R,4S) ' (35,4S)
4 5
30%;e.e.=95%
C> Redugd3o de a-ceto éstere 8,92
)
I OCHj OCH;
-~ FP
————
; 1
~. O
6 7 (R)

59%;e.e.=100%

D) Reduclo de o,p~-diceto gster e ceto a,y—diésteres:(ﬂ'm
o 0 N 0
Ha ..CH
CaH:0 \)‘ ‘ OCH FP CoH C,Hs0 L~ 0CHs
I zHs 2Hs0 2755 o ey
0 8]
8 : 9 syn (2R,3R) » 10 onti (25,3R)
e.e.=79% e.e.=31%

E> Reduc3oc de f3-ceto ésteres, com o ceto grupe fazendo parte do

anel e alifaticos: &
o] | 0 Q 0
a M OH ep C.\/U\/Ik FP o o oM
OR - OR - OR
12 (R) 11 @) R=CHy 12 (S)
b) 70%ie.e.=87% b) R=nCgHyy Q) e.e.=65%
¢) R=C,yHs c) 30%;e.e.=56%

18
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- . . . 8,0
F> Reducioc de p— e &— ceto dcidos e ésteres: ’

0
FP
C7H15 (CH2)2C02H

13

14 (R)
72-90%;e.e.>89%

&) Reducio de o~hidroxi cetonas (Cesou aldeidos):@)

o | , .
OR HO oM o Ho o oac
Fp
—— ou
15 a) R=H 16 (R) 16 (S)
b) R=Ac " a) 85%;e.e.=92% b) 70%;e.e.=94%

w r . [¢=07
H> Reducl3o de celonas aromiticas:

O

o e

18 (S)
96%;e.e.=100%

1.38.2. Outras reducdes e reacdes diversas

1.3.2.1. Reducio de ligac®es duplas g=gC:
Fermento de pio tem sido usado para reducdes
estereocsspeci ficas de ligac¢des duplas "ativadas". Estas ativacdes

podem ser fe=itas por grupos nitro, é&steres, Alcoois, alquilas,

halogénios, fenilas, etc.
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‘/\)\/OH' —— /\NH/BOH
/ o’ :

=N 20 (S)
20%:e.e.=100%

1.3.2.2. Reducdes de cetonas o, 31 nsaturadas: (0,18
Ha ¢!
nC5H” \>“>/
v oy
23 syn (25,3S)
e.e.>987%
Cl |
H Cl
FP ey
nCsHH J\\I/l/ . nC5H‘1 \}\”/ .
0 » 0
21 22 (S)
Cl oH
28%.e.e.=82% nCsH 4 W
n” " 0H

24 anti (2S,3R)
e.e>98%

61%,syn:anti (8,1:1)

i o , o 8,9}
1.53.2.3. Formacdo de ligagao C—C:

A) Condensac3o Alddlica e redugdes de compostos a, 3-insaturados.

O
NS
- | H CH3CHO
N R
25 27 (3R,4S)
a) R=H 0) 25%;0.6.=85%
b) R=CHj b) 25%;e.e.=957%
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BY Descarboxilacg3o (formacio de ligac3o C—C através de adiclo tipo

Michael) :
) 0
CaHs F,CCH,0H  FsC M o CoHg C,Hs
4\[]/ — e T 4\( N /\(
0 . ‘ OH - OH o OH
28 . 29 30 31
| 41%;e.6.291% 14% 36%

1.3.2.4. Reducl3c de compostos organometdlicos: @

0
HO .
CH3 FP CH.')
cr(CO)s Cr(CO)3
32 ' 33 (S)
08%;e.e.=997%
1.3.2.5. Reducio de compostos contendo fldor (cetonas =)
ceto—ésteres: 8,2
O 0 0
Ha oo OH
//U\\/iL\ FP N
FsCa OCHs —— FsCa OC,Hs
34 35 (R)
87%;e.e.=94%
. o |y
1.3.2.6. Oxidagdes:
0 ? 0
©/ CsH1 FP @r CsHa
36 - 37




1. 3. 2.7. Hidr&lise de ésteres: ©

A Cetonas: -

| (CH2)eCO2H

AlqCO o Ph

BY Esteres de amino acidos:

O' i
H3C ~ l«\ FP /[\

NHAc H” " NHAc

OC,Hs

41 42 (R)
47%:e.e.=100%

Y Outros &steres carboxilicos a—substituidos:

0Bz
BzO,
/&H/ OCQHS FpP Z}<'I_{/OC2H5
o N
0 o}
43 44 (S)

27%;e.e.=79%

D) Esteres aciloxi Cesou lactonasd:

OAc O. 0
| HON_ H
| FP \
Ph CHy; —= Ph CHsy +
45 46 (S)

31%;e.e.=81%

22
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M
CH

0
Il

§ (C H2)5C02H
HO™ Y N

Ph
40 (R)

O .
AcHN#" "y, OH

42’

~ . .
nao foi isolodo

><;(OCZH5

O
44

nao foi isolado

0

3
47 (R)
40%;e.e.=31%
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ED> Acetatos de Alquinol:

OAc

HO . H Ha O0Ac
= CeHs™  —= 2 CeHs ~ + 2 CeHs
‘H/, H/ )
48 ’ 49 50
14%;e.e.=B67% 45%;ec.e.=647%
F) Hidrélise mista:
OAc
HOG_ oH Ha w0AC
FP
B ——— o +
51 52 (S) 53 (R)
20%;e.e.=207% 45%;e.e.=37%

1.3.2.8. Hidrdlise de hidrazona: =

Ph H Ph
>:N—'N _fP >_—_o
H3C Ph H3C
54 35

1.3.2.9. Reduclo de nitro compostos arométicos: @0

NO, NH,
CFs CFs
FP
56 57
66%
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1.3.2.10. Reacdes feitas com métodos ndo convencicnais para
aumentar o Fendimento quimico e e.e.
A Utilizando ultrassom

Em um expérimento fei,to para sintese de esterdides utilizando
enzimas, foi analisado o efeito. da ultrassonificac3oc da suspensio
de fermento de p3oc e tamp3o- fosfato, antes de .adicionar o
substrato. © estudo realizado mostra que até duas horas de
ultrassonificagic da suspensido, a porcentagem de convers3o
relativa at;xmenta de 19% Csem ultrassomd a 100%. Aﬁés duas horas a
porcentagem de conversio cail para sa%. 2V

Isto sugere que o efeito do ultrassom ‘estd, provavelmente,
associado & facilidade da difus3o do substrato, por remogio da

, . (21
membrana obstruidora exterior.

BY Utilizacio de tubo de-didlise

Un experimento foi realizado utilizando—-se um tubo de
diidlise, onde © meio fermentativeo & colocado dentro do tubo, e o
subztrato & adicionado & solugdo circunvizinha., A separacic da
biomassa fermentativa torna-se entdo ficil, e obteve-se um aumento
no e.e. do produto Cde 84-87 a 96%). %

A baixa concentracio do subsirato no meio fermentativo, & o
maior fator gue contribui para aumentar a enantioseletividade do
fermento. Portanto, podemos concluir gque, o uso de um tuboc de
didlise para separar o substrato e o fermento, aumenta o©

rendimento &ptico limitando a concentracdo local do substrato que

. . (22}
alcanca © micCroordganlsmo.

1.4. Imobili=zac3o de células

Células imobilizadas s30 células que s3o, ou fixadas ou




o s . ‘ w
ligadas a uma superficie, ou incrustradas em matriz de gel.

A efichdcia dos suportes inorginicos nas reagdes discutidas &

esperada por uma combinagc3o de fatores: ad um aumento na Area

superficial efetiva para a reagfo; b)) a presengca de poros gque

restringe ambos, substrato e- reagente e, portanto, abaixa a
entropia de ativacgio .da reacio e,. <) um esforgo c_::;njugado Cpara
reacdes de deslocamentod resultanteb da aproximag¢3o do eletrdédfilo e
nucledfilo, =engquanto ao mesmo tempo aumenta a nucleofilicidade Ce
basicidaded do Gltimo.

Muitas reacdes podem ser realizadas limpas e rapidamente, em
altos rendi mentos sob condigdes brandas, utilizando reagentes
suportados, ao passo gque a tentativa de realizar as mesmas reac&’)és
com reagentes n3io suportados, freguentemente falham ou resultam na
formacio de misturas de produtos.ma)

Un aspe—to importante nas reagdes com reagentes suportados &
que em muitos casos ambos, substrato e produto , s3oc fortemente
absor vidos na superficie do suporte inorganico, ou ficam
intercalados nele; por isso existe uma pequena contaminagdo dos
produtos orginicos ou solventes, por materiais inorganicos. As
reacdes sio normalmente realizadas em solventes orginicos comuns
-toluenos, etanol, tetracloreto de carbono, diclorometano, etc - e
O isolament o dos produtos orginicos envol ve simplesmente

decantacioc ou filtrac3c para remover o sistema de suporte gasto,

sequido de evaporac3o do solvente. E ossivel em muitos casos
g

envol vendo reagentes inorginicos, regenerar © reagente ativo
diretamente do sistema de suporte por reacdes inorginicas
o (23
-padrio.

E impor tante saber que o conceito de reagentes suportados ndo

é& novo. Hidrogenag3c catalitica e outros numerosos processos que
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ocorrem em metais e outras superficies sdlidas, podem
convenientemente ser classificadas como exemplos de reagentes
supor tados., embora de uma natureza transitéria. Além disso, resina

de troca iénmiica tem sido usada rotineiramente por nuitos anos em

éi ntese orginica, por exemplo, para hidrélise e esterificacio,
hidratacio e desidratacio, adictdes de Michael e _condensac&e_s
alddlicas, enquanto muitas reacdes andmalas, que tem sido
descritas, ocorrends em coluna cromatografica de substratos
organicos, =30, indubitavel mente, mera consequéncia de Agua ou

algum outr o solvente adsorvido no suporte cromatogriafico,

, ¢23)
funcionando —omo um reagente suportado.

Em geral. estas imobilizacdes se dio sobre um suporie pouco
soltivel, = podem ser classificadas de acorde com © tipo de

interacioc existente entre o suporte e o© material imobilizado,

endo normalmante divididas em duas categorias principais:

(6]

. ~ . £ . (24
interac®des de natureza fisica e de natureza quimica.

0z métodos com interagdes de natureza quimica envolvem a
formacio de ligacdes. do tipo covalente en}re o suporte = 'a
substiancia imobilizada, e incluem:

- ligac3o a um polimero funcionalizado,
- incorporag3o em cadeias poliméricas,
- formac3c de ligagdes cruzadas com um polimerofz“

J4 os métodos com interacdes de natureza fisica, ndc s3o
dependentes de formacio de ligac®es covalentes, e os principais
tipos s3o:

- adsorcioc sobre um suporte inerte,
- encapsulamento no interior de um gel,
24)

- encapsulamento com membrana semi-per miavel.

Apesar dessa divis3o, um exemplo particular pode envolver,

26
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simul taneamente, mais de um desses processos e, inclusive,

: ~ NP . " 24
adsorc3o fisica e ligagdo covalente.

Dentre os varios métodos de imobilizac3o, a adsorgdo se

destaca pela sua simplicidade operacional, que consiste apenas em

.

se colocar: em contato a substincia a ser imobilizada e a

e . : (24
superficie ativa do suporte.

Todas as células podem ser imobilizadas. A imobilizaclo das

mesmas traz muitas vantagens:

Dy s ) . 25 .
- a estabilidade das enzimas & melhorada;

P o P ¢}
- retém suas atividades por varios meses;

. .~ , .o 25>
- enzimas podem ser feitas sob medida para uso especifico;

- mostram wmma alta estabilidade operacional em comparagio a

. o oy
c&lulas n3o suportadas;

s o , . 1)
~ facil remogio do meio reacional;

: . 1,25)
- uso repetido das células; ™’

e < o~ {1,25>
- operagcoes continuas de reaca;

~ regeneracio da célula por imers3o em um meio nutriente

, 1)
apropriado;

NP ‘ , (1,25
— fAcil isolamento do produto. com alta pureza e rendimentos; :

- 40
— reacoes redqueram menos espaco;

- & possivel um melhor controle das reacées;(zw

- oS re=iduos de reacfo tém a vantagem de n3o ser poluidores, como
os de fermento livre. ®¥

Por outro lado, desvantagens podem também ser consideradas:

- 2 atiwvidade catalitica das células geralmente decresce durante o
procedimento de imobilizacdo. ‘L Esta perda de atividade &
causada por uma barreira adicional de per meabilidade intrcduzgida’
pelo carregador do materia‘l e & esperado alguns danos as células

. , Cq s S (-
ocorridos durante a imobilizacido,




. D4 ® . . ¢3!
- 2 imobilizac3c pode requerer equipamento especial.
A etapa de transformacdo, especialmente operacio continua,
. . et
requer um desenho especial de engenharia.

Em contraste, para imobilizacdo de enzimas, uma coenzima
necessaria & fornecida e € regenerada dentro da célula intacta.
Estudos comparativos entre células de fermento livre e imobilizado
tem sido executados raramente. Al gumas diferencas em
estereoseleti vidade e rendimento, portanto, tem sido obser vadas

' . . o o B
dependendo do tipo de imobilizagao.

Esta observacio parece razodvel desde gque células de fermento
imobilizado exibem propriedades fisioldgicas, morfoldgicas =}
metabdlicas alteradas. Foram publicadas diferengas zignificantes
em cinética, crescimentos, e DNA/RNA e conteddo de proteina de
Saccharomyces cerevisiae, adsorvidas em contas de vidro coberto de
gelatina. Parece, portanto, que a imobilizac3o afeta as células em
viArios aspectos simultaneamente e gque a combinaclc destes efeitos
. o £ @)
imp®e énfase ao comportamento metabdlico.

Entre estes efeitos s3o encontradas limitagdes difusionais
Cprimeiro para particio do material hidrofébico, concentracio
reduzida de oxigénioc e velocidade de transferéncia de oxigéniod
bem como a criac3oc de efeitos microambientais tais como atividade

) p o (8>
reduzida da Agua e alta concentragao celular.

1.4.1. Alguns imobilizantes utilizados e suas caracteristicas

Um dos primeiros trabalhos publicados sobre redugio com FPI
(fermento de p3oc imobilizadod foi realizade por Nakamura(a’ZG)
colab.. Eles estudaram a imobilizac3o de fermentovde pio, que pode

causar uma mudanca definitiva na configuragdo = e.e. do produto

reduzido, isto &, o rendimento assimétrico e a configuracdo na

&8




reducloc de f3—ceto ésteres foi controlado por fermento imobilizado;
assim, eles conseguiram o produto de configuragio desejada com

alto valor de e.e. C(tabela 2.

O ) . . -
Ol y
R, \/U\/COZRz FPI R, \H><-‘/002R2 Ry \NH/C%Rz
— +
58 59 (S) 59 (R)

0) R1=CI R2=C2H5
b) Ry=C! R,=CHs

O| HOW_ H Ha OH
Ry I COR  _FPL_ Ry DN LRy Ry X C0aR;
58 59 (R) 59 (S)

¢) Ry;=CHz R2=CHj3
d) Ry=H  R2=CsHs
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: Tabela 2 - Controle de reducio por F‘PI(B'z{”
® concentracio a b| sinal de
o substrato imobilizante |produto e. e.
® CmMD rotacio
: 58a 10 FPL 59a R + 42
. =0 ’ FPL 59a R + =7
| 50 FPL 59a R * 18
20 Alg 59a R + 16

o
o 20 Car 59a R + 11
: 10 PAA 59a R + 3
@ 10 PU 59a S - 82
® . 50 PU 59a S - 22
®
@ 58b 10 FPL 59b R + 31
® 20 FPL 59b R + 12
® "
® 20 Alg 59b R + 10
o 20 ‘ PU 59b S - 80
o _

58c 20 FPL 59c R 5
® .
‘ 20 Alg 59c R - 17
® 20 PU 59c R - 86
@ .
. 58d =0 FPL 59d S + >98
® 20 Alg 50d $ | o+ o2
. 20 PU 59d s + 50
' o
®
‘ @) FPL: femento livre; Alg: fermento imobilizado em alginato de
‘ cdleio; Car: fermento imobilizado em carragenam; PAA: fermento
. imobilizado em poliacrilamida; PU: fermento imoebilizado em
. poliuretana.
‘ by Os rendimentos gquimicos dos produtos estdo entre GO e 80%.
‘ o) Excossos enantioméricos foram determinados por RMNll{.
[
@
@
: 30
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(8,27 Ciq s
e colab. utilizaram fermento

Em outro trabalho, Takeda
de p3c imobilizado em alginato de cilcio e observaram a reducdo

dos ésteres: Ctabela 3O

0 , ' _ :
l CO,CoHs FPI i:>§;il,cogczH5 . T:><f22jcozczH5 i:>f§21/C°2C2H5
71, 5 + s, .
H “OCR o oﬁR HO*  'm
OCR 4 '
g treo 61 o,b eritro 62 a,b eritro 63
60 a) R=CH3
b) R=Ph
Tabela 3 - Reducio de £steres com FPI (8,273
tompo de rondimento do razsoc de produtoh
gster me&todo reacdo roduto (%7 c
sas P ° 61° 62° 53°
60a ad 48 45 28 18 | 54
B° 12 37 19 58 23
B® 43 49 18 26 56
B® 53 58 18 19 563
60b ad 23 &1 14 86 0
B 21 70 & o4 o
st 21 62 51 49 o

a) rendimento isolado; b) determinado apds coluna cromatogrdafica
c) pureza Sptica maior gque 9©5%; d) A: fermento de plo livre e
ey B: fermento de pdo imobilizado; > pH do meio de cultura S 7

controladoe por adi¢do de NaHCO3

Na reduc3o de 60a Ctabela 3), o produto em maior quantidade &

o 63, que € obtido da hidrdlise do 62a, aoc passo que dquando

31




utilizou-se FPI obtém-se uma quantidade maior de 62. Com o aumento

do ﬁempo de reacio de 12 para 43 e B3 horas‘ocor‘re uma hidrdlise

do composto 62a e assim pode ser explicado um aumento na

quantidade do produto 63, 827

Para o composto 60b, com o aumento do grupo R (de metil para

"fenil) n3c ocorre hidrdlise do 62b, portanto n3ao se observa o

composto 63. Neste caso, foi feito um controle derH perto de 7

com NgHCO, = ni3o observou-se a formacldo de 63, mas sim uma

epimerizacidc do px‘oduto.(ﬁ’Z?)

Un dos primeiros trabalhos publicados sobre a reutilizaglio do
(8,28

ferments fol o de Naoshima , =m uma das =stapas da sintese de

uma lactona. onde o imobilizante esra #-carragenam. {tabela 45

0

)!\ FPI *NH

(CH4);CO,H (CH2)7COZH
54 65 (S)




B - s L . B — - T, S R A R A . RS,

Tabela 4 - Uso repetido de células imobilizadas‘® 2%’

nmer o rendimento pureza dptica [al?2.%¢Ce CHCI o2

do cicleo % de €(SD-5, %e.e. P sy 3
1 12 95,5 -
2 | 23 . o5 48,13 Cc 0,23
3 36 o6 +8,13 Ce 0,32
4 35 o6 | +8,13 Ce 0,33
5 43 o6 +8,14 Cc 0,41D
& 40 o6 +8,14 Cc 0,35
7 18 | SIS ' +8,13 (c 0,12
8 & g5,5 +8,13 Cc 0,038
1® 36 a2 +8,10 Cc 0,32

@ uso de fermento de pdo livre

Na tabela 4 podemos notar que o rendimento quimico aumenta
atéd o 52 ciclo e depois decresce, = no 82 ciclo €& muito baixo; a
pureza &ptica £ sempre constante = >98%. Em comparag3o a FPL,
onde temos o rendimento quimico de 368%, e e.e. de 92%, a diferenca
nic € muito grande em relac3o aocs obtidos com FPI, mas neste
Gliimo casos, temos a vantagem do fermento ser facilmente retirado
. . . < s 8,28y
do meio reacional e ser estivel para varios reusos.

Un estudo feito para reducdes com dois imobilizantes

diferentes (como afetam o rendimento quimico e e.e.3 foli realizado

por Butsugan-{a'zg) Os compostos estudados foram: (tabela BJ
\\\T//\\T///R FPI \:>///\\\///R
—— 70,
| | o ||
0 0 0

66 R=NHC2H5 | 67
68 R=NHPh 69

33




0000000000000 0000000000000090C0000000000°%°COCKOTNC

Tabela 5 - Reduc3o de acetoacetamidas por diferentes

. g (8 ,29)
imobilizantes ’

~ ‘ rendimento| £ % do substrato
método de reducido microbiocldgica do produto produto recuper ado
CRMN'HD %
reducic de 66 a 67
suspens3 o de fermento seco | o 82
suspens3® o de fermento fresco O 380
FPI (seco) em alginato Q Q0-95% 54
FPI Cs;éco) em poliuretana 9 37
reduc3o de 68 a 69
suspens3&o de fermento seco o a0
suspens3 o0 de fermento fresco 11 55
FPI C(seco) =em alginato 35 >95 465
FFI (frescod) em alginato 21 >a8 53
FPI (secod) em poliuretana =8 84 45
FPI (seco) em poliuretana
contendo alginato como aditivo 27 80 42
FPI Cseco) em poliuretana
contends chitosan como aditivo 31 . 79 46

Na tabela 5 podemos observar que a reducfo de 66 a 67 n3o foi
conseguida por fermento seco C(granular) e fresco. Ja com
imobilizado, foi realizada, mas os rendimentos foram muito baixos.
0O e.e. obtido para alginato, foi muitc bom e, também o tinico
determinado. m_,zs»

Na reac3oc de 68 para 69, o fermento seco n3o foi capaz de

reduzir a cetona, mas a suspens3c de fermento livre neste caso

Ccontrario para o composto 66> reduz a cetona, com baixo
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. . 8,29
rendimento quimico.

Quando imobilizados, os fermentos seco e fresco proporcionam
uma redugB o com rendimentos gquimicos muito maiores do que quando
livres, & <wvalores de e.e. muito satisfatdérios. Notou-se, também,

que com poliuretana os valores de e.e. s3o mais baixos que com

alginato. Acrescentaram-se aditivos para tentar um aumento no
rendimento guimico e e.e., mas os resultados foram semelhantes aos
8,20)

sem aditivos.

Novamente a reutilizac3o foi estudada, agora por
Naoshima(ao}, com alginatos de didmetros diferentes.
O
H .OR
/LK/C()2C2H5 FPI X/COZCZHS
—————————
70 ' 71 (S)
a) R=H
b) R=Ph—C—
I
0

Quand™ o alginato utilizado & o de diimetro maior, observa-—-se
que o rendimento quimico € menor que o obtido com fermento livre,
como era esperado. Com a diminuici3o do didmetro do alginato ocorre
um aumento no rendimento quimico, compariavel ac FPL. Isso € devido
a um aumernito na 4rea superficial especifica para imobilizar o
fermento, onde ocorre um contato maior do substrato com as

enzimas C(tabela 6). 30

35




Tabela 6 - Reuso do FPI ‘29’
ndmer o FPI-1A% FPI-3A° FPI -3C°
do reuso ;end.C%D %e. e. rend. (20| %e. e. rend. (%D ]| %e. e.

1 47 o8 | 18 o8 11 o8
2 46 a7 20 a8 17 - o8
3 55 os - og 28 [Se]
4 52 09 41 o6 39 99
5 B4 o5 12 o8 15 o8
& 53 o9
7 75 o8
8 48 o7
o 48 o6

10 18 os

11 5 o8

12 5 L g7

ay imobilizade em alginato de cdlcio de 1-1,5 mm de didmetro
by imobilizado em alginato de cdlcio de 3-4 mm de didmetro
c) imobilizado em carragenam de 3-4 mm de didmetro
d) rendimentc gquimico de 71a, purificado com coluna cromatografica
e micro destilagds 4 vdacuco
e) rendimento dptico de (S8)-71a determinado por HPLC com © éster
: 22

(€y71b; cada (S)>-74ia apresentou uma rota¢gdo especifica [dln

o (-]
(CHCLa) vartande entre +37,63 (¢ 0,0276) e +42,25 (2 ©0,0237)

t31) c
Naoshi ma e colab. estudaram a sintese de um composto, que

& uma secrecido defensiva de Phoraecantha synonyma. Estudaram também
o reuso do catalisador com KC| 2% e, também, adicionando 10 ml de

aretato de etila. Ctabela 7D




O .
— v
_ (CH,)7CO,H (CH,)7CO,H
64 | - 85 (S)
Tabela 7 - Reuso do catalisador uﬂilizando acetato de etila‘??’
numer o rendiments de 65 (X pureza Sptica de 685 e.e. (20
de =iclo aquosaOL g A.Eb aquosaOL c” A.Eb
1 23 =22 a5 g6
é ES =26 a5 as
3 41 31 g6 Q5
4 45 33 a5 26
5 32 21 26 94
5 30 - 965 -
7 ;5 - a7 —
2y aguosa: solusdo de KCL 2%; by o A.E.: soclugdo aquosa de KGl 2%
com 10 mL. de acetato de etila (Vt = 1000 mL?>.

Podemos notar na tabela 7 gue a adicio de acetato de etila
abaixa o rendimento guimico (mas © e.e. permansce muito alted e,
apds o 52 ciclo torna-se muito baixo (no caso da solugdo aquosa o
reuso foi de até 6 vezes, s a partir dai o rendimento quimico foi

{34;
menor).

) 32> .
Naoshima e colab. estudaram ainda, em um trabalho

posterior, a. reducl3oc de ésteres com adigcdo de outros solventes.

Ctabela B).




0 |
H OR
/“\/COZC2H5 FPI S L0:CHs

71 (S)
a) R=H
b) R=Ph—C—

H
0

70 .

(32)

Tabela 8 — Reacdes com adig¢lo de sol ventes

ne ciclo rendimento €% e.e. C%)b
H-a" A-AT AE/AS HAA®  A-AT AE/A”
A, 100 mL solvente 900 mL Agua®
1 47 57 O a5 97 -
2 | 33 33 95 a7
3 5 5 a7 -
B, 500 mlL solventers S00 mL éguad
1 51 O O g7 - -
= 38 ’ a7
3 33 a7
C. 1000 mL hexano® rendimento (%7 e.e. CO°
1 ’ 32 96
2 14 o6
3 = -
1° 53 o5’

o R et

by determinado po HPLC do éster

acetonitri lasdgua;

(c 00,1738, CHCLS)

71b; <) HIA:

acetato de etila

38

hexanordgua;

sdgua; d) utili

2 g de 70 e S5O0 de FPI; e) utilizou-se 10 g de 70; f> [aJD

a) purificads por colunao cromatogrdéafica e microdestila¢gdo a vdcuo
ASAC

ZOU~-sS©

(-]
+40,47
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Eles -~erificaram que com a adic3c de solvente organico (10%

de  hexano e acetonitrilad A suspensd3o de FPI, ocorre  um

abaixamente no rendimento quimico (sem alterar o e.e.D. A adic3o
de acetato de etila desativa toda a capacidade de reduc3o do
fermento. - Utilizando-se solucdes de solvente organicosAgua,
somente em hexano a .reducfa‘o tem efeito, e com hexano puro também; :

(8,33

Agora  Nakamura fez o estudo da concentrac3o de sais

metilicos na reduclc, e estes mudam a seletividade. (tabela 9O

0
0
MOZRZ FP :N/ COZRZ + H><)H/C02R2
R1 1 R<|
72 73 D 73 L
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Tabela 9@ — Efeito de sails metilicos na reducio assimétrica(a'ga’
substrato aditivo _
B R Ceone. M configuracio e.e. CX RQ 2D
1 2
EL Me nenhum RCDD 12 46
EL Me KCl C1,0D ' SCLD 8 54
ELt Me KCl C2,00 SCLY 24 47
EL Me KCl (4,00 SCLD 45 41
EL Me NaCl ¢2,00 SCLD 43 37
EL Me NaCl C4,0) SCLD 47 14
EL  Me NaBr C2,0) ‘ RC DD 10 48
EL  Me KBr C2,0 RCDD 20 48
EL  Me MgCl , €2,02 SCLD 80 20
Et Me MgCl , C3,02 SCLY s6 1
Et Me CaCl , (2,00 SCLi 75 19
EL Me MgCl , 2,03, FPI® SCLD 81 58
EL Me MgCl , C4,0>, FPI® SCLD 89 44
CICH, Et nenhum ‘ SCDD 43 62
CiCH, Et MgCl , €3,0>, FPI® RCLD 64 50
Me EL nenhum SCLD 77 66
Me Et MgCl , €3,0>, FPI® SCLY g9 65

ay no FPI foi utilizado fermento de pdo imobilizado em alginato de

magnési o

A reduc3c de 72 com fermento de p3o sem adig¢3oc de sails forma
o CR-73) em 12% de e.e.. A adiclo de KCI mudé a estereoquimica do
produto produzinde (S-73) e, com © aumento da concentracio de sai
aumenta o e.e. do produto (s-73>. 9 |

Com o ion brometo C(NaBr e KBr2 n3o ocorre a mudan¢ga na

estereoquimica e obtém-se o (R-73), portanto podemos concluir que
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o ion cloreto é que faz a mudanca na configuragio. Adicionando-se

cloreto de magnésio ou cilcio observa-se um aumento muito grande

no e.e.. Entretanto, aumentando-se a concentrac3o de MgCl, a (3,0
M o e.e. é& de 86%, mas o rendimento quimico cali a 1% Na
tentativa de aumentar o rendimento quimico, imobilizou-se o

fermento =m alginatco de magﬁésio e © gue foi observado foi um
grande aumento no mesmo com altos valores de e.e.. ®,39

K—carragenam imobilizando fermento de pdo foi tomade para a
lactonizac83c redutiva de 74 e 77 usado para sintese de
(R ~S—-hexanodecalina (R-762., o© componente feromdnio isolado da
cabeca de rainhas da vespa ori ental » Vespa orientalils, e do
CR) -4—dodecanolida C(R-79), a secrec3co defensiva das gléandulas
pigidial de besouros voadores, Bledus mandibularis e Bledus
spectabilis. Estas reducdes utilizam FPI = d3o rendimentos baixos

. @
comparados com os andlogos FPL.

C11H23 a C|1H23
Na0,C /\/\’( e H02C /\/HM - oH
(0] o]

Q CiyHas

74 75 76 (R)

Na0,C WCGHW b [Hozc WCBHW] Qﬂ
' a, y o
. HO H 0 CaHyz

)
77 78 79 (R)

a) 6q, k-car/4g FP, 30C, 48h, 32%
b} 30C, 48h, 26%

Exemplos de redugdo de o—metileno ramificade a compostos
carbonilicos por fermento imobilizade em alginato tem sido

relatados. O composto 80 di o syn (81R) e anti (82R). O grupo
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metileno foi reduzido em todos os casos ao passo que n3do reduz o

grupo carbonila. @
oH 0 . 0 0
. . H \\\OH HO ‘\H
FPI X : N
R e 24y ),
R W “CHs * R™ 4 “CHy
80 ' 81 82
R Ro(%)  razao 81:82  e.e.(%) 81 e.e.(%) 82
a) C,Hs 61 53:47 98 98
b) nCsHy 64 42:58 98. 72
c) nC.Hg 56 33:67 98 67
d) n05H11 72 36:64 a8 69

O fermento imobilizado também esti sendo usado na reduglo de

duplas ligacdes (C=C)>. Em uma primeira publicac3o de Utaka‘®-3%’

foi descrita a reducdo de (E) e (Z)-83e, com fermento imobilizado

- em alginato de cilcio:

Ci oH
-« 1) FPI CIZHC\>\\

— e CO,CH3
CIQHC/- NGo,cHy  2)CHaNg
83e (E) 84e (R)
65%.e.e.=84-927%
Ho_ Cl
cizHe ~___ ! 1) FPI ClHC \>‘\CO oH
-—\ Z)CHzNZ z 3
CO,CH; 84e (S)
83e (2)

60%;e.e.=97-98%

Quando o fermento & adicionado ao 83e, primeirc ele hidrolisa
o éster a &cido, depois reduz a dupla ligag¢3o, por isso &€ feita
s o (8,34
uma nova esterificac3o com CH,N,.
Nota-se que o valor de e.e. para R(B4e) & menor gque para
SC(84e); isto pode ser devido A isomerizagdo de E aco Z2 ou da menor

enantioseletividade da redutase do fermento para o isdédmero E.

Sabe-se que ambos s3o estiveis no meio de cultura do fermento sem
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sofrer isomerizaclo. Conclui-se, entfo, que os valores de e.e.

refletem & enantiocseletividade da redutase do fermento.

(3,34} Em
um trabalho complementar, Utaka‘®’?>’ descreveu a reduc3o de uma
série de isdmeros, anilogos aos desér itos no trabalho
anterior 3% Ctabela 10>.

) Cl ct
Ha, -C02CHs  ppy R\/J\ CH N, R\J‘\
RJ.H"—\Cl CO,H v CO,CH3.
83 85 84
Tabela 10 - Reducdo com fermento de plo imobilizado‘®’?%?
RCH=CCI CQO,CH,; 83 RCH,CHCI CO,CH; 84
R E/Z Fempeeh? R 0% |e.e. 30|12, Co cHEI O e
Q T p’ 37 |conf
a CHiCHo E 40—-44 =23-28C00 47 +10,6 C0,562) |54
= 30-53 |23-33C=2-3D >898 -24,7 C1,03 s
b CCHzD>5CH E 41 —-47 65-10C0> 68 +24,1 (1,262 R
zZ 48-77 16-19C5> >98 -38,1 (0,743 s
© CHa(CHL); E 30-80 30~40C0D 25 +5,4 (1,83 R
z 7695 |32-4004-8> >o8 -23,9 (1,19 s
d CH,CI 2 30-68 oC20~-66D - - -
e CHCI 5 E 28-30 54-65C0D 92 +42,4 C1,320 R
z 30-32 58-71C0D g8 -44,0 (1,69 s
f CClg z 11-23 41 -69C100 >98 -10,5 (1,35 s

a) R
Q

o
b) temperatura entre 22-26 C

¢y conf: configuragdo
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{8,386

Finalmente, Nakamura estudou ainda a reduclo de o-ceto

ésteres com FPL e FPI em égua e solvente orginico Chexanad Ctabela

11D.

v Ha_OH
/'/\\~ E———
R .R>\C02C2H5 ! R

86 | | 87 L 87 D

R=CH3(CHy)n  a)n=0
b)n=1
c)n=2
d)n=3
e)n=4

Tabela 11 - Reducio com FPL e FPI em &gua e hexano' ®’ >

e.e. Cw*r R, s config.
substrato
FPL em agua FPI em Agua FPI em hexano
86a 91 /478 87,435 94.°33-8
86b 7T5-42-8 856425 35285
86¢ 31365 39368 32278
86d 50.-.29-5 78,205 47741 /R
86e 30-.23/3 63318 54./36/R

ay a razdo dos @.e. foi determinada por andlise de CLG do éster

by rendiment o isolado

Para a mudanga na estereoquimica da reacdo temos algumas
alternativas:‘ms&
17 A imobilizac3c do fermento faz com que o e.e. de § para o
sistema em &gua diminua, significando que mais produto R &

produzido. Como foli dito em 1.4.1, a imobilizac3o afeta a membrana

da célula do fermento = toda sua mor foleogia. Para os compostos 86a
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= 86b o e.e. de S decresce, para o 86c &€ gquase d mesmo, mas para
86d e 86e aumenta. Isto tem sido explicado por decomposicdes
enantioselet i vas do produto, que seri descrito no 3¢ {tem.

2) 0 efeitoc do aglcar na reducdo diminui os valores de e.e. para a
reducﬁo de 859 Ctabela 123. Sem adicf%c de actcar, a célula'.do

fermento tem um certo poder de regeneragio do NADPH, e isto faz

os valores de e.e. alcancarem valores miximos.

Tabela 12 - Efeito do aclear na reduclo de 86e®*?
glicose Cgsld RQ 2o e.e. (X
o 25 >g7
33 2g 51
&7 18 | 37
133 24 20
200 es 15

2) Uma reaclo longa do 86d = 8Be leva ao produto S, em alto e.e..
Pode haver wuma hidrdlise do R hidroxi éster, no caso FPI-dgua, o
que ni3oc & observado no c¢aso do FPI-hexano por causa de uma
inibigcdo de algﬁma enzima (que catalisa a hidrdlise2 no solvente
nis agquoso. O FPI contém uma grande gquantidade de &Agua mas, o

solvente parece, portanto, inibir a enzima hidrolitica.

1.4.12.1. Crisotila
Crisotila & uma variedade de amianto ou asbestos, na classe
das serpentinas. A formac3c e ocorréncia dos asbestos s3oc de

. P PR . . 24>
origem de calcarios dolomiticos e de rochas ulirabasicas.
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A reac3o quimica melhor aceita para explicar a formac3o de um

serpentinito a partir de calcarioc dolomitico é: @4

3CaMgCCO3 3 + 2Si0; + 2Hz0 —— MgsSiz0sCOH), + 3CO, + 3CaCly

dolomita serpentina

»

JA a =serpentinizac30 a partir de rochas ultrabisicas envolve

uma grande diversidade de idéias. Algumas reacdes sugeridas
sZo: P
ad MQQSEO;‘ + MgSi03 * 3H20 —— Mgss; 205( OH )u

forsterita enstatita serpentina

b2 ZMQZSiGu + 3H20 S Mg3Si205C0H)u + Mg( OH)Q

forsterita serpentina

c) 3MgSiO, *+ Si0p + 2Hy0 ——— 2MgsSiL,0sC0HY,

forsterita serpentina

Acrisotila & formada a partir de rochas ultrabisicas de
origem vulclnica e &€ resultado de duas etapas de transformacdes
metamdrficas. A primeira envolve a formagd3o da serpentina por
alteracdes hidrotérmicas da rocha, e a segunda, uma
recristalizacio a partir da socluclo aquosa e reprecipitada nas
, : . 24>
fissuras existentes na rocha matriz.

Na maioria dos casos, as fibras s3o dispostas em feixes
paralelos e orientadas no sentido transversal as fissuras da rocha
matriz, mas orientac3o paralela as fissuras e fibras, sem
. x , x . . 24>
orientac3c muito definida, s3c também conhecidas.

As propriedades fisico-quimicas das crisotilas dependem tanto

do grau de substituic8c isomdérfica, que ocorre no reticulo

cristalino, como das condi¢cdes nas quais se deu o fendmeno de

46




serpentini zagcdo, sempre, portanto, varidveis de acorde com o
. 24>
jazimento nma qual se encontram.

A classificac8c das fibras € feita através do "“Padr3o de
Classificagcdo Canadense", © mais utilizado nas transacdes
comerciais. A amostra usada consta de fibras da classificacdo- BR,
porém s8o0 colocadas no circuito de classificacdo apenas fibras
. o 24>
longas, de onde vem a denominac3do BSRL.

Todo mineral do tipo serpentina possul camadas compostas do

tipo [Si,0g]l tetraédrico, conhecidas como tridimita e [MgCOH D1

octaddrico, chamada de brucita. Cada fibrila possui de 8 a 12

camadas de brucita-tridimita, variando de acordo com a

procedénci a. O lado externo das fibrilas & constituideo de
(24>

Mg( oH )2'

siLiclo MAGNESIC OXIGENID HISROXILA

Figura 85 - Esquema de parte de uma camada da parede

de uma fibril a(24)
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A crisotila, como a gr ande maioria dos silicatos, &
considerada um matériai de boa resisténcia quimica e muito boa
estabilidade Lérmica.(z'”

Frente a 4cidos fortes CHCI’. H,S0, e‘ HzPO, D ela reage
prontamenté destruindo a caméda de MgCOH >, restan'do apenas a
armacgio de silica. Pérém, € muito pouco afetada por ‘bases f‘ortés
Cex: NgOHY. e apenas a superficie externa € afetada por é.t:idés
fracos (HAc 2 JTambém n3oc £ afetada por intemperismos como sol,
oxldasio, Ho,O = temper‘atura.{z‘”

Crisotila possui moléculas de Agua adsorvidas na sua
superficie: 1 a &% em massa, para umidade relativa do ar entre 50
a 70%, = se aproxima de 3% para umidade relativa acima de 290X
Quando =eca e colocada na presenga de umidade, readsorve esta
quantidade de adgua instantaneamente. 2%

Khorami = colaboraderes®’ obtiveram termogramas Cutilizando
um sistema de equipamento de termogravimetria interfaciado a um
espectrémetro de massad, e estabeleceram quatro regides de acordo
com as segul ntes squacdes:

12 regifo: de 320 a lSOQC; desidratacio:
H2Q,, — H20(g)
22 regliio: de 250 a 400°C‘; decomposicio da brucita
MgC OH Dy =) MgO + HQU@“
32 regido: de 450 a 550°C; descarboxilacio da magnesita
MgCQg4 -3 MgO + COz(g)
42 regido: de S00 a ?EOOC; desidroxilac3io da crisotila
2Mg5Si0gC0H), —— 3Mg,Si0, + Si0, + 4H20(g)
a estrutura da silica permanece, mas se torna gquebradica.

Uma ouﬁra propriedade dessas fibras & a sua grande

flexibilidade, o que faz com que possuam pouco poder de abrasio, e
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. s 24
boa resist€ncia a impacto.

. : - . . 24)
A crisotila como suporte apresenta muitas propriedades:

— baixa solubilidade CKps = 10 ',

- potencial =zeta positivo em solugdes aquosas, numa lafga faixa de
pH;

- alta &rea superficial espec.{fica; .

- alta densidade de sitios adsorventes;

~ facilidade de aquisic3o no mercado nacional;

- baixoc custo;

- facilidade de manuseio.

Parizotto(z'“ verificou que a capacidade de adsorgdo de
Saccharomyces cerevisiae sobre crisotila tratada =] de
aproximadamente 0,9 g de fermento por grama de crisotila. Este
valor situa-se em niveis superiores aos dos melhores suportes
utilizados para esta imobilizac3o.

0s experimentos por ele realizados mostraram uma grande
potencialidade da crisotila para uso como suporte, onde alia seu
alto valor de Area superficial especifica com sua alta densidade

f 4 s . 24>
de =itios adsorventes ativos.
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1.4.1.2. Montmorilohita

Smect itas s3o as argilas minerais 2:1 que levam uma carga no
reticulo & expandem caracteristicamente guando solvatada com agua
e Alcoois, nlota\.relmenté; etileno glié.ol e gl.icerol. Em literatura
recente, O t'er‘mo montmoriloni ia foi usado para ambos grupos Cagora
smectitad e o vmembro particular do grupo em que Mg € um

substituinte significante para Al na camada octaédrica. Férmulas

tipicas s3o mostradas: ©%
montﬁxoriloxdi ta LAl 1, 57Mgn' aaC Nqu' 332181 4,0,0C0H D,
beidelita Al o, A7 Al g ,33(Nqo’ a3 8ig , 1710,40C0H D,
montronita FeCIII>IAI o, 33€ Ncc,' 338 s, 67] Q4 qC0OH D,
hectorita [Mgo , s7liag, 2aC Nqo, 2232181 ,0,C0H.F D,
saponita Mgz, go Al g , 33CNag, 23S 3, g7104nC0OH D,
sauconita [Zni' ugMgu' 1y Alg '-mFeC IIl J0,ual fal o, ag3i 3, oal

0,4 gCOH )2xu, a3

Smectitas menos comuns incluem volkhonskoita que contém Cr'z'.-;
menmontita Cu2+; e pimelita Ni2+.<38)

As smectitas s3o derivadas estruturalmente de pirofilita,
SigAl ,0,gC OH )u; ou talco, SigMggl,gCOHD,, por substituicdes
principalmente nas camadas octaédricas. Muitas substituicdes devem
ocorrer por $§j na camada tetraédrica, e por F no lugar de gH na
estrutura. a8

Quando substitui¢des ocorrem entre elementos C(ionsd de carga
diferente, déficit ou excesso de carga se desenvolve na parte
correspondente da estrutura. Déficit de carga em smectitas s3o

+2

compensadas por ciations Cusualmente Nq+, Ca » K+D sorvidas entre

as tres camadas (duas tetraédricas e uma octaédrica, portanto
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2:10, sanduiches de argila mineral. Estes estio seguros
fracamente, embora estequiometricamente, e ocasionam um aumento
maior nas propriedades de troca de cations da smectita. A

L . ~ ' ' as)
composiclo das smectitas s3oc dadas na tabela 13.

Tabela 13 - Anidlise quimica das smectitas(aa)
componenter 1 _ ab 5° 4d 5° Sf'
Si0, 51,14 47,288 43,54 55, 86 42,99 34,45
Al ;04 19,76 | 20,27 2,04 0,13 6,26 | 16,08
Fe,05 0,83 2,68 =8, B2 o, 03 1,83 5,21
Fel 0,99 2,587
MO trago 0,11
Zn0 0,10 _ 23,10
MgO 3,22 0,70 0,05 25,03 22,86 1,11
Cal 1,62 2,75 2,22 traco 2,03
K,0 0,11 traco 0,10 traco 0,49
Na,0 0,04 0,97 =,68 1,04
Lio0 1,08
Tin0 0,24
PZGS
F 5,96
H,O removida
a 150°Cc | 14,81 | 19,72 | 14,08 | 9,00 | 13,88 | 6,72
acima 180°C 7,99 6,62 2,24 65,85 | 10,67
Total 39,75 100,37 100,02 102,98 100,29 93,95

a) montmorilonita
b) beidelita

¢} nontronita

dy hectorita

e) sapontta

f) sauconita




A capacidade de troca de cations de minerais smectita &
notavelmente alta, 80-80 meq ou maior por 100 g de argiléx seca ao
ar, e oferece um critério diagndstico do grupoc. O reticulo
cristalino é, obviamente, ligado fracamente. Além ’_disso, o]
reticule da smectita & expan-sivel entre as camadas de silicato,
tanto que, gquando a argila & molhada em &Agua, pode aumentar por
vArias vezes o seu volume seco Cex: argila bentonita).(am

Os minerais do grupo da smectita s3o formados por
intemperiksmos na superficie, processos hidrotérmicos a baixa
temperatura, alteracio do pd vulcinico em leitos estratificados,
ac3o da circulac3o de Agua de fonte incerta ac longo de fraturas e
em veios, e sinteses de laboratério. O meio étimo de intemperismo
& um em gue cilcio, ferro I e, especialmente, magnésio, estio
presentes em concentragdes significantemente altas. A
concentrac3o0 de potissio deve ser baixa, ou menor que a de Mg, Ca
e ion ferro. Matéria orginica que exerce acio redutora € um usual
concomivtante, e um meio neutro para ligeiramente alcalino,
geralmente prevalece sob condicdes onde os metais alcalinos =
alcalino terrosos n3o s3o prontamente removidos. e

O intemperismo do meio para smectita € diferente daquele no
gqual caclinita é formada. Se o sistema permite lixiviagfo efetiva
e, se ions H+ tornam—-se disponiveis em gquantidade suficiente para
permitir gque os cations metidlicos sejam facilmente 1lixiviados,
caolinita € formada. A reac3o reversa, raramente occorre. R

Bentonita € wuma rocha rica em montmorilonita que &
normalmente resultado da alteracf3o de pé (cinzad vulelnico do
intermediidrioc Clatiticod do tipo silicico. Em geral, restos de

feldspato parcialmente n3o alterado, quartzo ou fragmentos de

vidro wvulcBnico, oferecem evidéncias da rocha de origem. Muitas




argilas adsorventes, argilas descoradas, e muitas argilas

. . " ' , o , a8
cataliszsadoras sio smectitas, embora algumas s3do atapulgita.

- Montmor ilonita tem sido usada como catalisador =m reacdes

organicas, devido o seu cariter Aacido. Varios exemplos de reacdes

foram descritos, do tipo K10, sendo utilizada como éuporte para

. Ao +2 ) P ~ . :
reagentes inorgdnicos (ex: Cy 2. A imobilizac3o de. enzimas com

montimorilonita € um processo novo, e nd3o had nada na literatura

:

sabre reducde=s de cetonas (e reducdes em gerald em imobilizagio em

, 23
argilas.




OBJETIVO

p

O objetivo deste trabalho & utilizar; fermento de p3o
( Saccharomyc es. cerevisiaed imebilizado para reducio de

fehilcetonas , - com alta enantioseletividade. Os produtos s3oc muito

»

2 r 2

Gteis, como intermediéri&s, na indgstria farmacéutica e em
csinteses mais complexas, e gque s3oc objetos de um ‘projeto mais
amplo do grupo de pesquisa. O estudo de reduca’io microbiolégica‘ de
fenilecetonas & pouco explorado na literatura, e em alguns casos,
b & descrita a formacio do produtoc racémico.

Fermento de p3o € um reagente bar'at_o, disponivel e ndo
tédxicn, além de n3o exigir condig¢des drasticas de reacio, como oS
reagentes guiirais convencionais. A sua imobilizac3o aumenta a
e=tabilidade das enzimas, gus podem ser ret;xtilizadas Véxfias vezes,
apds o cofator NADH ser regenerado. O nosso estudo wvisa obter
dlcocis quirais com valores de rendimentos quimico e dptico
compariveis aos obtidos com FPL, que foram objetos de estudos
anteriores realizados em nosso laboratdrio.

A crisotila (um magngsio-silicato? tem a vantagem de ser um
produto nacional e, de possuir uma grande quantidade de sitios
adsorventes. A montmorilonita C(um aluminio-silicated n3o intumesce
como a crisotila, e possui muitos sitios adsorventes. O emprego de
FP em supcertes argilo-minerais ainda n3o & descrito na literatura

para efetuar reagdes quimicas. E nosso objetivo desenvolver e

otimizar =sta técnica.
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CAPITULO 2 - RESULTADOS E DISCUSSEO
é.l - Crisotila
=.1.1 - Trataménto
O trataﬁento da crisotilé foli feito segundo Parizotto®*™
esti descrito no item 3.2.1. A lavageﬁ com Jjatos de Agua forte
serve para eliminar a parte ndo fibrosa da crisotila, gue € um pd

fino e n3oc contém os sitios adsorventes. Nesta lavagem ccorre uma

perda de massa de aproximadamente 35% no minimo, e pode chegar a

O tratamento com ultrassom em tamp3oc pH 4,7 elimina a tiltima
camada da crisotila que consiste de MgCOH),, aumentando assim a
Area superficial de cada fibra e, através da vibragio, as fibras

se soltam © Lornam-se mals homogéneas quandos colocadas em dgua.

2.1.2 - Suporte e fermentagcio do agdcar
) (24 . ) , i .
Parizotto foli gquem primeiro observou a capacidade de=
adsorgio de Saccharomyces cerevisiae pela crisotila, = tambdm a

sua atividade fermentativa apds a imebilizac3o. Nesta fermentacio

ocorre a produgdo de etanol a partir de sacarose:

FPI
CgH, 20 > 2 CHzCH,OH + 2C0
g''12veE stou 3 2 2
2.1.3 — Testes de expansio com solventes

Verificou-se a capacidade de expansd3o da criscotila em
diversos solventes C(descrito no item 23.2.8) e os resultados
obtidos est3doc na tabesla 14. Estes testes foram necessirios porque

muitas reacdes sio feitas em sol ventes.
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Observou-se que em agua a crisotila se expande bastante e

facilita o©o contato das fibras com © reagente. A maioria dos
-solventes, entretanto, n3oc a expande nmuito e em alguns casos
‘ocorre uma retragdo. Quando foram submetidas a 1 minuto de

ultrassonificacdo, n3o se notou uma grande mudanca em relagido a
agitac3o manual de 1 minuto. Chegou-se a conclusio que sé poderiam’
ser utili=ados os segulintes solventes: etanocl, metanol ,

acetonitrila e diclorometano, que sofrem expansioc média.
[Resolveu-se verificar se, adiciconando 10% de Agua  aos -

solventes misciveis, a expans3o aumentaria. 0Os resultados obtidos
estio na tabela 15, e observou-se gque a expansio ndoc se altera em

nenhum caso.

Tabela 15 - Teste de =xpans3o de crisotila com solventes

e 10% de agua

agitacio manual
Metanol n3doc altera
Etanol nido altera
Acetona ndo altera
Acetonitrila nio altera
Tetrahidrofurano ndc altera
2.1.4 - Testes de toxidez de solventes para com fermento de p3o

O préximo passo fol verificar se os solventes eram tédxicos ao
fermento, gerando celulas mutantes ou desnaturando—as. Os
resultados estio na tabela 168, onde todos os solventes descritos

na tabela 14 foram testados. -
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Tabela 14 - Teste de expans3o da crisotila

com pedquena

agitacgio

agitac3o manual

1 minuto

ultra-som
1 minuto

aumenta muito

aumenta muito

Agua grande expans3o " "
' expansio expansio
aumenta pouco aparentemente
Metanol média expansio ~
expansio rompe fibras
aumenta muito aumenta muito
anol média expansio o
Et expans3o expansio
aumenta pouco aumenta pouco
a equena expansio ~ =
Aceton peq expans3o expansio
aumenta muito aumenta muito
Hexano nio expande

pouco expansio

pouco expansio

Cloroférmio

pequena retracio

Cescurecimentod

aumenta muito

pouco expansio

aumenta muito

pouco expansio

Acetato de Etila

n3o expande

aumenta pouco

expansio

aumenta pouco

expans3o

Eter Etilico

media retraclo

aumenta muits

pouco expans3ioc

aumenta pouco

expansio

Diclorometano

média expansio

aumenta muito

expans3o

aumenta muito

expansioc

Acetonitrila

média expansio

aumenta nmuito

expansio

ocorre uma

retracio

Tetrahidrofurano|pequena expans3o

aumenta pouco

expansio

aumenta pouco

expansio

Benzeno

Cescurecimentod

nioc expande

aumenta muito

pouco expansio

aumenta muito

pouco expansio
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Tabela 16 - Testes de toxidez com fermento e solventes
Toxidez
Metanol , téxico
puro - t&dxico (somente 18%
Etanol . ~ . P
em agua ndo & toxlng.

Acetona tdxico

Hexano ligeiramente tdxico
Clorofdérmio ' tédxico
fAcetato de Etila téxico
Eter Etilico téxico
Diclorometano téxico
Acetonitrila tdxico
Tet rahidrofurano todxico
Benzeno tdxico

Obhservou—-se gue ex:eto hexano =2 stanol 12% =m solucio, todos
os demais solventes s3o Ldxicos. Nos experimentos com os outros
sol ventes, ocorre um escurecimeto no fermento e um mau cheiro,
caracteristico de que as células foram alteradas. Nestes casos, a

reducio de compostos carbonilicos nd3o serd possivel.

2.1.8 - Redugio da a-clorcacetofenona 88
As primeiras reducdes com fermento de pio imobilizado em
crisotila CFPI2 foram feitas com a—clorocacetofencna 88, ji gque o
(30a)

grupo do professor Moran, em conjunto com o nosso , estudou a

sua reduclc com fermento livre (FPLD); sendo.assim, nds poderiamos
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comparar os resultados.

o HO H :
H o OH Cl Cl o Cl
FPI » FPI
‘reuso ~ uso
89(S) ~ 88 | 89(R)

Nas duas primeiras tentativas obteve-se um rendimento quimico
muito bom, &7%, comparado a do fermento livre, 74%. Nas medidas de
rotacl3o dptica, o3 resultados foram muito menores em relacio aoc da

(3o o o
» obtendo-ze -30,8 para a reac¢do com

literatura CLal2” -48,17
fermento suportado Ccom um rendimento Sptico de 6420 e, -39,3°
para o fermento livre (com um Ro=88%). E esperado que os valores
de RQ para as reagdes com fermento suportado sejam menores pois,

como citado no item 1.4, a imobilizacl3o afeta as células do

fermento dificultando © acesso do substrato as mesmas.

Os dados espectrais para o Alcool 89 obtido est3o
’ , <3o)
concordantes com os valores da literatura onde, no espectro de
; , -1
IV, observou-se um desaparecimento da banda em 16384,8 cm

correspondente a3 carbonila & o aparecimento de uma banda larga em
3402,38 cm * correspondente ao grupo gH da haloidrina. No espectro
de REMN'H, notou-se que, além dos picos caracteristicos do alcool:
2,90 ppm um singletoc largo do @gH; 3.57 - 32,84 ppm um multipleto
dos dois hidrogénios do CH, e 4.88 ppm um duplo dubleto do CH
¢J = 4,8 e 7,8 HzD ocorre uma mudanca nos picos do grupo fenila:-
na cetona temos dois multipletos e no 3dlcool eles tornam—se um
singleto. Isto ocorre porque na cetona temos um sistema de o, f3

insaturado e, faz com que os prétons "fenilicos n3oc sejam

F..Q......CO.....Q..O.O..O....Q...C..Q.QQCOQQ.VI

&0
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equivalentes quimica e magneticamente.

Notou-se ndepois, aﬂravés de um estudo de tempo_ minimo de
reacio, que a reacgldo com FPI & mais ienta C4 hd que com FPL (2,40
h), peloc mesmo motivo citado acima, da imobilizacéo- reter a
atividade de algumas enzimas e desativac3o de outras, além de
tornar o acesso a elas mais dificil.

E conhecido que a imobilizag3oc afeta muito o comportamento
enzimdtico; Nakamura®® fez um estude com varios imobilizantes e,
observou uma mnudanca na estereoquimica do composto reduzido
porgue, variando-se o suporte, algumas enzimas s8c inibidas e
outras n3oc Citem 1.4.13. No nosso caso, a crisotila nfoc muda a
esterecoquimica do produto, obtendo-se o Aadlcosl R como gquando
utilizado FPL. A estabilidade do fermento, entretanto, &
aumentada: ele puro tem vida dtil de 30 dias e suportado chega até
a 6 meses.

A maior wvantagem de se utilizar a imobilizacg3o & a facilidade
no isolamento dos produtos, e gue no caso de fermento livre,
consiste na extracéo'continua ligquido-liquido num extrator (fig 82

por 40 h. Com imobilizado, filtra-se em funil de Bichner e succgio

Realizou-se um estudo da satura¢3c de FPI pelo substrato que
poderia ser utilizado, quando se utiliza 20 g de FPI. A principio
utiliza-se 1 mmol para esta mesma gquantidade CRQ= B87%3, mas era
necessarioc wverificar se era possivel adicionar mais. Observou-se
que com £ mmol obtem-se 54% de Alcowl e recupera-se 168% da cetona
adicionada C3,4:1). Para 5 mmol de substrato, nenhum &lcool foi
obtido, C(foram realizadas duplicatas) e, isso nos levou a pensar

que o cloro da o-clorcacetofenocna era muito téxico ao fermento,




prejudicando as células a ponto de n3o se obter nada de alcool.
Para testar se a concentraclo afeta muito os valores de e.e.,
realizou-se uma reac3o com 1 mmol de o-cloroacetofenona em 100 g
de'FPI. Notcn?se que a diferenca entfe os>valores obtidqs com a
reacio diluida (lfal —SS,QO, Eo¥68%3 e com a reaclioc normal (1 mmol
para 20 g de FPI - [al -30,8", R°=64% & muito pequena. E esperado
que na reacio mais diluida o e.e. seja maior??, mas nesse caso
foi observado ser ligeiramente maior (pode ser erro experimental).
O rendimentos quimico para é reagdo diluida € menor por causa da
grande quantidade de 4&gua a ser extraida <85 L3. Os dados

. o . '. €390
espectrais estio de acordo aocs descritos na literatura.

2.1.6 — Tentativa de reutilizac3io do FPI

A reutilizacio do FPI foi tentada Citem 3.2.7> utilizando-se
ns mesmos catalisadores citados em 3.2.5 e, em nenhum caso
conseguiu-se obter © 4lcool desejado. Denire os varios métodos
utilizado=s. & lavagem com @éter foi testada para eliminar vestigios
de cetona Qgue possam ter ficado no catalisador (FPID, e isso
ajudou a destruir as c¢élulas de fermento que poderiam estar
ativas.

O nutriente mencionade no item 3.2.7.2 & composto de

carboidratos., provavelmente glicose ou frutose, =) ions
inorganicos, como cilcio, magndsio, sddio, potdssio, manganés,
(10)

zinco, cobre, ferro, fosfato, cloreto e sulfato.

2.1.7 — Reac30 utilizando hexano como solvente
A reacio descrita em 3.2.8 utilizando-se hexano , n3o foi bem

sucedida, apesar do fermento suportar o solvente. A crisotila ndo




intumesce e n3o favorece o contato das células do fermento com o©
substrato. A agitaglo foi intensa com agitador mecinico, mas mesmo

assim houve uma retrac3o e n3oc se observou nem tracgcos de alcool.

‘Quando se filtrou o catalisador, notou-se um mau cheiro

caracteristi co de fermento desnaturado.

(36) ' . ~ . :
Nakamur a e colab. fizeram reacdes com FPI em poliuretana

. a2 \ o
e hexano (sem reuso) e, Naoshima e colab. fizeram reagdes
uytilizando 1 0% de hexano, acetato de etila e acetonitrila em Agua
para fermento suportado em alginato de cilcio Citem 1.4.1). Esse
tipo de reacdoc em solvente orginico & muitc Gtil para substratos
que s3o insoluveis em dgua, mas com crisotila € impossivel. Eles
observaram oue, com adigcio de solvente orginico o rendimento
quimico varia muito pouco em relac8c ao sem solvente. Portanto

adic3oc de solvente orginiceo ao meio reacional n3o compromete a

reducic, com a desativagcio das células do fermento.

2.1.8 - Método 2 - outro meio de cultura

Para tentar o reuso do catalisador mudou-se o meio de
cultura, utilizando-se agdcar = KC| 8%. O sal serve como um soro
fisiolégico para o fermento, restaurando as células que foram
utilizadas na redugido e, © agdcar regenera o cofator NADPH Cou
NADH>, gque €& o fornecedor de elétrons ao substrato. Ji& foi
mencionado <Jitem 1.12 gque o acetaldeido formado pelo acGcar
compete com as enzimas de reducl3o para formar o etanocl e que
também o fermento n3o tolera muito etanol ¥,

Neste caso, consegui u-se reduzir o) substrato

o~cloroacetofenona 88 no uso e reusc do catalisador Citens 3.2.8 <

3.2.9.15. Quando o segundo reuso foi tentads, ndo obﬁeve—se nenhum

B3




Alcool e, recuperou-se o3% de cetona. Para +verificagdo da
eficiéncia do método, f‘o‘i Vrealizado esse bloco de rea;&es uso e
reusoe quatro vezes. Os resultados est3oc na tabela 17. Os espectros
est3o concor dantes aos da literatura > Cdescrito anteriormentel.
Obser vou-se, porém, que no reuso do primeiro bloco o Alcool
obtido tinha configurac3o cposta ac esperado, ou éeja‘ S, J& que no
uso obteve-=e o R. Um segundo bloco de reagdes foi realizé.do, mas
a quantidade obtida de produto era muiteo pequena e ndo foi
possivel fazer a medida de rotacfo Sptica. Novamente tentou-se
outro bloco, e no reusco obteve-se o alcool com configuragic R, mas
com um valor de [a]D muito pequeno, o produto era gquase racémico.
Num quarto bloco observou-se um valor de [a]D para © rsuso
bastante alto C+4E’5,6°), com © carbono assimétrico de configuracio

S, e um valor de E muito elevado (97%). Isto concorda com os
e

resultados obtidos para o 12 bloco de reacdes.
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Tabela 17 - Dados referentes aos  produtos dos itens 3.2.9 e 3.2.9

B 2D [x] c (g-100ml> R ¢} Prod.
Q D (=)

I 12T 45 - g7.2° 1,80 57 R

2aT a2 +1g,2° 1,78 40 g

I 12T 35 - - 20,4° 1,77 42 R
22T 2 - S - -

III 12T 82 - 33,2° 1,79 659 R

22T 51 - 4,7 1,80 : 10 R

Vv 1aT 39 - 24,0° 1,78 50 R

aT 78 + 46,6 1,74 a7 S

onde 12T -~ uso
28T - reuso

I,IT,IZXI,IV =sdc oz blocos em gque sdo utilizados diferentes FPI

o . (390)
Ll - 48,1 (¢ 1,73, CSH12) da literatura

Huando se trata de reac®es com fermento de p3o, os resultados
nem sempre s3o reprodutiveis, apesar da mesma marca ser utilizada
e as condicSes de reaclc serem as mesmas. Isto pode ser devido &
grande gquantidade de enzimas presentes no fermento e Jgue, as
veres, afeta tode o curso da reagdo. Se fossem feitas reagcdes com
células integras Cou culturas de células control adasd, os
resul tados deveriam ser concordantes. Também a atividade do
fermento é limitada e decresce com o tempo.

Para avmudanca na estereoquimica do produto no reuso, podemocs
dar uma explicag83c semelhante 2a de Nakamura“ﬂ, que utiliza

cloroacetato de etila na reducloc de 3—ceto ésteres por fermento de

pio, para inibir as enzimas pré-R e obter Alcoois de configuracio
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S. Neste  caso, ac mesmo tempo em que a reducio da
a—-clorovacetofenona esti ocorrendo, também temos uma desativac3o
das enzimas prdé-R. Quandoc o catalisador &€ submetido ao reuso, as
enzimas pr&é—=S ‘ s3o mais ativas, proporci onéndo entioc o© él cool de

»

conf‘iguraciQ S em maior quant,iciade.

Também., como fol mencionado em 1.4.1, Nakamura®® fez um
outro estudo scbre adic3io dke sais, que podem mudar a
estereoquimi ca do produto na reduclo de f3-ceto ésteres. Em quase
todos os casos, a adig¢io de sais contendo fon cloreto muda a
configura¢do do produto. No nosso caso, a utilizac3o de FPI e FPL
nos fornecem o Alcool (R)-2-cloro—-1-feniletanol 89. J3 no r‘euscﬁ, a
estereoquimi ca muda, podendo sofrer a influéncia do ion cloreto do

KCl além do mencionado acima.

Chegou—se a conclusio, entlo, de que se nds quisermos dlcoois

‘de configuracido S podemos desativar as enzimas prd-R adicionando

a—cloroacetofenona 88 ao FPI, filtrando, e fazendo a reducio de

outro substrato qual quer ; deve ter um controle de reacio
. 42>

eficiente. De acordo com Nakamura » em outro +trabalho, para

obtenc3io de A4dlcoois de configurac3o R basta "adicionar Alcool

alilico que as enzimas prd-S sio desativadas.

2.1.8 - Outros tipos de fermentos desidratados

Utilizou—-se dols tipos de fermento desidratade, livres, em

reagdes de reducldo: um da Sigma (pdd) e um da marca Fleischca Fleisc

Cgranulard. A reacfo com o fermento desidratado da Sigma n3o reduz
a oa-—clorocacetofenona,  talvez por ter algumas enzimas redutoras
desativadas na desidratacio. Recuperou-se 212 da cetona

adicionada. J& a reac30c com o fermento desidratado da Fleischmann,




reduziu o) substrato com um rendi mento razoavel, 442, e
recuperou-—se apenas 0,43% da cetona adicionada. O [oc]D medido para
o
‘o 88 foli de -44,3 com um R de 932%, muito elevado em relacio aos
O

obtidos anteriormente. Os espectros do produto estio concordantes

aos da 1i ter atura. @2
2.1.10 — Redrugio do a—-nitroacetofenona 80

Nas reacdes de reducio do oa-nitr oacetofenona( 43 ao,
descritas em 3.2.1:2, apenas em uma delas pdde-se observar

vestigios dee Adlcool 91 no RMN'H. Nas demais n3oc se identificou
nada nos espectros pois, a quantidade de produto isolado foli muito
pequena e nIFo foi possivel fazer Qma purificacio. O reagente,
assim como o produto, s3o muito instiveis e se decompdem
facilmente em solugio. A reducd3o da a-nitrcacetofenona &
importante na obtencdo de intermedidrios para a sintese de

fadrmacos imporitantes.

0 HO H
1] NO, o NO,
~ FPI
I —
N
90 91
2.2 - Sintese= de novos substratos para reduc3o com $. cerevisicae
2.2.1 - Sintese do 1-fenil-1,2-propanodiona 94

Passou-se ent3o a estudar outros substratos que foram
reduzidos com fermento livre. Para isto, sintetizamos O

1-fenil—-1,2-propanodiona 894, a partir da prc?i:i of enona 92:

e ——— 2 e
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0
NOH
: HCI
+ CH3ONO
‘ 93,Rq=98%
92 + HyS0, Q="
CH30H + HONO Hy0 + HySO,
0
0
94,Rq=81%

& sintese € simples e envolve duas etapas: na 12 a gerac3o
dos gases deve ser feita simultaneamente, numa velocidade para que
o éLter refluxe devagar e, com o cuidade de n3o refluxar a solucio
etérea para o©os frascos geradores de gases (fig 9). No restante, a
extraclo, precipitagdo e cristalizag¢8o do produto € muito ficil. A
reacdo & praticamente quantitativa com rendimento de 98%. Os dados
espectirais estio de acordo com a literatura‘**’. o espectro de IV
do 93 apressntou uma banda larga em 3838,2 em” * relativa aoc H da
oxima e em 1660,3 cm © da carbonila, onde © grupo C=N esti
scbreposto. |

O espectro de RMN'H do 03 apresentou um singleto em 2,1% ppm
do grupo CHgz» um tripleto em 7,43 ppm (J =6,46 e 7,38 H=zD
relativo aos prétons meta do fenil, um tripleto emA7,56 ppm CJ =

7,38 Hzd relativo aos prétons em para do fenil e um dubleto em
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7,85 ppm C(J = 6,46 Hz) relativo aos prdtons em orté do fenil,
todos em rel ac3o i carbdnila e um singleto em 8,83 ppm do H do
NOH. Os hm orto estdoco em campo mais baixo que os em
para e meta, devido a sua grande proximidade & carb&nila que
retira elétrons do anel por ressonincia, fazendo com gque eles
figquem mais desprotegidos. |

O espectro de RMNHC do 93 foi registrado para servir de
modelo para as sinteses posteriores e apresentou: um pico em 10,21
ppm relativo ao CH,. um pico em 128,42 ppm relativo aos carbonos
meta & carbonila do fenil, um pico em 130,45 ppm relative aos
carbonos orto em relagio a carbonila, um pico em 133,05 ppm do
carbono em para = um pico em 136,682 ppm do carbono ipse. O pico em
157,14 ppm € relativo ao C=N e o pico em 192,20 ppm €& relativo ao

carbono da carbonila ¢=0.

]

Na o2 etapa, na destilagloc com arraste a wvapor, nao =)
encontrou di ficuldades também. O produto 94, entretanto, € muito
volatil e uma destilagldo para purificac3o causa uma perda
considerivel de produto; ainda assim, obteve—se um rendimento de
87%. Os dados espectrais cobtidos para o produto 94 estio de acordo
, (45 ;
com a literatura e, o espectro de IV do 894 apresentou duas
- -1 . s .
bandas em 1712,8 e 1674,0 cm relativas as carbonilas.

Observou-se no EMN'H um singleto do CHp; em campo ligeiramente mais

baixo (2,280 ppmd gque no caso da oxima (2,15 ppmd.
2.2.2 - Sintese do O-acetil-l1-fenil-2-oxima-1,&2-propancdiona 95

Tomando-—se o composto 93, sintetizou-se o

O—acetil-1-fenil 2-oxima-1,2-propancdiona 95:
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0 | 0 ﬁ
A NOCCH3
(CH5C0),0
piridina

93 95

Es’r.‘,e comg'jost,o & feito a pa.rtir do 93 com adigdo de piridina e
anidrido ace&tico. A reacio € simples e os espectros apresentaram:
o de IV, duas bandas de carbonila em 1775 = 1870 cm—l, sendo que a
do C=N que deve estar sobreposta a2 uma delas, e observou-se um
desaparecir.nento da banda larga de g4 em 3233,2 em ' da oxima. Pelo
espectro de RMN'H observou-se o aparecimento de 2 singletos de CH,4
em 2,20 e 2,24 ppm, além dos multipletos dos prétons da fenila e o

desaparecimento do singleto em 8,45 ppm do OQH da oxima.

2.8.2 - Sintese do O-benzil-1-fenil-2-oxima-1,2-propanodiona 96
Uma =i nteses foi . realizada para produgido do composto
O-benzil—-l-fenil -2-oxima-1l.8-propanodiona 96, e o pr oced-i mento
também € simples. No isolamento do produto encont;r ou—se alguma
dificul dade porque ob excesso de cloreto de benzila € um
contaminante dificil de ser removido. Eluiu-se entic numa coluna
cromatografica com solvente pouco polar para haver a separacgio. O
rendimentoc quimico (639% fol muito bom, porque o método foi

adaptado de outra sintese.

0
NOH
CiBz ; NOCH, —3
KO3, 6
KI 3 o 7

2
93 96

O
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A caracterizacio do produto foi completa pois n3o se
encontrou rnmenhum aado sobre ele na literatura. Na analise
elementar obteve-se: C 75,94%, H 5,96%; N 5,28% e 0 12,82%. Os
valores calculados sao: C ;75,89%, H 5,93%, N 5,83% e O 12,65%. Por
essa analise pode se concluir A'vque o composto foi sintetizado com
sucesso, pois as pequenas diferencas observadas Séo-consideradés'

dentro do erro.

Os espectros apresentaram: o de IV do 96 uma banda em 1661,8
c:m"1 da carbonila e a do =N neste caso, pode estar soEreposta e‘a~
da carbonila, alédm do desaparecimento da banda larga do QgH em
3238, 2 em” Y. 0O EMN'H do 96 apresentou um singleto em &,14 ppm
relativo ao CHy. outro singleto em 5,22 ppm do CH,s, um singleto em
7,35 ppm relativo aos prdtons uma das fenilas; um tripleto na
regio 7,29 - 7,37 ppm relativo aos prdtons meta, que estio
sobrepostos ao pico do anel em 7,35 ppm; um tripleto em 7,45 ppm
CJ= 7,80 e 6,82 Hzd) relativo ao prdton para e um dubleto em 7,81

ppm CJ= 6,82 Hz) relativo aos prdtons orto do anel fenila.

O espasctro de RMN'?’C foi analisado tomando-se o do composto

p . P Y-
93 como modelo = também o Alcool benzilico . O espectro
apreasentou: um pico em 10,8L ppm relativo ao CH; £ um pico em
77,33 ppm relativo ao (CH, ©Os picos dos angis fenila foram

atribuidos de acordo com os modelos e chegou-se a conclus3o de
que: 187,96 ppm foi atribuide ao carbono 3 ; 128,34 ppm © carbono
8; 128,538 ppm o carbono &; 128,76 ppm o carbono 7; 130,89 ppm o©
carbono 2; 132.689 o carbono 4; 136,45 o© carbono 1 e 137.32 o
carbono 5.

Foi realizade também um especiro de massa, em um aparelho

CG-EM Ccromatdgrafo gasoso acoplado'ao espectrémetro de massad, e
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obteve-se fr agmentos em (m-/zd: 51,00 (19,56% que fol atribuido a

um CuHy'; 65,05 (6,71% que pode ser de CgHg'; 77,00 (36,84% que

pode ser de CgHg ; 91,15 (100% que pode ser C,H, ; 105,085
(18,84% gque pode ser PhC0+ s 132,18 (0,142 que pode ser do
F’hCOCHQCH;—; e finalmente o ion molecular em 253,15 (0,79%). O

cromatograma apresentou um pico bastante intenso e uma pequena

impureza.

Estas sinteses foram realizadas para tentar reduzir a
carbonila dos compostos 93 ,95 e 986 com o FPI e, depois
transformar os demals Jgrupos . Coxima s acetato e benzilald em
carbonila. Estes compostos ceto-dlcoois s3o muito Gteis na

inddstria farmacéutica.

n
()

— Reduci o dos derivados de PhCOCXCH,
2.3.1 - Crisotila
2.32.1.1 - Redusio de 94

As reducdes com o composto 94 utilizando-sg o método 1 (item
3.2.17>, forneceu o 3lcool (-3-(S)-2~hidroxi-1-fenilpropanona 97.
A configuracd3o foi determinada por comparacdo dos valores de [al
Os especiros apresentaram para o 97: o IV uma carbonila em 1672,9
em ' e em 33324.,8 em” ' uma banda larga relativa ac QH do alcool. ©
espectro de RMN'H apresentou um dubleto em 1,44 ppm do CHy;,» um
multiplets em 5,10 - 5,20 ppm do CH-CH5. Os prétons da fenila
estio na regido de 7,20 - 7,84 ppm. O espectro apresent;a um pico
em 2,18 ppm que fol atribuido aoc CH; da dicetona de partida, além
de apresentar multipletos da dicetona sobrepostos aos do

monoidlcool. O gque pode estar ocorrendo € uma oxidag3o lenta do

monoilcool com o ar e produzindo a dicetona. Observou-se, porém, um
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singleto em 2,18 ppm dque pode sér relativoe ao CH; do
1-hidroxi—-1 —fenil —é—pr opanc;na (a7 que ésté em ‘equilibrio
ceto~-endlico com o . composto Q7. O composto foi purificado
fazendo-se cromatografia de camada espessa duas vezes, e ainda
assim, apresentou estas impurezas. Os dados espectrais do 97

@ - .
Nas referéncias encontradas

est3o de acordo aos da literatura.
nio foi citado se o composte era instidvel aoc ar ou n3o.

O rendimento quimico n3o fol bom (31%) devido & solubilidade
do dlcool em dgua e a grande gquantidade a ser extraida. ¢ produto
, 6 ~ s , 40
97 apresentou um [a]D =-74,4 2 em relacd3o i literatura

C-86.7 2. Os valores de [a]D ndc s3o comparavels devido & sua

decomposicio. Obteve-se uma pequena quantidade do Alcool 98, S%.

4

/ FPI W
~—

94 g7

No reuso, apds o catalisador descansar em geladeira por 32
diaz com agudcar e solugcidc KCl 2%, obteve-se oz dois Adlcaocis 97
(27%) = 98 (358X, mas com uma pofcetagem de 98 maior gue no uso, =m
relagio ao 97, talwvez por causa do actcar do repouso da geladeira.
Quando tentou-se o reusco deixando o catalisador em repouso apenas
com Agua  em dJgeladeira, n3o foi conseguide nenhum 4lecool, e
recuperou—-se pouca quantidade de reagente (8%3.°

Utilizando-se © método 2 para a reduclic do composto 94,
obteve-se © Alcool 98 com £23% de rendimento. Os dados espectrais,

o . (50) .
que estio de acordo com a literatura nos forneceram: no IV uma
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banda larga em 3383,6 em™ ! dos grupos QH e ho(uve‘o desaparecimento

1

das duas carbonilas nas regi®es entre 1800 & 1800 cm . O RMN'H

apresentou um dubleto em 1,00 ppm CJ= 5,80 Hz3 do CHi;, um singleto

'largo em 2,01 ppm relativo aos dois hidrogénios dos grupos QH, um

multipleto 'eni 3,80-3,98 ppm don CH-CH5» um dubleto em A4,68 ppm CJ=
2,87 HzD> do _[;_H_-CH'-CH:; e um singleto dos prdtons do grupo fenila ém \
7,30 ppm.

Nos rewusos (tabela 18) obteve-se rendimentos quimicos muito
pequenos , dev:ldo 32 grande solubilidade do diol em Agua e> a grande
quantidade a ser extraida C(chegando a 6 L3. No 42 reuso, para
diminuir a gquantidade de 4&4gua a ser extraida, a reac8oc foi
realizada em uma coluna, com o auxilioco de uma bomba peristiltica

para haver reciclagem da solugdo. A reacdoc é muito lenta, e os EQ

e B casm bastante.

<

Tabela 18 - Dados referentes aos produtos 98

R Cx%® [l c Cg-100mld R C%

o D [«
12T 23 - 37,7 1,24 o4
2aT 15 - 36,6 1,22 o1
3aT 25 - 38,4° 1,33 aB
4aT 18 - 36,6 1,28 g2
S5aT® 17 - 30,0° 1,21 . 75

o . 49
ca%} - 40,0 (¢ 1,0, CHC|3> da literatura

ay foi isolado em média 1% do alcool 97

by reacdo feita em uma coluna acoplada a uma bomba peristdltica

Os resultados obtidos de rendimento Sptico foram plotados em

74

e e e i ot 2 o e e . it bt et A it e N g o o e e e S AT S, R £ T R R, B, 95, AR P ST T s P o e 25 A s T




0000000000000000000000000000000000000000000000

um grafico:
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Observa—se que na 32 reac3oc obtém-se um R maior, e na 52,
(=]
que foi feita em coluna, abaixa muiteo. As reacdes feitas pelo
{50) .
grupo do prof. Moran , com fermento livre forneceram somente o
diol 98, com ou sem adicfo de acglGcar, e os valores de RQ foram
muitc maiores, por causa do sistema de extracio, mas os valores de

[a]D foram s=melhantes, chegando a ser maior com FPI.

[l R

D Q
com acdcar - —37,6° 74
sem aclUcar -— -44,3° 87
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2.3.1.2 - Reducido de 93 e 95

A reacio com o composto 93 n3o foi bem sucedida, a reduééo da
carbonila n3o foi efetuada e recuperou-se 98% do reagente
adicionado. Né caso da brfeacﬁo com 95 ocorre uma hidrélisé do
acetato, obténdo-—se O compoéto a3, a oxima, com - B57% .de

rendimento.

) 0 _
NOQCH
\\r; 3 FP1 NOH
95

93

2.3.1.32 - Reducio de 496
Jad na redugdo de 96, conseguiu-se reduzir a c‘arbonila, e
obteve-se o Alcool 99, com um RQ=23%. Os dados espéctrais
apresentaram: o de IV uma banda larga em 3405,7 cm ' relativo ao
grupo gH, & um desaparecimento da banda em 1661,8 c:m”1 da
carbonila da cetona. O RMN'H apresentou um singleto em 1,88 ppm do
CHz,» um singleto largoe em 3,78 ppm do (M, outro singleto em 5,186
ppm do CH,,» wm singleto em 5,1'7 ppm do CH e dois singletos em 7,30
e 7,321 ppm relativos aos prétons dos andéis fenila. O composto foi
submetido a cromatografia de camada espessa duas vezes, e ainda
assim apresentou esses picos.

0 cromatograma do composto nos mostra cinco picos =
observou-se que a amostra estava bastante impura. Chegou-se a

conclus3o que © nosso composto era o que saiu em 13,32 minutos e

pela andlise do massa, obteve-se: 51,00 (20,402 que pode ser
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atribuido aoc ion'CuH,;; 85, 60 Cli,lif%) que pode ‘ser‘ C5H5+: 77,00
C41,67%) que pode ser CBHS+; 91,158 C100%) que pode ser do C7H7+;
105,15 C10,91%) que pode ser do F'hCCI+; 147,05 (14,1720 que pode
ser do PhCOHC[\:lCH2+ e 108,15 gque pode .ser do PhCH,OH. Neste caso

nic aparece o ion molecular do composto que deveria estar em 285.

\‘\\

0O
l‘ HO

NOCH,Bz NOCH,Bz
FPI

96 99

A remooio do grupo O-benziloxima pode ser feita com

LiAIH.‘{SLH ou com Hz—Pd/Ccslb) para produzir o amino &dlcool 100

¢ a noradrenalinad.

HO - H HO H NH
N 2
-~ ] ZNOCHzBz
N ou Pd/C H,

99 100

" . , . 47
A reduc3o d4da dicetona 94 foi realizada por Mousset

através de proteg3o da carbonila do carbono 2 por um grupo ditiol
e, em seguida uma reduc3oc microbiclédgica. A desprotecioc & feita

por eletroquimica e obtém-se novamente a carbonila.

2.4 - Montmorilonita K10
Devido ao alto poder de intumecimento da crisotila em Agua,
acarretando problemas no isclamento do produto por causa da grande

quantidade de solvente a ser extraido, decidiu-se mudar o
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imobilizante para a montmorilonita K10, que & um pd fino e ndo

intumesce.

'2.4.1 - Testes de expansio e fermentacgio

Pealizou-se testes de expans3o em solventes organicos,

semel hantes aos realizados para crisotila. Os resultados estio na -

tabela 19.
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para o Ki0

Tabela 18 - Teste de emulsio
Grau de snmulsio
. emuls3o total Cdemora
Agua para decantar)
emulsioc total (demora
t,
Metanol para decantar)
emulsio total (demora
Etanol para decantar?d
emul s3o total Cdemora
A =
Acetona para decantar)
Hexano nioc emulsiona
Clorofdérmio nio emul siona

Acetato de Etila

emul=3c parcial

Cdecanta ripidod

Eter Etilico

nin emulsiona

Diclorometans

nio emul siona

Acetonitrila

emul s3o

para decantar?

total C(demora

Tetrahidrofurano

emuls3o parcial

Cdecanta rapidod

Benzeno

nao

emul siona

Podemos notar gque solventes

como

agua, me tanol , etanol,

acetona e acetonitrila emulsionam totalmente. E em acetato de

etila e tetrahidrofurano sofre emuls3o parcial; nos demais que n3o

emulsionam, as reacdes tornam-se dificeis de serem realizadas por

falta de contato do substrato com as enzimas.
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A imobilizac3o com K10 é feikt,a exatamente como para
cfisotila, mas a fiitrac:éo £ mais lenta. O pd mais fino entope um
‘pouce o papel de filtro, por isso demora mais. Mesmo assim, a
‘etapa n3oc of erece problemas. A fermentaclo do .ac;t'xcar com fermento
imobilizade em K10 n3o ocorr*e; nioc se observa evolucéio de CO, no
sistema (fig 72. Ist§ pode ser explicado porque talvez quando 'se .
faz a imobil izacl3co algumas enzimas fermentativas foram inibidas ou

desativadas.

2.4.2 — Beduci3s da a-clorocacetofenona 88

As redugdes foram realizadas com sucesso. A primeira foi
feita com o—clorocacetofenona 88 e, de acordo com os espectros,
chteve—=se a haloidrina 89, com um RQ=59% semelhante ao obtido para
crizotila (873, = [oﬂD -29,4° CRO=61%) para o K10, guando para
crisotila [odD -30,6" CEG=64%). Nio foi possivel o reuso do
ratalisador. assim como para a crisotila, e recuperocu-se 11% da

cetona adicionada.

2.4.3 — Redugio de l1-fenil-i,2-propanodiona 94

Com o K10 imcobilizando fermento e o método 2, reduziu-se a
dicetona 84, obiendo-se o diol 98 em maior proporgio CRQ=47%) que
o Alcool 97 CRQ=8%). Nesta reacic mediu-se os valores de pH, e
notou—-se um abaixamento no mesmo apds cada adig¢3o de reagente. Ao
final da reaclo ele estava em torno de 3,6 e, pode-se concluir que
a reac3o se mantém a pH Acido ac longo de toda a reacdo. Isto € um
sinal de gque aoc mesmo tempo em que a reducdo estid ocorrendo,

também estid havendo a fermentacldo do acgdcar.

O catalisador foi submetido a 7 reusos Ctabela 200 =)
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observou-se gque os valores de rendimentos quimicos aumentaram
muite em relaclo aos valores obtidos para as reagcdes feitas em
FPI~crisotila (tabela 18). Isto & devido a menor quantidade de

dgua a ser extraida no sistema FPI-K10 (chega a ser metade do

volume)d.
Tabela 20 — Dados referentes aos produtos 98
R_C% [ad e Cgr100mld> | R (% R_C3 97
18T 47 - 37,3° 1,25 | ‘o3 2
22T a2e - 33,9° 1,286 85 3
3aT 25 - 33,1° 1,28 83 =
4aT 33 - 33,1° 1,28 83 3
SaT 23 - z8,8° 1,886 = 4
&&T 30 - 38,4 1,22 o6 4
7aT cls - 30,2° 1,27 76 5
82T 35 - zg,a’ 1.24 73 5

J4 os wvalores de rendimento Sptico s3o menores com K10, mas
continuam altcs; Estes resultados foram plotados em um grafico e
observou-se gue na 5% reacioc © valor de RO cali a V2% = na B2 sobe
para 96%. Isto até agora n3o £ bem compreendido, Jji& que as
condicPes de reacloc foram as mesmas. Apds esta subida, na 72 e 82
reacdes os valores caem novamente. Neste ponto ndoc foli realizada
mais nenhuma reacio, mas acredita-se que era possivel continuar a
reduzir, pois Nakamura®®’ conseguiu repetir .18 vezes a reacio

para o mesmo FPI.
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2.4.4 - Reducgdo da a-azidoacetofenona 101

A g-azidoacetofenona 101, que £ um intermedidrio interessante

para a obtencio de farmacos adrenérgicos, foi reduzida

mi cir obiologi camente com FPI-K10, e os resul tados foram

surpreendentes. Este composto havia sido reduzido com FPL  por

52)

Marques{ , que obteve © Alcool 102 com o método 2 e ainda

adicionando InS0O, . um rendimento quimico de 12%, com um valor de

24 _pa,5°

[ad o Cc 3,01, cHCI 33 . O gque obteve-se com FPI foi um
R_=36% e [al2” -62,7° Cc 3,08, CHClgY. No reuso do catalisador
obteve—-se E0=45%, com  um [al?® -68,3° (e 2,89, CHCI 32 . Na
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[4 - . : z ~
literatura encontrada . s& foi obtide o©o Alcool racémico,

portanto nio se pode comparar valores de [cdD.

O
HO +H
N3 & N3
FPI
B o]
101 - 102
Os espectros estd3oc de acorde com a literatura®>: o IV

apresentou uma banda larga em 3390 em | relativa ao 0OH do Alcool,
uma banda intensa em 2090 em ' relativa aoc grupo Ng = o©
desaparecimento da banda da carbonila em 1 697 cm *. O RMN'H
apresentou um singleto largo em 2,88 ppm relativo ac H do gfupo
OH, um dublets em 3,22 ppm do grupo CH,, um duplo dubleto em 4,69

ppm relativo ac CH Ccom J=8 e J=12 Hzd e um singleto em 7,24 ppm

do grupo fenila.

2.5 - ReducB3o catalitica do -2 “C(RY-8-azido-1-feniletanol 102

Para haver meios de se obter informagbes sobre a pureza
4dptica dos compostos foi realizada uma reducioc do grupo azido com
Ho-Pd/C = osbteve-se o (-)—-(R)-2-amino-1~-feniletanol 103. O produto
péde ser cristalizado e obteve-se um RQ= 93%, com um PF = B4,4 -

4 d

s e , (54>
55,2 ¢ que &€ semelhante ao da literatura

(85 - S7°C). Os
ezspectros apresentaram: o IV uma banda em 3370 em ' do NH, e uma
em 3030 c:m_1 do gH. © de RMN'H apresentou um multipleto um 2,75
ppm do CH,,» um duplo dubleto em 4,85 (J = 5,6 e 8,0 HzD do CH e um
singlete do f=nila em 7,23 ppm. O [a]n apresentou um valor de

o . (54>
-47,3 que de acordo com a literatura

C+47,9° para o SJ,
obteve—-se um R°= a9%.

Os resultados do aminoilcool do reuso foram muito bons, porém
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um pouco menores: R_= 85%, PF = 53,4 - 54,6°C e lal_ -51,5° com

e
‘R = 85%.
(o]
A sintese deste  composto foi realizada anteriormente por
. : .' . o, ) . , (B55a,b, o)
alguns pesquisadores utilizando catalisadores quirais e,
através de métodos pouco utilizados(54’55d) comno reac&es £om
compostos com centro gquiral.
HO . . H HO H
N\ N3 o NH2
H,
——f
Pd/C
102 103
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CONCLUSAO

0 método utilizado de FPI é mui"c.o vantajoso em relagldo a

estabilidade do fermento e facilidade de isolamento dos produtos,

economizando4ae muito tempo.“Os rendimentos s3o ;-Dr‘éximos aos
obtidos com FPL. )

Os argilo-minerais s3o pouco utilizados para imobilizacc”;esk de
enzimas, = nunca o foram para reducdes como neste trabalho. A sua
vantagem & gue n3o exige nenhuma técnica especial na imobilizac3o,
pois & feit-a por adsorc¢io.

Apesar da crisotila intumescer muito em &gua, o que traz
algumas desvantagens, ela € de ficil acesso no mercado nacional e,
as valores de rendimento dptico e quimico foram semelhantes aos
obtidos para FPL. Os wvalores de rendimento o&ptico, em alguns
cascs, foram excelentes e maiores do que os obtidos com o fermento
livre e com montmorilonita. Este € um reagente comercial e, nos
fornece rendimentos quimicos maiores gque os obtidos para a
crizotila, pois a gquantidade de 4dgua extraida &€ a metade do
volume. A mudanca de suporte fol realizada pois a crisotila
intumesce demais, apesar de no inicio ser estudado um método de
maximizar a sua expansio.

Todos oS compostos reduzidos, com excegio da
a-nitroacetofenona, apresentaram resultados muito satisfatérios, e
noe caso do oa-azidoacetofenona, surpreendentes: os valores de
rendimento guimico foram muito superiores aos esperados.

O reuso do catalisador foi conseguido at€ 8 vezes com o mesmo
fermento, para alguns substratos, e isto €& semelhante aos

resul tados encontrados na literatura para s;..xport,es diferentes dos
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estudados.

Através da i?nobilizacéo em crisotila e utilizando-se a
‘oa—cloroacetofenona, pode ser feito um controle estereoquimico do
produto desejado. Este & o método mais simﬁles e baratoc para
obter -se pr;odutos opticamente ﬁuros, na configuracio ﬁecesééfia em

sinteses mais complexas e de produtos farmacéuticos.
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" CAPITULO 3 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1 - Informacdes Gerais

2.1.1 - Aparelhagem utilizada

— Bruker AW—80, Bruker AC-300P e Varian Modelo Gemini 300 para

espectros de EMN'H e EMNﬁC, utilizando CDCl5; como Solvenﬁe e TMS

Ctetrametilsilano) como padr3o interno

~ Perkin-Elmer 1430 Cabsorg¢i3c de 1601 cm ' de um filme de
poliestireno para referénciad e 1600 séries FTIR para espectros de
IV ., utilizando cela de cloreto de sddio ou pastilha de brometo de
potassio

— Polarimetro da Carl Zeiss, modelo Polamat A com lampada de Hg, a
S48 nm = Carl Zeiss, modelo 373147 com lampada de sddio, a 383 nm

— Espectrdmetro de massa Varian 311-A

— HPCS model o S5S3B3A

- Analisador elementar modelo 2400 CHN, da Perkin—-Elmer

~ Ultra-som CSonifier B-12-28 KHz> do tipo “ponta’

— Bomba dozadora peristiltica, da Milan série P-200

— Peneira Tyler 2850, abertura 0,062 mm

- pHmetro da Micronal. modelo B375 utilizando-se eletrodo de vidro

combinado ao de referéncia CAgangC|3

— Aparelho Reichert para pontos de fus3o (placa de aquecimento
acopléda e microscdpio Metter FP-53

- ‘Aparelho para destilac3o tipm Xugelrohr, da Aldrich Chemical Co.

— Microscédpio metalografico Carl Zeiss "Iena"
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3.1.2 - Observagdes

Os sol ventes foram retirados com evaporador rotativo, e
tratados de acordo com os procedimentos descritos em Vogel.(sm

Para as separacdes cromatograficas realizadés em coluna foi
utilizada =ilica gel (Merk)>. Nas cromatografias de camada délgada
foram utili=adas suspensdes de‘ gel de silica 80 HF‘Z'"!S4 CMerk) em
agua destilé.da, distribuidas sobre placa de vidro de 20 x 8 cm e
revel adas com limpada ultravioleta (284 nmd. Nas cromatografias
preparativas foram utilizadas suspensdes de gel de silica 60
GF‘2 CFlukaD, distribuidas sobre a placa de vidro de 20 x 20 cm =
revel adas na mesma lampada anterior.

O solwvente utilizado para ressonancia CDCIl, apresentou um
pico de impureza em 1,55 ppm e um pico em 7,26 ppm do CHCIl 5. gue
aparecem em todos os espectros. O KBr utilizado para as pastilhas

dos IVs continha Agua e apresenta uma banda larga entre 3.200 e

3.500 cm .
A conversio do [a]H para [a]N foi feita utilizando-se as
g (=1
. - . s
seguintes f&rmulas: . : L
- T
[alf = 1,17543 [ad
Hg Na
T
T [a]Na
[al =
cCg-1900 mlD =« 1dldmd
onde:
T ~ Py
[ox]D - rotaclo especifica
T ~ ,
[a]H - rotagio lida no aparelho
g
c(g- 100 mL) - concentragdo da amostra

1Cdmd - comprimento da cela CO,2

TC°Cy - temperatura

88
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.1.3. Alguns reagentes:
montmoril onita Ki0

fermento da marca Itaiquara

crisotila bruta obtida da mina de Canabrava em Uruact — GO.
N : (
: Imi
H 3
2 3 T
g E SOLUCAO
’ 3 SATURADA
s E DE NaCl
‘EEEiEEEi% : ]
N ¢ N—"
. e

BANHO A 30°
FP C/ ACUCAR ¢

SOL. HoS04 pH 4

Fig 7 - Sistema de borbulhamento de ca,

A

EXTRATOR (
MEIO ="
REACIONAL paiy
SOLVENTE——— " —_ — SOLVENTE
N
, \\\\\\\\\ AQUECIMENTO

Fig 8 - Extrator continuc liquido-liquido
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3.2 - Procedimentos Experimentais
3.2.1 - Tratamento da ecrisotila®®
3.2.1.1 - Lavagem

Em uma peneira Tyler 250 colocou-se porgdes de 5 1g de
crisotila e Jatecu-se com égué de torneira durante. 10 minutos.
Recolheu-se © material contido na peneira, que foi seco em
bandei jas em estufa, a 1z20°¢C, por uma noite. Apds este periodo, a
crisotila foli desfiada e armazenada em frascos plasticos longe de
umidade. A rcrisotila lavada e seca apresenta uma coloragdo mais

esbranquigada que a in natura.

3.2.1.2 - Tratamento com ultra-som

Preparou-se uma suspensio a 1% de crisotila Vlavada,
colocando—se S g de crisotila em um bégquer de 800 mbL e
completou—se o volume até S00 ml com umavsolucéo tampic de acido
acsticosacetato de =ddio equimol ar a c=3,3ﬂifQM CpH 4,70,
Colocou-se o béquer sob efeito de um campo de ultra-som de 25 KHz
durante 30 minutos. Agitou-se a suspens3c com o auxilic de uma
bagueta, 3 vezes observando-se uma mudanca na homogenei dads,
parecendo gue as fibras estavam mais soltas. Filtrou-se em funil
de Bilchner = lavou-se com bastante Agua destilada. Recolheu-se o©
material e colocou-se em placas de petri para secagem em estufa a,

° ]
120 ¢, por uma noite.
3.2.2 - Teste de expans3c de crisotila com diversos solventes

Alguns testes com sclventes para verificar a expans3o da

crisotila foram necessarios, Jja gque, como descrito no item

o1




1.4.1.1, a crisotila deve. se expandir bastante, para haver um
contato maior de suas fibras (sitios ativos) com o material a ser
imobilizado. Também reagdes com solventes sio estudadas, por causa
da baixa solubilidade da grande maioria dos substratoé em H,0.
Testou-se Varios solwventes, os mals comumente utilizadés em
sinteses orginicas, através de 3 métodos diferenﬁes de agitac3o:
- com paguena agitacio;
- rom agita¢3o manual durante 1 minuto;
- sob efeito de um campo de ultra-szom de 25 KHz durante 1 minuto.
Os resultados obtidos estio na tabela 14.

Al guns deles Cos misciveis em Agua> foram testados
utilizando—se 10% de solvente em Agua para verificar a expans3o.

Oz resultados =2stio na tabela 15.

3.2.3 - Testes de toxidez de alguns solventes para com fermento ds
paoc

O0s mesmos solventes utilizados no teste de expansio da
crisotila, do item 3.8.2,kforam agora utilizaéos, para verificar a
toxidez em relacio ac fermento de plo. Verificamos que o fermento
& extremamente sensivel a todos eles, com excess3o do etanocl, gue
o fermento =4 suporta até no mdximo 18%. Os resultados obtidos
=zsti3oc na tabela 186,
3.2.4 - Suporte com Saccharomyces cerevisiae®?

Preparou-se uma  suspensio a 1% de crisotila tratada
colocando~-se em um béquer de 3 L 20 g de crisctila seca e 2 L de

Adgua destilada. Apds 30 minutos de agitag3o mecinica, adicionou-se

20 g de fermento de p3o fresco e deixou-se agitando por 2,5 h.

o=




Filtrou-se © fermento suportade em funil de Bichner e observou-se

gque a agua estava limpida. Armazenou-se o material em geladeira,

apds secagem ao ar com bastante sucgdo, até ser utilizado em
reacdes.

= ’ . 58)
3.2.5 ~ Reagio com a-—cloroacetofenona 88 (método 12

Em um baldo de 1 L adiciconou-se 20 g de FPI = uma quantidade
de minima de Agua, para gque houvesse agitaclo (350 mbLd. Deixou-se
agitande mecanicamente, por 30 minutos, em banho termostatizade a
30°¢. Adicionou-se 0,158 g (1 mmold> da a-cloroacetofencna. A
reacio ficou =m agitacfo por 24 h. Apds este periodo, filtirou-se

=m funil <de Biichner, e lavou—-se com bastante A&gua destilada.

Extraiu—se com CHCI 5- Secou-se com Na,S0, = evaporou—se o

solvente., & reac3o foli realizada em dois baldes diferentes. Os

produtos foram misturados e purificados com coluna de silica gel,
usando hexanosclorofdrmio (8%5:15) como eluente. € composto, um
Sleo amar=lo claro, do  (-)-C(R>)-2-cloro-l1-feniletanol 89,
apresentou: -

m= 0.210 g 1,34 mmol> - 1?.Q= 57%

m = 0,045 g €0,281 mmold - R‘cr= 18%

EMN'H Cepel o2: & (ppm> 2,80 s 1, 1Hd; 3,537 - 3,84 (m, ZH>; 4,89

C{dd, 1H; J = 4,8 = 7,8 H=z>; 7,31 (s, SH>

[012% 30,67 Cc 1,78; CgHyp® com R = 64%

3.2.85.1 - Verificacio do tempo minimo de reacio

Montou—se uma reacdo, de acordo com o procedimento descrito

a3
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em 3.2.5, com a-clorvacetofenona 88 e retirou-se éliquotas de 1 em
1 hora até completar 6 h de reag3o. Extraiu-se com CHCl 5z todas as
aliquotas,’ secou-se com Ng,80, © evaporou-se o solvente. No
acompanhamen to‘ do pr ogr ésso da reaclo, feito por RMNiH »
observou-se que, apds 4 h de‘reacéo, a cetona tinha sido toda

reduzida para o adlcool 89.

3. 2.8 &8 - Verificac3c da quantidade maxima de substrato
Conforme descrito no item 2.2.5, montou-se mais 3 reagdes, a

saber que em 20 g de FPI adicionou-se 0,310 g (2,01 mmold>, 0,771 g

C4,9892 mnmol2 e 0,770 g (4,898 mmold> de o-clorocacetofenona. No

acompanhamento feito por EMN'H > apds 5 horas de reacio,
observou-se:

- nas duas reacdes em gque se adicionou 5 mmol do substrato,
recuperou-s= a cetona 88 sem a presenca do alcool 89.

m= 0.424 g (2,74 mmold - R = 55%

1 or

H
.\]
=
®

m= 0,845 g (3,52 mmol> - K

2 cr
-~ na reac%o gue se adicionou 2 mmol do subsirato obteve-sea:

= O, 222

mT . 2 g
m = O,0455 g 3,321 mmold - 38lido branco R o 16%
m= 0,170 g (1,08 mmol> - &leoc amarelo R_= 54%

[a]D -35,1 <o 1.71 CgH,,? - R = 73%
que foi purificado com cromatografia preparativa, utilizando-se
hexano -clorofdérmio (1:13 como eluente.

Ma reac30 1 com S mmol de substrato, apds a filtragdo do FPI.,

adicionou-se 10 g de acgdcar e deixou-s=2 agitando por 3 h para

verificar se ainda continha atividade fermentativa. Montou-se o

sistema de borbulhamento conforme a figura 7, com:
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- 3 g de FFI
——750 mL de solucdo 18% de aclcar em tampdo pH- 4,7 €10™® M HAc/AcT
Dbsérvoufse que ndo houve evolucéo‘ de C0, no sistema.
Na reac 3o 23, montou-se o borbulAhamento sém agitar com acdcar
antes, do mesmo ﬁxodo descrito énter‘iormente. Novamente observou-se

que nio houve evolugio de CO,.

3.2.8 -~ Reagc 3o de diluigio

Em um bal3oc de 3 L, colocou-se 100 g de FPI = égué 1,8 L)-
suficiente para agitac3o. Apds 30 minutos, adicionou-se 0,155 g (1
mmol> de a~clbroacetofenona 88 2 a mistura reacional perﬁaneceu a
30 C por 24 h com agitagdo mecinica. Apds este pericdo, filtrou—-se
em funil de Bichner, extraiu-se com CHC| 5, sSecou-s= com Na,SO, ©
svaporou-se o solvente. Através de espectro de RMN*H observoﬁ—se
que o Alcool 88 foi obtido. Apds cromatografia preparativa de

camada espessa, utilizando—se hexanosclorofdrmio C1:1>2 como

m= 00,0847 g (0,413 mmold - EQ= 4123

25 —_ e . — o,
[O{]D -32,2 Ce 1,71 CSHiz) - R = B88%

3.2.7 - Tentativa de reaproveitamento das crisotilas suportadas
3.2.7.1 — Método 1

De wum dos FPI recuperade da reac3o descrita em 3.2.95,
montou—-se uma nova reacio com 0,155 g 1 mmold de
a~clorcacetofenocna, que apds S5 h de reac3o n3o havia reduzido nada
da cetona. Isto foi verificado por RMN'H.

m = 00,0534 g (0,346 mmold - RC = 35%
r

cr

a5
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3.2.7.82 - Adicionando nutriente de cerveja

Com © mesmo FPI reﬁtilizado em 3.2.6.1, .montoq-—se outra
reacfoc (conforme descrito em 3.2.9%0, adicionando—-se uma ponta de
espatula de nutriente utilizado na fabricag3o de ;::.ervejas,
déixando—se agitando por 1 h. Apds este periodo adicionou-se 0,155
g ¢1 mmold) de a-clorocacetofencna 88 e deixou-se reagir por 20,5 h
em banho termostatizado a 30°C. No espectro de RMN'H observou-se
gque o substrato nio reagiu e recuperou-se:
m_ = 0,08585 g (0,424 mmold - Rcr= 422
3.2.7.3 - Adicionando agdGecar

Tomando—se o) segundo FPI utilizado na fear:'aio 2.2.5,
dis=olveu—-se em um bal3c de 1 L, 10 g de acdcar em Agua destilada
e, apds agitar por 1 h com o FFPI. acrescentou-se 0,154'9 1 mmolD
de a—clorcacetofencna 88. A mistura reacional permaneceu durante

toda a noite (19 h). Filtrou—-se em funil de Blichner, extraiu-se

]

com CHCI 5» ecou-se com Nagy$0, € através de espectro de EMNiH,
observou-se gue a cetona nio reagiu. A massa recuperada foib:
m_ = 00,0462 g (0,298 mmol2 - Rcrr- 30%
3.2.7.4 - Lavagem do FPI com éter

Una nova reagcfo com FPI fresco como descrito em 3.2.5 foi
feita. Adicionou-se 0,261 g (1,88 mmold de a-clorocacetofenona que
reagiu por 5 h. Apds a filtragem em funil de Biichner, lavou-se o©
FPI com &ter para tentar eliminar residuos de cetona, gue poderia
nic ter reagido. Em seguida, lavou-se com bastante &gua destilada

para eliminar o éter. Armazenou-se o FPI na geladeira com uma

soluclo de KC] 2% C300 mL). Apds 1 noite, filtrou-se o FPI e

Q6
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montou-se outra reagio = com 0,261 g 1,63 mmol D de
o-~clorvacetof encna 88. Repetiu-se o processo de lavagem,
armazenament o e novamente montou-se outra reacio, a 3a, O

; 1
acompanhamento feito por RMN'H nos forneceu:
- a 12 reacBo fol completa, encontrou-se apenas residuos de cetona
m= 0,161 g
T
- a 28 e a 3% reagdes, a reacio nio se completou, e recuperou-se

as seguintes guantidades de reagente:

m= 0,250 g (1,62 mmold - R_ = 96%
<r
m = ©,149 g (0,966 mmold - R__= 57%
,
3.2.8 - Peaglco com hexano(ad)

Em um bal3o de 1 L montou—-se uma reacdo utilizando 20 g de
.FPI, 250 ml. de hexano. 2,8 g de agtcar = 0,155 g (1 mmolD de
a—cloroacetofenona 88. Déixou—se agltando mecanicamente por 24 h a
20°C. © bal3o foi tampado para svitar evaporac3o do solvente sem
comprometer a agitaglo. Filtrou-se em funil de Blichner e lavou-se
o FPI com hewxano. Ewvaporou-se o solwvente. Através de espectro de

R o . .
EMN'H observou-se gque a cetona n3o havia reagido. A massa

recuparada foi:

m = 00,0843 g 0,187V mmold - R = 18%
cr cr
3.2.9 - RBeacido com o—clorovacetofenona (nmétodo 23 av

Em um bal3o de 3 L montou-se um meio de cultura com 60 g FPI,
B0 g de aguUcar e 1,5 L de solugdo de KCI 2% Apds agitacdo
mecinica de 30 minutos, adicionou-se 0,495 g (3,21 mmold de
a-clorvacetofenona. A rAeacﬁo & mantida a 30°C por 24 h. Filﬁrou-se

em funil de Blichner, extraiu-se com CHCl 5 & secou-se com Na,S0,-




Evaporou-se o©o solvente e obteve-se um dleo amarelo do alcool 89,

que foi analisado por RMN'H. © produto feoi purificado com
cromatografia preparativa de camada espessa, utilizando—se
hexanorclorofdrmic (1:1) como eluente. Os dados referentes ao

produto est3o na tabela 17.

3.2.9.1 - Reeutilizag3o do FPI

Montou—=2 mais 2 reagdes utilizando o mesmo procedimento da
reacioc descrita em 3.2.9. Através de acompanhamento por RMN'H
obhservou—-se  Jue:
- na 22 reacio obiteve-se 4&lcool 89 e cetona 88 na proporcio
descrita.
-~ na 32 reagcio obteve-se somente cstona 88.

m = 0,114 g CO,738 mmold - R = 23%

or <Y

A cada novo FPI utilizado, foram feitas varias tentativas de

reuso, =, cada » bloce de reagdes com o mesmo FPI nos forneceu
resul tados diversos. Os compostos foram purificados com
r:ron1a£agr afia preparativa de camada espessa, utilizando-se
hewano clorofdérmioco (1:12 como =luente. Oz resultados est3o na
tabela 17.

3.2.10 - Reazio com fermento desidratadeo (Sigmad

Utilizando-se 20 g de fermento de p3o desidratade C(pd finod,
em um bal3o de 1 L, adicionou-se 2850 mL de dgua e 0,184 g (1 mmolD
de o-cloroacetofencna 88. Manteve-se a reac3o a 30 C por 24 h,
agitando mecanicamente. Apds o término da reac3do, adicionou-se
celite 3 suspensdo reacional e filtrou-se indmeras vezes em funil

de Biichner e, depois, em coluna. Extraiu-se com éter etilico,

o8
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secou-se com Na,S$0, € evaporou-se o sol vente. O residuoc foi
analisado por RMN'H e obéefvou—se que a cetona ndc havia reagido.
m_ = 00,0328 og (0,212 mmold - Rcr= 21%
3.2.11 - Reac3o com fermento desidratado (Fleischmannd

Em um bbald3o de 1 L adicioﬁou—se 60 g do fermento desidratado
Cgranul adod e Agua destilada (400 mlD. Apéds 30 minutos
acrescentou—se 0,855 g (3,59 mmol) de a-clorocacetofenona. 88. A
reacio permaneceu por 24 h e, em seguida, saturou-se a mistura
reacional com NaCl. = esta foi extraida num extirator continuo
liquido-liguide <Cfig 8> por 40 h utilizando-se CHClp c©omo
solvente. Secoﬁ-se com Na,S0, € evaporou-se o solvente. O produto
foi destilado em destilador tipo XKugelrohr e obteve-se 0,360 g
que, através de especiro de RMN%%, notou—se conter uma mistura de
retona = alcool. Em seguida separou-se os produtos através de
cromatografia preparativa de camada espessa, utilizando-se

hexanm- clorofdrmin (1:13 como elusnte. ObLeve-se entio:

m= Q,248 g <1.57 mmol> - RQ= 44% =~ Sleo amarelo 89
o
m = O,00242 g CO.0155 mmold - R = 0,43% sdlido branco 88
[ of cr
25 =

[a] 7 -44,37 Cc 1,78, CgHyp> — R = 92%

2.2.12. Reaglo com a—nitroacetofenona 90

Montou—se reac®es com oa-—nitroacetofenona 90 com 40 g de FPI =
0,331 g 2,01 mmoll de substrato. A temperatura permaneceu
constante a 30 C em todos o= experimentos, mas o© tempo foi

variado., Os resultados est3io abaixo:

ag




N&o

Alcool 91,

foi

e n3o se pdde obter

T Chd resul tado
4,5 ‘produto n3o identificado
4,5 vestigios de alcool
5,5 produto ndo identificado
4,5 produto n3o identificado
3,0 produto n3o identificado

possivel reproduzir a reagdo em gue se obteve o

dados espectrais e medidas de

rotac3n &ptica pela peguena quantidade de produto obtido.

ada
1>

2

n

v

2D

{

.13

Em um bald3oc de 2

ptou-—se:

um condensador de refluxo
um tubo para liberacdoc de

um tubo para liberag¢do de

43

- Sintese de 1-fenil-2-oxima—1,2-propancdiocna 93

bocas de 280 mlL (frasce A de fundo redondo

Cver figura 9O

de bolas
Jas HCI CT;D

gds CHZONO CT)D

onde os tubos se extendem até mergulhar no liguido.

propiofenona ,

passa por
gerou-se
encal xado

conectado

—zse

seco produzido pelo métode convencional:

HCI

de um funil de separag3c de 2850 mlL em um

H,S0,

contends Ngl (com agitacfo magnéticad. O gds gerado

um tubo secante contends H,S0,.-
CHZONO =m um kitassato de 280 mL (frasco BD onde &

um funil de separagloc de 250 mL (frasco @O e

ao bal3o A pelo tubo T{

Adicionou-se em A uma solug3o de 13,0 g (97,0 mmoll de

82, em B85 mlL de éter etilico.

Em B, uma mistura de 8,04 g (115 mmol> de NaNO, 95%, 5 mL de

100




CHaOH € 4,8 mL de H,0. No funil C, colocou-se 13 mL de H,S0,
diluido resf‘riadc>>Cpfeparédc> por adig3oc de um volume de H,S0,
concentrado e dois de aguad.

A agitacio magnética em A & comecada e, o HCI 2 int}oduzido,
através de T;, lentamente. O Acido em C, € introduzido devagar em
B =, o CHaoNCJgasoso‘formado vai através de Tz A mistura reacional.
A =olucfo em A, que era incolor, desenvelve uma cor marrom claro.
A velocidade da evolugdo de CHZ0NO & ajustada paré que o ©&ter
refluxse devagar.

Ao final da evolugio do CH#DNO, cessa-se a introducio de HCHL .-
A mistura reacional £ deixada descansando toda a noite e ao final
torna-se= marrom. Apds este periodo, deixou-se o frasco aberto, com
agitagio, para a saida do excesso de Hel. Extraiu-se a soluglio com
NaOH 10%, exaustivamente, até o meioc alcalino extralido se tornar
incolor, nguando agitada a solugl8o etérea. (No inicio a solugio
alecalina € de um amar=2lo muito intensol.

&

4]

extratos alcalinos combinados s3o vertidos devagar, com

o, em uma mistura de 120 mbh de - HCI concentrado e

0
w2

agita
aproximadamente 180 g de gelo. Forma-se, ent3oc, um sd8lido branco
de aspecto flocular que £ filtrado em funil de Bichner e sucgio.

Recristalizou-se com tolueno e obteve-se cristais brancos em forma
de agulha.

mp= 15,8 g (95,1 mmol> - EQ= 8%

PF= 113,1° - 114,8°C

RMN'H cepel g2 6 (ppm> 2,15 (s, 3Hd; 7,43 Ct,laH; J = 6,46 e 7,38
Hz>: 7,56 Ct, 1H; J = 7,38 Hz>; 7,856 (d, EH; J = 6,46 Hz>; 8,89 (s,

RMN'C cgpel 5d: & Cppmd 10,21 CCHgY; 128,42, 130,45, 133,07 e

136,62 C(Phd; 157.14 C(C=ND; 192,20 (Cc=0

1H>
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IV (pastilhad cm ': 3238,2; 3058,1; 2925,6; 16860,3; 1506,8;

1576,9; 1447,7; 713,1; 693,9
3.2.14 - Sintese de 1-fenil-1,2-propanodiona 94“?

Em um sistema adaptado para destilac3o com arraste a vapor
colocou—se: no bal3c de 500 mI_. de 2 bocas 13,0 g (79,8 mmol) de
1-fenil-2-oxima~1l,2-propanodiona 93 e 240 mL de soluc3o H,S0, 10%.
A mistura fol destilada, com vapor, até cerca de 1 L do destilado
ser coletado. Ao final observou-se uma soluclo amarele claro com
um dleo amarelo no fundo. Separou—se o dleo da fase aquosa =
extraiu-se com &ter, até este ficar incolor. Secou-se com Na,S0, =
evaporou-se o solvente.

O produto £ destilade em destilador tipo Xugelrohr para
purificacio. Obteve-se um dleo amarelo intenso.
m= 10,3 g (59,8 mmold - R‘&‘: =87
EMN'H Cgpel z2: & Cppm> 2,48 (s, 3H>; 7,22 - 7,66 (m, 3H>; 7,86 -

8,02 (m, 2HD

1

IV (filmed cm : 3064,8; 1712.9; 1674,0; 1595,6; 1579,5; 1495, 5;

1445.,9;, 702,98

3.2.15 - Zintese de O-acetil-1-fenil-Z-oxima-1,2-propanodiona o57%
A uma solugio de G, 502 g 3,08 mmold de

1-fenil-Z2-oxima-1,Z2-propanodiona 93 em 0,3 mb. de piridina
goteja-se 0,4 mL de anidrido acético a uma velocidade que a
temperat.ura seja mantida entre 90-95°C. A mistura reacional &
deixada durante toda a noite em repouso. Apds este periodo
destila-se © material \{olétil sob press3o reduzida. Purificou-se o

produto atraveés de uma coluna cromatogrifica, eluida com
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hexano/CH,Cl o (85:15) e obteve-se um &leoc amarelo claro.

m= 0,435 g C&,12 mmold - RQ= 694

RMN'H Ccepcl 52 & C(ppmd> 2,20 (s, 3HD>; 2,24 (=, 3Hd; 7,88 - 7,686 (m,
3H>; 7,99 - 8,12 Cm, 2H | |

IV Cfilmed om *: 3085; 1775; 1670; 1595; 1575; 1485; 735; 710

3. 2.16 - Sintese de O-benzil-1-fenil -2-oxima-1,2-propancodiona 06"
A um bal3oc de 50 ml de duas bocas, com agitacdo magnética,
adaptou—se um condensador de refluxo e adicionou-se 2,00 g 12,3

mmol) de 1-fenil-2-oxima-1,2-propancdiona 93, 2,00 g (14,5 mmol>

de Ko,CO5» 0,1 g CO,B802 mmold de KI = 6 mbL de etanol O5%.

Adicionou-se gota & gota 2 mbh (17,4 mmold de cloreto de
penzila destilado, com o auxilio de um funil de adig3o, com
squalizador de press3o. Apds terminada a adicio, refluxou-se o
etanol por 2 h e resfricu-se & temperatura ambiente. Destilou-se o
sol venlte.

Transferiu-se o produto, que era um sdlido, com CH,Cl, para
um funil de separac8o = lavou-se com solucdo NaOH 10% 8 vezes.
Secou—se a solugio com Na,S0, © evaporou-se o sol vente. Obteve-se
um dleo amarelo gue foi purificado com uma coluna de silica gel
eluida com hexan.o/"CHQC| 2 C9:1D.

O composto puro € um dleo amarelo, e:
m= 2,14 g (n= 8,48 mmol> - RQ= B53% .

EMN'H Cchel g2: & Cppmd 2,14 (s, 3H>; 5.22 (s, 2H>;, 7,35 (s, B5SH>;
7,29 - 7,37 Ct, 2H>; 7,46 (i, 1H; J = 6,82 e 7,80 Hz>; 7,81 d,
2H; J = 6,82 Hz>

RMN'®C Capel o0 & Cppmd 10,81 CgHgY; 77,33 CCHpY; 127,96, 128,34,

128,59, 128,76, 130,88, 132,68, 136,45 e 137,32 (Phd; 155,68
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i.....‘.OCQ..C.QC.Q..CO.CO....OOC..0.0.0QQ....CO

Ce=ND>; 191,34 (=

IV Cfilmed «m ': 3031,8; 2933,7; 1661,8; 1597,3; 1571,4; 18505,9;

1447,7; 742, 8; 709,2

EM (m/ed: 51,00 (19,56%; 65,05 (86,71%); 77,00 (36,84%; 91,15
C100%>; 105, O5 C18,84%); 132,15 C0,14%; 253,15 (M ,0,79%

AE: ¢ 75,04%%; H 5,96%; N 5,28%; O 12,82%

3.2.17 - RPeacl3o com 1-fenil—1,28-propancdiona 94 (método 12

Em um bal3o de 3 L adicionou-se 100 g de FPI e 1,5 L de agua.
Apds 30 minutos, acrescentou-se 1.C3 g 6,95 mmol 3 de
1-fenil-1.2—propancdiona 94. A reacio permanecsu 3a 30°C em banho
termosz=tatizado por 24 h com agitagc3o mecinica. Apds este periodo,
filtrou—-se =m funil de Blichner, extraiu-se com CHCl 3, Secou—se com
Na,50, = sevaporou-se o solvente., Purificou-se o produto, um dleo
amarelo escuro, com cromatografia preparativa de camada espessa
eluida com hexanosCHCI 5 Ci:1>, correndo~sé 3 wvezes a placa.
Obteve-se o (-3-C(S)-2-hidroxi-1-fenil-1-propanona 97 em maior
proporgico, mas obteve-se o (->-C(1R,28>-1-fenilpropanco-l,2-diol 98
tambEm.

A
o

S0

= (3 = - B = :
Mgy 0,321 g (2,14 mmold PQ 31

RMN'H Cgpgl g0: & Cppmd 1,44 ¢d, 3Hd; 5,10 - 5,20 (m, 1Hd; 7,31 -

7,65,

>

Cm, 3HD,; 7,90 - 7,94 (m, 2HD

e - -1 . . -
IV ¢filmed cm @ 3334,5; 3068,5;, 1672,.3

. 1898,0; 14894,.3; 1450,3;
752,0; 7086,2
25

(a1?® -74,4° Cc 2,15 CHCI g7 - R = 86%
b o

m..= 0,0522 g (0,343 mmold - RQ= 52

a8
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3.2.17.1 - Reuso

2D Repe&iu—sé a reacSo descrita em 3.2.16 apds o FPI ter
permanecido em geladeira por 3 dias em repouso com 100 g de agdcar
e 1 L de soluclo KCl 2%. Adiconou-se 1,03 g (6,95 mmold ae cetona
e apds 24 h de reac3o obteve-se:

m..= 0,279 g (1,85 mmold - EQ= =7%%

a7
[a12® -85,7° Cc 2,05 CHGIgY - R = 76%
D o
Meyg™ 00,0871 g C0,376 mmold - RQ= 54
B> Repetiu-se a reacio descrita em 3.2.17 apds o FPI ter
permanecido por uma noite em geladeira apenas com agua. Apds 24 h,

ac término da reacfo, notou-se gue a cetona ndo havia reagido, =

obteve—-se 2% da cetona adicionada recuperada.

3. 2.128 - ReacS3c com 1-fenil-1,8-propanodiona 94 (método 22

Em um bal3c de 8 L adicionou-se 100 g FPI, 100 g de agdcar e
solucdn KCl 8% (3 LD, Apds 30 minutos de agitacgio mecinica a 30 C
em banho termostatizado adicionou-se 1,00 g (6,80 mmold de
1-fenil-1,2—propanodiona 94. A reac3o permaneceu por 24 h e, apds
este periodo, filtrou-se em funil de Buchner, extraiu-se com CHCI 4
2 secou-se Com Na,S0,- O solvente foli retirado por destilacdo e o
produts foi purificade atraveés de cromatografia preparativa de
camada sspessa, eluida com hexanoscloroférmio C1:1)3 como solvente.
Na tabela 18 estio todos os dados referentes ao produto, gque € um
&dleo amarelo, de (-)—-C(1R,28)-1-fenilpropano-1,2-diol 98:
RMNYH <cpbct g2: & Cppmd 1,00 Cd, 3H; J = 5,80 Hz>; 3,01 (s 1, 2H>;
3,80 - 3,98 Cm, 1H>; 4,62 (d, 1H; J = 3,87 Hz>; 7,30 (s, BHD
IV (filmed em ' 3383,5; 3062,4; 2979,1; £831,4; 1604,0;, 1548,4;

1403,6; 1451 ,9; 746,9; 701,6




3.2.18.1 - Reuso do FPI

A reacio descrita em 3.2.17 foi repetida mais 3 vezes com ©
mesmo fermerto © em todas elas obteve-se o composto 98.

Na 52 tg;utativa, a reaclo foi f;eita' em uma coluna , com
auxilio de wima bomba peristiltica, passou-se a soluclo de KC|"8%_
contendo o© substrato dissolwvido através do FPI empacotado. A
mistura reacional permaneceu por 72 h, Jji& que a reciclagem da
solucio é‘ muito lenta. Obteve-se= composto 98 novamente e os

resul tados ==t3o na tabela 18.

3. 2.19 - Reaclo com 1-fenil-Z-oxima-1,2-propanocdiona 93

Adicionou-se 40 g de FPI em um bal3oc de 1 L, 750 nmlL de Agua e
deixou—-se agitande mecanicamente por 30 minutos a 30°C. Apds este
periodo, acrescentou—=ze 0,331 g 2,03 rﬁmol J de
1—-fenil -2-oima—1l,2-propanodiona 93 e deixou-_—se reagir por =24 h.
Arj término oda reaglo, filtrou-se em funil de Blchner, exiraiu-se
com CHCI 5 secou-se com Na,S0, e evaporou-se o solvente.
Analisando—se o3 espectros de RMN'H e IV, observou-se que o
substrato ndo re=2agiu, recuperando-se:

m = 0,323 g (1,388 mmol2> - Rcr= 982%.
2.2.20 - Reacio com O-acetil-1—-fenil-2-oxima-1,Z-propanodiona 95

Em um 2al3o de 1 L, adicionou-se 40 g de FPI, 800 mL de Aagua
e deixou-s= agitando mecanicamente por 30 minutos a 30°C. Em
seguida acrescentou-se O,5398 g 2,92 mmol > de
O~acetil—-1-fenil 2-oxima-1,2-propanodionona 85, Apds. 24 h de
reac3o, filtrou—-se em funil de Blchner, ext}aiu—se com CHCI 5»

secou-se com Na,S$0, © evaporou-se o solvente. Através da anilise
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dos espectros de RMN'H e IV, observou-se que  houve uma hidrdlise

do acetato, produzindo a 1-fenil-2-oxima-1,2-propanodiona 93. A

‘massa do produto foi:

m= 0,273 g C1,68 mmold - R_= 57%

3.2.21 - Reagdo com 6—ben2il—1 ~fenil -2-oxima-1,2-propancdiona 96.
Em um balio de 3 L adicionou-se 80 g de FPI, 60 g de agucar e
1 L de solucio de KC| 2%. Apds 30 minutos acrescentou-se 0,753 g
2,98 mmol) de substrato e a reaglo permansceu por 24 h a 30°C em-
bpanho termos=tatizado com agitacdo mecinica. Apds este intervalo de
tempo, filtrou-se a soluglo em funil de Blchner, extraiu-se com
CHCI 5, Secou-se com Na,S0, = evaporou-se o solvente., Obteve-se o

C4+Y~CRY -O-benzil -1 —fenil -1-hidroxi-Z2-oxima-2-propanona 99, um dleo

amarelo, gque foi purificado com cromatografia preparativa de
camada espessa, eluida com hexanos/CHCl 5 C1:1 3. © composto fol
novamsnie purificado com cromatografia, el uindo—se com

hexano-CHCl 3 © novamente com CHCI 5.

m= 0,170 g CO,6687 mmold - RQ= 23%

8
1]
o

00,0082 g (0,032858 mmold - R = 1%
cr

or

RMM'H CgDCI 50: & Cppmd 1,88 Cs, 3Hd; 3,78 (s 1, 1H); 5,16 (s, 2HD;
5,17 ¢=, 1H>; 7,30 Cs, Ph);‘7,31 s, Phd

IV Cfilmed em ' 3405,7; 3029.9; 2024.6; 1602,4; 1485,1; 1453,1;
74B,0; TOO,7T

EM ¢(m-zd: 51,00 (20,40%; 65,00 (11,11%); 77,00 C41,67%; 91,15
€100%), 105,15 C10,91%); 147,05 C14,17%

[a]is +66,4° Ce 2,11 CHEL gd
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3.2.82 — Testes com K10 e alguns solventes

Assim como foram feitos os testes de expans3o para a

.crisotila, «—itados em 3.2.2, foram necessiarios fazer testes de

"emulsdoc para a montmorilonita, com os mesmos solventes. O=s

resultados e=t30 na tabela 19.

3.2.283 - Suporte com Scccharomyces cerevisice e K10

Prepar;:u~se uma suspensdo de 1% de K10 em Agua destilada
adicionando—se em um béquer de 3 L, 20 g de K10 e 20 g de fermento
de pio fresco. Deixou-se agitando por 2,5 h. Filtrou-se o FPI em
funil de BUchner e sucglo 2 observou—-se que a dgua estava limpida.

Apds zscagem ao ar, armazenou—-se o FPI em geladeira.

i

.&8.24 - Teste de fermentagio para K10 como imaobilizante
Montou—se o =zistema de fermentacio de acordo com a figura 7,
utilizando-s= 3 g de FPI e 80 mL de solug3o 12% de acdcar e=m

. -y - -3 - o . o
tampdo pH 4.7 (c=3,3x10 "M HAcAc 0. HN3o observou—-se evolugio de

CO,-

3.2.85 - EFeacio com K10 como imobilizante e a-cloroacetofenona 88
Em um bal3c de 1 L adicicnou-se 10 g de FPI, 10 g de acticar e

300 mlL de agua. Apdzs 1 h de agitacl3co mecidnica a 30°C,

acrescentou-se 0,158 g (1 mmol) de a-clorocacetofenona 88. A reac3o
permaneceu por 22 h e apds este intervalo de tempo, filtrou-se em
funil de Blichner. Extraiu—-s= com CHCl 5, secou-se com N‘stcu e
evaporou-se .© solvente. Obteve-se um &lec amarelo 89 gque foi

purificado por cromatografia preparativa de camada espessa,

utilizando—-se hexano/CHCI 5 como eluente (1: 1>.
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m= 00,0817 g (0,585 mmold - RQ= 592
(o3

[a12% -28,47 Ce 1,73 CgHyz> — R = 61%

3.2.85.1 - Eeulso

0O reuso 'foi feito como deécrito em 3.2.25 ¢ observou-se, por
acompanhamernito com‘ RMNiH, que a cetona ndo reagiu.
mcr= 00,0166 g (0,108 mmold - Rcr= 11%
3.2.26 - | RPeacdo com 1-fenil-1,2-propanodiona 84 e K10 como
imobilizante (método 2D

Em um bal3c de 3 L adiciconou-se 80 g de FPI e 1 L de soluci3o
kGl 2% Apds 30 minutos em banho termostatizado a 30 “c,
acrescentou—se 50 g de aglcar e depois de mais 30 minutos, 0,500 g
2,38 mmol> de 1-fenil-1,2-propanodiona - 94. A cada adig3o,
passados 20 minutos de agitacio meclnica, foram feitas medidas de
pH com o auxilio de um pHmeiro.
pH 5,872 (FPI + sol. de (C| 2%
pH 3,833 (FPI + sol. de KI1 2% + acticar)
pH 32,3558 C(FPI + sol. de K¢l 2% + agidcar + substratod
pr 3,684 Cao final da reacio, =24 hd

Apds =24 h, filtrou-se o produto em funil de Biichner,
extraiu-se com CHC| ; © secou-se com Na,S0,- Evaporou—-se o solvente
e o produto obtido foi purificado com cromatografia preparativa de
camada espes=sa, e=luindo-se 3 vezes com hexanosclorofdérmio C1:13.
Obteve-se um &leo amarelo, do (-3-C1R,28D-1-fenilpropano-1,2-diol

98 = o= resultados estan na tabela 20.
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3.2.26.1 - Reuso do FPI
Foram feitas 7 reacdes com o mesmo FPI utilizado no item

3.2.26, com © mesmo procedimento experimental, exceto as medidas

‘de pH efetuadas. Os dados referentes aos pr‘odutos 98 estfo na

tabela 20. °

3.2.87 - Reacio com c—azidoacetofenona 101

tilizando-se um bal3oc de 3 L montou-se uma reagio com 50 g
de FPI, 1 L de soluc3o KCl 2% = S0 g de agucar. Apds 30 rﬁinutos n:ie~
agitacio meclnica, a 30°C, adicionou-se 0,500 g (3,10 mmold de

substrato. Apds 27 h, filtrou-se em funil de Bilichner e extaiu-se

com  CHCI 5- Secou-se com Na,S$S0, = evaporou-se o sol vente.

Obteve-se um Sleo amarelo, do produto
(-D-CRY-B-azido-l1-feniletanol 102 que foi purificado com
cromatograti a preparativa de camada espessa, eluida com

hexanc CHCI o Ci:15.

m_ = 0,147 g <C0,9204 mmol> - RQ= 36%

RMN'H < cpcl 22 & C(ppm2 2,88 (s vl, 1H>: 3,22 Cd, &H>,; 4,63 C(dd, 1H;
J =8 « 12 H=z>; 7.24 (s, BH>.

IV Cfilmed cm ' 3530, 3(520; 201 0; 2090, 15958; 1485; 780O,; 700.
-B=,7 Cc 3,09, CHCI g2

m = O0.0026 g (0,875 mmold — R = 18%

3. 2.87.1 -~ FEeuso

O mesmo> procedimento descrito no item 3.2.27 foi repetido. A
quantidade adicicnada foi de 0,802 g VC3,12 mmol) de substrato e o
tempo de reacio foli 24 h.

m = 0,194 g €1,18 mmold - R = 45% -
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ta12% -88,37 Ce 2,99, CHCI g

m = 0,0744 o CO,462 mmold - R

or cr
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3.2.28 - Reduclo do (-)-(R>-2-azido-1-feniletanocl 102"

Dissol veu-se 0,147 g (0,804 mmold em 30 mL CCHCl, anidro
obtido no item 3. 2.87 = qgquantidade catalitica de PdsC 102,

Manteve-se a reacdo sob pressio de hidrogéneo (40 psid durante 13

'h. Filtrou—se em uma coluna de celite = evaporou-se o solvente.

Através de cromatografia de camada delgada observou-se qus o azido
ainda nio tinha sido todo consumido. Montou-se novamente a reacio,

agora com 20 ml de etanol anidro e mantendo-se a reagdo, por 15 h,

zok preszac de hidrogénio. Obteve-se um dleoc amarelo, do produto

{-3-CRIY-S~amino-1-fonilstanol 103:
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Foram feitas cristalizacdes, com CH,CI z,f"hexano 2 obteve-se:

X

mp= 0,118 g <C,8389 mmold> -~ RQ= 93
PF = S4,4 - 55,2°C

RMN'H CCDCI 5-Do00: & Cppmd 2,75 Cm, 2H); 4,55 ¢dd, 1H; J = 5,6 e

2,0 Hz>;, 7.23 (s, 3SH>

>

IV (pastilha KBrY cm : 3370; 3030; 1590; 185850; 1495; 758; 700

[e) 2®
D

Y

Ll - o - -
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3.2.28.1 - Reducloc do (-3-CR)-2-azido-1-feniletanol do reuso

0 mesmo  procedimento descrito em 3.2.28 foi seguido,
utilizando-se 0,184 g (1,19 mmol> do azido A&lcool obtido em
3.2.87.1 em 20 mL de metanol anidro por 23 h:
m, = 0,188 g €1,15 mmold - RQ= 97%

Foram feitas cristalizacdes com CH,Cl ,7hexano e obteve-se:
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mp= 0,138 g <1,01 mmold
[a1?® -51,5
PF
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O trabalho inicialmente idealizado consistiu na sintese da
Aaptamina 1185, que‘é isolada '‘da esponja marinha Aaptos aaptos,
cuja sintese foi efetuada por varios autcﬁres. Dentre eles, o
trabalho publicado pér Tollari CJ. Chem. Soc. Comm., 195?, 150D,
envol vendo a decomposicﬁo do ' derivado nitrovinilicol com
trietlifosfiio Cforhece um ir@ermediério vinilnitrenod, dando a .
Aaptamina. Entretanto, & conhecido que vinilnitrenos do tipo 1
ciclisam preferencialménte no nitrogénio do anel.'O objetivé do
trabalho era estudar a causa dessa ciclizacfo andmala, além de
procurar gerar o intermediirio nitreno por diferentes métodos,
como por exemplo, através de termélise de uma vinilazida.

Comecou—-se pela tentativa de reproduzir a sintese de Tollari.
A sintese foi prosseguindo muito Eém até  a obtencio do composto
109, e o composto 110 foi o mais dificil de ser obtido.'A proposta
inicial foi realizada, mas n3oc obteve-se sucesso, € procurou-se
outros métodos na literatura para a sua obtenc3o.

A amina 107 € armazenada na forma de cloridrato, por ser
muito instavel C(primiriad. Nesta etapa, e também nas outras que se
seguiram, onde utilizou—se POCI 4 =) os cloridratos das
isoquinolinas 109 e 110, observou-se uma reacdco alérgica do meu
organisme. Conforme © trabalho foi sendo desenveolvido, a alergia
foi se tornando cada vez mais frequente e em maior grau, até que
passados 19 méses de trabalho foi necessiria a troca de projeto,

pois meu organismo nfo suportava mais.




CH;0 CH;0 CH30 X
CH,NO, ;
(CH3)2304 CHs0 NH¢A°/ HAC cHy0

106
THF
‘ , ~ fuam,
CH30 ' CH30 CHs0 N
_CHoN m (CH5C0),0 :©/\|
~ZN poc: piridina NH, . HCI
CHsO 3 CH30 CH50 NH,
109 s cu, 107
108
Pd/C
-H,,175°C
CH30
y AN
~N
CH;0
CH3
110

A continuidade da sintese proposta era a seguinté:

CH30 CH;0 CH30
Se0 _ ) CHsNO, =
N (CgHs),NH N
CH30 dioxano CH;0 zofcz CH30 ,

O,N
CHO
111 OH
112
(CH3C0),0
piridina
CH;0 ' CH30 CH;0
~ refluxo P(OC2HS)3 o~
=N ; N * =N
CH30 150 min CH30 = CH30
H/N o (C2H50)3P: 02N P ‘-
115 114 113
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