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RESUMO

Neste trabalho foi realizado o estudo de biorredugbes utilizando
microrganismos em sistema bifasico: agua/liquido i6nico. As redugdes de (2)-3-
cloro-4-fenil-3-buten-2-ona, (E)-3-cloro-4-fenil-3-buten-2-ona e (2)-3-bromo-4-fenil-
3-buten-2-ona a-haloenonas foram realizadas em meio aquoso e na presencga de
hexaflourofosfato de 1-butil-3-metilimidazdlio, usando como biocatalisadores
Saccharomyces cerevisiae CCT 3019, Pichia stipitis CCT 2617, Geotrichum
candidum CCT 1205, Candida albicans CCT 0776, Rhodotorula glutinis CCT 0783
e Micrococcus luteus CCT 2283. Em geral, os resultados obtidos na reducao das
a-haloenonas catalisadas pelos microrganismos supracitados, em sistema
bifasico: agua/liquido idnico, foram melhores do que em meio aquoso, obtendo-se
aumentos consideraveis nos excessos enantioméricos das correspondentes
haloidrinas produzidas atingindo valores de até 97% ee. Esse fato pode ser devido
as constantes de particao (K = 257 a 316) das a-haloenonas que indicam a
presenga da maior parte dessas enonas no liquido idnico, classificando essas
reacdbes como biocatdlise extrativa in situ. A determinacdo da configuracdo das
haloidrinas obtidas juntamente com o monitoramento dos produtos formados
durante a biorreducédo, permitiram a elaboracdo de uma proposta de mecanismo
onde a ligacao dupla C=C é reduzida antes da ligagdo da C=0. A utilizagao de P.
stipitis como biocatalisador em meio aquoso levou a formacdo do produto
desalogenado 4-fenil-2-butanona ap6s 72 h de reagao, porém, com a adicdo de
um inibidor de radicais livres (DNB), foi observado a formacdo das
correspondentes a-halocetonas e haloidrinas. Com base no teste dos halos de
inibicdo dos microrganismos frente as a-haloenonas, conclui-se que as mesmas
possuem efeitos inibitérios para os biocatalisadores empregados e a presenca do
liquido ibnico diminui o efeito de inibicdo. Os resultados da biorreducao das a-
halo-cicloexenonas e a-halo-ciclopentenonas mostraram que 0 processo é mais

reativo do que com as a-haloenonas supracitados.
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ABSTRACT

In this work, the study of enantioselective reduction of a-haloenones using
microorganisms was carried out in biphasic system: water/ionic liquid. Therefore,
reductions of (2£)-3-chloro-4-phenyl-3-buten-2-one, (E)-3-chloro-4-phenyl-3-buten-
2-one and (2)-3-bromo-4-phenyl-3-buten-2-one were carried out in aqueous
medium, and in the presence of 1-butyl-3-methylimidazolium hexafluorophosphate,
using as biocatalysts the following microorganisms: Saccharomyces cerevisiae
CCT 3019, Pichia stipitis CCT 2617, Geotrichum candidum CCT 1205, Candida
albicans CCT 0776, Rhodotorula glutinis CCT 0783, and Micrococcus luteus CCT
2283. In general, the results obtained in the reduction of the a-haloenones
catalyzed by those microorganisms in the water/ionic liquid biphasic system were
better than in aqueous medium, giving considerable increases in enantiomeric
excesses of the corresponding halohydrins, reaching values up to 97% ee. This
fact may be due to the constants of partition (K = 257 to 316) of a-haloenones that
indicate the most quantity of the enones is in the ionic liquid phase, classifying
these reactions as in situ extractive biocatalysis since the cells are in the water
phase. The determination of the halohydrins’ configuration, as well as the
monitoring of intermediates and products during the reaction allowed the
elaboration of a plausible mechanism, where the C=C bond is reduced before the
C=0 bond. The use of P. stipitis as a biocatalyst in aqueous medium gave the
dehalogenated product 4-phenyl-2-butanone after 72 hours of reaction. On the
other hand, the addition of a radical inhibitor (DNB) to the medium avoids the
undesired dehalogetation and thus the corresponding a-haloketones and
halohydrins were produced. It was observed that the haloenones have an inhibitory
effect to the biocatalysts. This inhibitory effect was decreased in the biphasic
system due to the decrease of enones concentration in the aqueous phase. The
results for the bioreductions of a-halocyclohexenones and a-halocyclopentenones

showed that these substrates are more reactive than the acyclic a-haloenones.
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E47. Espectro de massas obtido por ionizagao de elétrons (70 eV) do
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1. Introducao

Enzimas sdo catalisadores com excelentes propriedades, como alta
seletividade e especificidade, que podem permitir a execugdo de processos
quimicos complexos sob condigdes brandas e ecologicamente corretas.! A
utilizacdo de enzimas para produgdo de compostos organicos vem crescendo
desde a década de 90, como uma alternativa ou complemento a sintese classica.
A biocatalise surgiu com a necessidade de descobrir novos biocatalisadores para
a sintese de blocos construtores quirais e de produtos quimicos de alto valor
agregado, através do aproveitamento da biodiversidade de microrganismos,

células de plantas ou de animais existentes na natureza (Figura 1).2

Al ~rArcian

i Sniicinn
CV RIS SIS A0 000

h

Cultura de células
de plantas ou
animais

™ 9

\t a,

Figura 1. Biocalisadores para reducdo assimétrica (adaptado).’

'Mateo, C., Palomo, J. M., Lorente-Fernandez, G., Guisan, J. M., Lafuente-Fernandez, R. Enzyme
Microb. Technol., 2007, 40, 1451-1463.

2a) K. Nakamura et al., Tetrahedron: Asymmetry, 2003, 14, 2659—-2681. b) Wang,W., Zong, M. H.,
Lou, W. Y. J. Mol. Catal. B: Enzymatic, 2009, 56, 70—76.



A biocatdlise, com o uso de células de microrganismos em suspensao,
representa uma maneira elegante na obtencdo de produtos da quimica fina. A
utilizacdo de células de microrganismos em suspensdao tém a vantagem da
reciclagem do cofator e/ou coenzima, nas reacbes que envolvem as
oxidorredutases, tornando-se uma vantagem nos processos industriais, pois 0s
mesmos visam bons rendimentos na formacdo do produto de interesse,
preparacao simples dos catalisadores e baixo custo, 0 que ndo ocorre quando sao
utilizadas enzimas isoladas que necessitem da adicdao de cofator. Muitas vezes
também é necessaria a adicdo de substratos auxiliares e processos de purificacao
de enzimas, o que eleva ainda mais o custo da reacéo.

Os biocatalisadores (enzimas) estdao descritos em seis grandes classes
(Tabela 1) de acordo com a Comissao de Enzimas (EC) da Uniao Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular® (International Union of Biochemistry and
Molecular Biology - IUBMB), que € o 6rgao responsavel pela identificacdo das
mesmas. Cada enzima é designada por um cédigo EC (enzyme commission)
seguido de quatro nimeros separados por ponto (EC A.B.C.D), onde A é a classe,
B é sub-classe, C refere-se aos grupos quimicos especificos da reagédo e C é o
namero que confirma a identidade Unica da enzima, por exemplo, a alcool

desidrogenase tem o nimero EC 1.1.1.2.*

®http://www.chem.gmul.ac.uk/iubomb/enzyme/ (acessado em 20 de dezembro de 2010).
*Voet, D., Voet, J. G., Pratt, C. W. Fundamentos de Bioquimica, 2000, p. 284, Artmed editora S.A.
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Tabela 1. Classificacao das enzimas.

Classes Enzimas Classe de reacao Subclasse
catalisada
1 Oxidorredutases  Catalisam reagcdes de  hidrogenases,
oxidorreducgoes, oxidases,
transferéncia de H, O e peroxidases
elétrons
2 Transferases Catalisam a transferéncia transaldolases,
de grupos aldeidico,  transcetolases
cetbnico, acil, acucar,
fosforil ou metil.
3 Lipases Formacdo e hidrélise de lipases,
ésteres esterases,
peptidases,
fosfatases
4 Liases Catalisam a adicao- fosfatases,

eliminacdo de grupos nas descarboxilases
ligacbes C=C, C=N e C=0

5 Isomerases Catalisam reagbes de epimerases,
isomerizagcao racemases
Catalisam a formacéo-

6 Ligases clivagem de ligagdes C-O, sintetases
C-S, CN e C-C, com
concomitante clivagem
trifosfato do ATP

A alta especificidade das enzimas deve-se a sua conformacao tridimencional
e sua disposicao espacial. O modelo de encaixe induzido considera que o sitio
ativo ndo precisa preexistir sob a conformacao geométrica rigida, devendo existir
um arranjo espacial especifico dos grupamentos R (cadeia lateral) dos

aminoacidos, que é induzido pelo contato com o substrato® (Figura 2).

°Nelson, D. L., Cox, M. M., Lehninger: Principles of Biochemistry, 2000, 3* Ed., Worth publishers:
New York, cap. 8, pp. 244-292.



g Substrato
Sitio de— NAD Y

igagao | — Sitio ativo o
do NAD* | /
o ) NADH  Substrato
NAD*  Substrato oxidado
(doador de
elétrons)
Enzima |
Enzima e substratos Complexo enzima-substrato Enzima e produtos

Reagao 1. A enzima | reage com o substrato (doador de elétrons) e com a forma oxidada da coenzima, NAD".

Sitio de— P Sitio ativo /, NADH — Substrato
igagdgo | 3 i /
do | ( i 1 o L
NADH | .
i NADH == > *  NAD*
Enzima Il Substrato Complexo Substrato
(aceptor de enzima-substrato reduzido

elétrons)
Reagdo 2. A enzima |l reage com o substrato (aceptor de elétrons) e com a forma reduzida da coenzima, NADH.

Figura 2. Exemplo esquematico de uma reacao de oxidorredug&o envolvendo a
forma oxidada e reduzida da coenzima nicotinamida adenina dinucleotideo.®

As oxidorredutases catalisam reacdes em sistemas bioldégicos e estao
relacionadas com o0s processos de respiracdao e fermentacdo. As enzimas
utilizadas nas reacbes de oxidorredugcdo encontram-se em trés categorias:
hidrogenases, oxidases e as oxigenases. Entre essas, as desidrogenases tém
sido amplamente usadas em reducdes de grupos carbonilas de aldeidos ou
cetonas e de ligacdes duplas de C=C (eletronicamente ativadas), ja que a reducao
caminha em direcdo a formacdo de um centro estereogénico, com a
dessimetrizacdo de compostos carbonilicos proquirais e de ligagdes duplas C=C
(Figura 3). Em contraste, o processo reverso correspondente (oxidacao de

alcoois), que geralmente é de uso limitado, leva & destruicdo de um centro quiral.’

6Madigan, M. F., Martinko, J. M., Parker, J. Microbiologia de BROCK, 2004, 10° Edigdo, Pearson
Education do Brasil, Sao Paulo, cap. 5, p. 109.

"Faber, K. Biotransformations in Organic Chemistry: A Textoook. 2004, 5™ Edition, Epringer-Verlag
Berlin Heidelberg: New Yourk, cap. 2, pp. 177-180.
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Figura 3. Reacdes de reducio catalisadas por desidrogenases.®

No uso de células de microrganismos em suspensdao como biocatalisador, o
processo de reciclagem de cofator ou coenzima é realizado no préprio meio,
ressaltando uma das vantagens de se trabalhar com esse sistema, pois quando se
utilizam enzimas isoladas, ha necessidade de adicdo de cofator e/ou coenzima e
de substrato auxiliar que participa diretamente no processo de reciclagem do
sistema. Na Figura 4, pode-se citar um exemplo de reducao enzimatica do 4-cloro-
3-oxobutanoato de etila utilizando alcool desidrogenase de Candida parapsilosis
IFO 1386 expressa em E. coli com a adicdo de 2-propanol como substrato

auxiliar, para a regeneracdo da coenzima adenina dinucleotideo.



H
Cl Candida parapsilosis IFO 1386 Q—: H rend. 95%
CO.Et ; ce 9%
COzEt
(R)
2a
NADH NAD+

:\/

Figura 4. Redugéo enantiosseletiva do 4-cloro-3-oxobutanoato de etila, utilizando
alcool desidrogenase de C. parapsilosis IFO 1386 expressa em E. coli.'?

Em alguns casos, pode ser necessario adicionar também outra enzima no
sistema, o que aumenta o custo no processo (Figura 5).

Enzima A

Substrato / \, Substrato-H,

NAD(P)H NAD(P)*

Substrato \ / Substrato-H,

auxiliar

Enzima B auxiliar

Figura 5. Reciclagem de cofator utilizando duas enzimas.®

A utilizacdo de duas enzimas mais o substrato auxiliar, para a regeneracao
da coenzima, é vista no exemplo da Figura 6, onde o 4-cloro-3-oxobutanoato de
etila é reduzido enantiosseletivamente utilizando enzimas provenientes de

Candida magnoliae e Bacillus megaterium, ambas as enzimas foram expressas
em E. coli.



0 HOH

Cl Candida magnoliae \\ rend. 89%
1 2b
NAD(P NAD(P)+
HO \ HO o
HO Bacillus megaterium HO OH
HO on 0 HO OH

Figura 6. Reducdo enantiosseletiva do 4-cloro-3-oxobutanoato de etila utilizando
carbonil redutase de C. magnoliae e glicose desidrogenase de B. megaterium,
ambas as enzimas foram expressas em E. coli.?®

1.1. Reacoes de reducao biocatalitica

A biorreducao de cetonas proquirais provavelmente é a biotransformacgéao
mais usual para a produgéo de uma vasta gama de alcodis oticamente ativos com
altos excessos enantioméricos, sob condigdes reacionais suaves. Alcodis quirais
sao de grande interesse, pois muitos desses alcodis e seus derivados estao
relacionados a compostos biologicamente ativos. Além disso, alcodis
enantiomericamente puros sdo essenciais e versateis blocos construtores quirais
para a preparacdo de estruturas mais complexas.®?

Barros-Filho® e colaboradores realizaram a biorreducdo de acetofenonas
substituidas (Figura 7) utilizando células em crescimento de Lasiodiplodia
theobromae, fungo estudado recentemente como um fitopatdgeno responsavel
pela infeccdo de varias culturas em areas tropicais, associado a mais de 500

espécies de plantas. No Brasil, esse fitopatégeno é considerado um problema

8a) Matsuda, T., Yamanaka, R., Nakamura, K. Tetrahedron: Asymmetry, 2009, 20, 513-557. b)
Barros-Filho, A, B., Nunes, F. M., de Oliveira, M. C. F., Lemos, T. L. G., de Mattos, M. C., Gonzalo,
G., Gotor-Fernandez, V., Vicente, G. J. Mol. Catal. B: Enzymatic., 2010, 65, 37-40.
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grave no setor agricola.® Neste estudo, os excessos enantioméricos de alguns

alcodis obtidos chegaram a = 99 %. Os resultados das reacbes estdo
apresentados na Tabela 2.
0 OH
Lasiodiplodia theobromae
R3 R; Mei(; gli:))ét/r(;)e; de batata R; R,
m
R, rp R,
3-8a (5)-3-8b

3: R1= R2= R3= H 5: R1= NOz; R2= H; R3= H 7 R1= H; R2= NOz; R3= H
4: R1= OMe; R2= H; R3= H 6: R1= H; R2= OMe; R3= H 8: R1= H; R2= H; R3= N02

Figura 7. Biorredugdo de cetonas aromaticas proquirais 3-8a por L. theobromae.®

*Nunes, F. M., de Oliveira, M. C. F., Arriaga, A. M. C., Lemos, T. L. G., Andrade-Neto, M., de
Mattos, M. C., Mafezoli, J., Viana, F. M. P., Ferreira, V. M., Rodrigues-Filho, E., Ferreira, A. G. J.

Braz. Chem. Soc., 2008, 19, 478—482.
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Tabela 2. Reducdo de cetonas aromaticas 3-8a biocatalisada por L. theobromae
utilizando o meio de dextrose de batata a 200 rpm e 28 °C.

Entrada Cetona Tempo c (%)? ee (%)* Configuragéo
(dias) do alcool
1 3a 1 =299 97 S
2 3a 3 >99 >99 S
3 3a 1 >99 >99 S
4 3a 3 >99 93 S
5 5a 3 =299 92 S
6 5a 6 =299 92 S
7 6a 1 91 87 S
8 6a 3 94 84 S
9 7a 1 =299 45 S
10 7a 3 =299 43 S
11 7a 6 =99 38 S
12 8a 1 >99 42 S
13 8a 3 =299 35 S

4Conversao (c) e excesso enantiomérico (ee) determinados por HPLC.

van Deursen'® e colaboradores discutem que a biorredugdo de cetonas a,p-
insaturas (enonas), ocorre através de dois caminhos diferentes, que envolvem
duas classes distintas de oxidorredutases. (i) Por um caminho, a alcool
desidrogenase (carbonil redutase) reduz exclusivamente a ligacao C=0, deixando
a ligacao dupla C=C intacta. (ii) Por outro caminho, a enoato redutase mostra
absoluta quimiosseletividade, reduzindo apenas a ligagdo dupla C=C,
permanecendo a ligacdo C=0 intacta. Devido a sua ampla disponibilidade e facil
manuseio, o fermento de pao, que possui uma grande quantidade de alcool
desidrogenases e enoato redutases, tem sido amplamente utilizado. Como regra
geral, o fermento de péo reduz primeiro a ligagcdo dupla C=C das enonas, pela
acao das enoato redutases, produzindo cetonas saturadas que, em seguida, sao

reduzidas a alcodis saturados (processo lento) pela acdo das alcool
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desidrogenases.>'°

Com base nesses dados, foram realizadas reducdes de
cetonas a,B-insaturadas, empregando-se células liofilizadas de Rhodococcus
ruber DSM 44541 em tampéao pH 7,4. Adicionando-se 2-propanol como doador de
hidrogénio (Figura 8). Os alcoodis obtidos apresentaram excessos enantioméricos =

99 %, como podem ser vistos na Tabela 3.

células liofilizadas

O tampéo pH 7,5 HO H
PN 24 0u 30 °C A
R1 I:{2 . R1 R2

OH ) S

22-50% v/v

0] 9) 0]
9a 10a //%:;§§x\\///\\///
0] 0] 0]
)\/\ \)W =
12a 13a 14a
i i
% /\\/;é
15a rac-16a

Figura 8. Redugéo assimétrica quimiosseletiva de enonas e inonas utilizando R.
ruber DSM 44541 como biocatalisador.®

'%an Deursen, R., Stampfer, W., Edegger, K., Faber, K., Kroutil, W. J. Mol. Catal. B: Enzymatic,
2004, 31, 159-163.
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Tabela 3. Biorreducao assimétrica de enonas e inonas catalisadas por R. ruber
DM 44541.

Substrato Tempo 2-propanol Temperatura Conversdo ee (%)

(h) (% VIV) (°C) (%)
9a 22 50 30 67 >99 (S)
9a 20 50 24 26 >99 (S)
10a 22 22 30 92 >99 (S)
11a 20 50 24 92 75 (S)
12a 20 50 24 50 >99 (S)
13a 20 50 24 54 >99 (S)
14a 22 22 30 52 >99 (S)
15a 22 22 30 57 >99 (S)

Fronza'' e colaboradores relataram que 4-(4-hidroxifenil)-2-butanona (cetona
da framboesa) 17 ocorre em pequenas quantidades na forma livre ou ligada com
B-D-glicosideo em muitas plantas, e € um dos componentes do sabor de
framboesa na fruta. Com modificacées via sintese da cetona 17, pode-se obter
varias aplicagcdes para a industria, no que se refere a novas formulacdes de
aromas e fragrancias. A forma enantiomérica R e S do carbinol 18 ocorre também
na forma livre ou como glicosideos em muitas plantas como Rhododendron
maximum, Acer nokoense MAXIM, Taxus baccata e Betula alba.

A enona 19, precursor natural de 17, pode ser obtida pela condensacao de 4-
hidroxifenilaldeido com a propanona, dois reagentes de facil disponibilidade. A
utilizacdo de fermento de pao para reduzir a enona 19 é considerada uma etapa
vidvel para obtencao de 17. De maneira semelhante, a cetona 17 é considerada o
precursor natural da forma S do carbinol 18 que pode ser obtido por resolugcéo
enzimdtica ou extraido da casca de Betula alba.

A elucidacdo do mecanismo de redugdo enzimatica com (300 mg) enona 19

dissolvidos em 1 mL de etanol e adicionados a 150 mL do meio (dgua deuterada)

""Fronza, G., Fuganti, C., Mendozza, M., Rallo, R., S., Ottolina, G., Joulain, D. Tetrahedron, 1996,
52, 4041-4052.
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contendo 30 g do extrato de levedura de pao e 10 g de glicose. Apds a
biorreduco, foi feito RMN de ?H da mistura de 17 e 18, obtidos nessas condicées,
indicando a incorporacdo de 1 atomo de deutério apenas na posicao 3 (a a
carbonila), sendo o atomo de hidrogénio do NAD(P)H incorporado na posi¢éao 4 (B
a carbonila). Figura 9.

O OH
2

o )>—0

3 432 4

HO 17 HO 18 HO 19

Figura 9. Substrato e produtos da biorredugcdo com extrato de levedura e D-O.™

Kawai'? e colaboradores estudaram também as reducdes biocataliticas de
ligacdes duplas C=C e propuseram que as ligacoes desse tipo necessitam
conjugagéo de um grupo carbonilico ou grupo nitro, como grupos retiradores de
elétrons fortes. Assim, se esclareceria a razao das limitacdes nas reducdes das
olefinas da Figura 10, que foram submetidas a biorreducdo mas apenas a enona
20 e a nitroolefina 21 foram transformadas em seus respectivos produtos
saturados, embora com apenas 42 % de excesso enantiomérico, enquanto que as
demais olefinas, como sulfetos, sulféxidos, sulfonas, 23, hidrazonas, oximas 24 e
ésteres 22 nao formaram o produto esperado.

'?Kawai, M., Saitou, K., Hayashi, Y., Ohno, A. Tetrahedron Lett., 1998, 39, 5225-5228.
14



20 21 22

n=0,1,2 X= NH,, OH

23 24

Figura 10. Substratos utilizados no estudo da biorredugéo da ligagdo C=C."

Neste mesmo estudo, para obter mais informacdes, biorredugdes foram
realizadas com as enonas 25a-e utilizando uma redutase isolada do fermento de
pao, na presenca de NAD(P)H a 35 °C. Ap6s a extragdo dos produtos, os
excessos enantioméricos e as configuragdes absolutas foram determinadas

utilizando coluna quiral (Tabela 4).
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Tabela 4. Biorredugéo de enonas utilizando uma redutase isolada do fermento de
pao.

o 0
Ar/ﬁ/\ redutase do fermento de pao Ar/\l/\
NAD(P)H
25a-e (S)-26a-e
Entrada Ar Atividade ee® (%)  Configuracdo
(% conversao/h)
a Ph 8,3 80 (71) S
b 3-Cl-CeH4 15 >99 (96) S
c 3-NO2-CgH4 32 >99 (>95) S
d 3-MeO-CgH4 9,1 >99 (>95) S
e 4-MeO-CgH4 3,3 68 (61) S

4Dados com fermento de p&o séo indicados entre parénteses.

Para elucidar o processo de hidrogenacdo com essa enzima isolada do
fermento de pao, a enona 25a foi submetida a reducao utilizando D>O. O espectro
de RMN de 'H do produto 26a indicou um deutério na posicédo alfa, mostrando que
o hidrogénio incorporado na posicdo beta é proveniente do NAD(P)H e o
hidrogénio incorporado na posicao alfa é proveniente da agua ou de alguns
residuos de aminoacidos.

A reducdo com fermento de pado de microrganismos, realizada com o
deutério como marcador, confirmou que a estereoquimica da adicdo dos
hidrogénios € 100 % do tipo trans. Com este estudo, foi possivel assumir a

organizacao dos grupos no sitio ativo da redutase com a enona (Figuras 11 e 12).
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XN redutase
NAD(P)H
D>O

25a

Figura 11. Reducdo enzimatica de enonas utilizando deutério como marcador.'

/ y O H- NAD(P)*

——AH"

Figura 12. Disposicdo dos grupos cataliticos nas reacdes com redutase.
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1.2. Haloidrinas

Haloidrinas s&o intermediarios importantes na sintese de varios produtos
farmacéuticos, incluindo B-agonistas e broncodilatadores. Haloidrinas podem ser
obtidos a partir de epoxidos, realizando a abertura do anel oxirano com haletos de
hidrogénio, porém, esse método tem desvantagens, devido a intolerancia ao meio
acido, que leva a formacao de produtos indesejaveis. Desta maneira, novos
métodos para a sua preparacdo sao de grande interesse, como a utilizagdo da
biocatalise. Entretanto, poucos estudos foram realizados sobre reducao
assimétrica de a-halocetonas e, na maioria dos casos, a enantiosseletividade é
moderada. Como exemplo, pode-se citar a a-bromoacetofenona, que foi reduzida
para (R)-2-bromo-1-feniletanol por Rhodotorula rubra com rendimento de 70 % e
excesso enantiomérico de 61 %. Outro exemplo é a utilizacdo de Saccharomyces
cerevisiae na reducao enzimatica de a-fluoro, a-cloroacetofenonas produzindo as
respectivas haloidrinas, com rendimentos quimicos e dpticos razoaveis.'®'

Recentemente, Rocha'® e colaboradores estudaram a reducdo assimétrica
de a-cloroacetofenona 27 utilizando 7 fungos marinhos, e os resultados sao vistos

na Tabela 5.

¥De Carvalho, M., Okamoto, M. T., Moran, P. J. S., Rodrigues, J. A. R. Tetrahedron, 1991, 47,
2073-2080.

"“Aleixo, L. M., De Carvalho, M., Moran, P. J. S., Rodrigues, J. A. R. Bioorg. Med. Chem. Lett.,
1993, 3, 1637—-1642.

15F{oc:ha, L. C., Ferreira, H. V., Pimenta, E. F., Berlinck, R. G. S., Seleghim, M. H. R., Javaroti, D. C.
D., Sette, L. D., Bonugli, R. C., Porto, A. L. M. Biotechnol Lett., 2009, 31, 1559-1563.
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Tabela 5. Biorredugéao de a-cloroacetofenona 27 para (S)-(-)-2-cloro-1-feniletanol
28 utilizando células de fungos marinhos.

O (:)H
Cl :
fungos marinhos “l
>
48 -72h
27 28
Entrada Fungos Tempo Conteudo Conteudo eede Configuracao
de de 27(%)? de 28 28 de 28
reacao (%)? (%)
1 Penicillum 48 5 95° 50 S
miczynskii
Geb5
2 Trichoderma 48 70 30 66 S
sp. Get
3 Aspergillus 48 77 23 20 S
sydowii
Gel2
4 Aspergillus 72 22 78 20 S
sydowii
Cel9
5 Aspergillus 72 12 88 35 S
sydowii
Cel5
6 Bionectria 72 1 99 22 S
sp. Ce5
7 Penicillum 72 1 99 17 S
miczynskii
Cel6

Condicdes de reacao: 5 g de micélios, 50 mg (0,32 mmol) de 27, DMSO (200uL em 100
mL de tampao fosfato de sédio (pH 7) sob agitacéo orbital (150 rpm) a 32 °C.
3Concentracdo determinada por coluna quiral; ® Rendimento isolado 60 %.
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Outro estudo realizado por Rocha'® e colaboradores foi a redugéo
assimétrica de a-bromoacetofenona 29, utilizando células de Aspergillus sydowii
Ce19 crescido em agua do mar artificial, com elevada concentracéo de ions CI
(1.2 M) e com a utilizacdo de 5 g de células fungicas (peso umido) para 50 mg
(0,27 mmol) de substrato. A conversdao de 29 para 2-bromo-1-feniletanol 30 foi
rapida, entretanto, a pureza Optica nao passou de 55 % apds 3 horas de reacéo e,

ao longo do tempo, esse valor diminui (Tabela 6).

Tabela 6. Biotransformacdo de a-bromoacetofenona 29 utilizando células de
Aspergillus sydowii Ce19.

O

IIIIIIO
@

Br Br

A. sydowii Cel9

>

29 30

Tempo de reagdo  Quantidade de 30 ee de 30 (%)® Configuracdo de 30

(h) (%)
2 100 53 R
4 100 53 R
6 100 55 R
10 100 54 R
24 100 32 R
72 100 22 R
120 100 16 R

Condicdes de reagdo: 5 g de micélios, 50 mg (0,25 mmol) de 29, DMSO (100 uL) em
tampao fosfato de sédio (pH 7) sob agitacdo orbital (150 rpm) a 32 °C. # Concentragao
determinada por CG/DIC, com coluna quiral.

16Rocha, L. C., Ferreira, H. V., Pimenta, E. F. Berlinck, R. G. S., Rezende, M. O. O.,Landgraf, M.
D., Seleghim, M. H. R., Sette, L. D., Porto, A. L. M. Mar. Biotechnol., 2010, 12, 552-557.
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1.3. Suporte para imobilizacao (substrato ou enzima)

A imobilizacdo do biocatalisador € um processo frequentemente utilizado
para a otimizacao do desempenho operacional de uma enzima, principalmente em
processos industriais, sendo especialmente util para 0 uso em meios n&o aquosos.
O uso de enzimas isoladas como catalisadores eleva relativamente o custo do
processo e, portanto, sua recuperagao e reutilizagdo permitem que o mesmo
torne-se viavel.' Os métodos de imobilizagao (Figura 13) podem ser divididos em 3
categorias principais: (i) por ligagdo nao covalente (interacéao hidrofobica, interacao
por ligacoes de hidrogénio ou interagdao eletrostatica/ibnica) ou por ligacéo
covalente (ii) aprisionamento em matrizes poliméricas organicas ou inorganicas e
(i) Ligacdo cruzada (cross-linking) entre as cadeias das enzimas.'” Esses
métodos também podem ser aplicados para a imobilizacao do substrato, ao invés
da enzima, visto que em muitas vezes o processo de imobilizacdo diminui a

atividade catalitica da enzima.

Imobilizagcao de enzimas ]

Suporte ]
Confinamento } Ligacéo cruzada
Adsorcao ‘
Matriz
(fisica ou —'“"—J
idnica) Capsulas
Ligacéo -
covalente

Figura 13. Métodos de imobilizagdo de enzimas (adaptado).'®

""Sheldon, R. A. Adv. Synth. Catal., 2007, 349, 1289-1307.

'83) Dalla-Vecchia, R., Nascimento, M. G., Soldi, V. Quim. Nova, 2004,4, 623-630. b) Hartmann, M.;
Jung, D., J. Mater. Chem., 2010, 20, 844-857. c) Fernandez-Lafuente, R. Enzyme Microb. Technol.,
2009, 45, 405-418.
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A adsorcdo é uma operacao de transferéncia de massa do tipo sélido fluido,
na qual se explora a habilidade de certos soélidos em reter, em suas superficies,
substancias existentes em solugdes liquidas e solucdes gasosas. Desta maneira,
o componente da fase liquida ou gasosa pode ser separado e/ou purificado. A
superficie de um sélido poroso (adsorvente) pode ser classificada em: microporos
(didmetro dos poros menor que 2 nm), mesoporos (diametro dos poros maior que
2 nm e menor que 50 nm) e macroporos (diametro dos poros maior que 50 nm)."®
(Figura 14).

Micrapara
<= 2nm

BIDIDIIDIIVIIIBBNDIVDDIDD
— BFIDIFIDINIFIIBIIRNIIDIDD
Mesopon | 9@0000000000000000000000
2500 [ 990000000000000000000000

-II.Il.I“.I.'.l.‘....'.;
B32IHHIBHIBIDIIBBIIIIIND

Macroporo | 1. .
> 50 nm ..

Figura 14. Representacao ilustrativa de tamanho dos poros (adaptado).?

A XAD-7 é uma resina polimérica adsorvente, composta por monémeros de
éster meta-acrilico, com uma superficie de 450 m?/g e diametro médio de poro de
9 nm e que foi desenvolvida para cromatografia em coluna e é moderadamente
hidrofilica.?’ A resina XAD-7 é utilizada como sélido adsorvente tanto de enzimas

“Pompeu, D. R. Adsorcdo de trés familias de compostos fendlicos em resinas sintéticas
macroporosas. 2007. Tese de Mestrado - Programa de Pé6s-Graduacao em Ciéncias e Tecnologia
de Alimentos - Universidade Federal do Para. Belém.
Dhttp:/labvirtual.eq.uc.pt/siteJoomla/index.php?option=com _content&task=view&id=188&Itemid=45
0 (acessado em 20 de dezembro de 2010).

ma) Kallenberg, A., I., Rantwijk, F. V., Sheldon, R. A. Adv. Synth. Catal., 2005, 347, 905-926. b)
Oliveira, M. W.,Hilsdorf, A. W. S., Silva, A. F. S., Oliveira, A. F. Quim. Nova, 2009, 5, 1134-1138.
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como de substratos, principalmente pela facil separacdo e/ou purificacdo em
reacdes utilizando células em suspensao como biocalisador.

Conceicdo e colaboradores utilizaram XAD-7 como suporte de 2-etil-1-
fenilprop-2-en-1-ona 31, na redugdo quimio e enantiosseletiva mediada por Pichia
stipitis, produzindo (S)-2-etil-1-fenilprop-2-en-1-o0l 32 com 65% de rendimento e

99% de excesso enantiomérico.?? Figura 15.

0 OH
Pichia stipitis rend. 65%
> ee >99%
XAD-7
31 100% de conversao 3

Figura 15. Reducéo quimio e enantiosseletiva de 2-etil-1-fenilprop-2-en-1-ona em
XAD-7 mediada por P. stipitis (adaptado).?

1.4. Co-solventes em biocatalise (Liquidos i6nicos)

Para superar a baixa solubilidade de substratos e produtos em meio
aquoso, assim como seus efeitos inibitérios, pode-se utilizar processos
biocataliticos bifasicos, como solventes organicos imisciveis em agua, entretanto,
esses solventes organicos podem danificar as membranas celulares de
microrganismos (bactérias, fungos e leveduras) e promover a desnaturacdo da
enzima.®

O efeito téxico do solvente pode ser devido a toxicidade molecular,
resultante da difusdo das moléculas de solvente através da membrana
citoplasmatica, ou seja, toxicidade do contato direto entre o biocatalisador e o
solvente organico. A presenca de solvente organico dissolvido na fase aquosa
também pode provocar inibicado enzimatica, desnaturacao de proteinas e alteracao
do DNA e modificagdo da fluidez da membrana citoplasmatica. A toxicidade

2 Conceigéo, G. J. A. Moran, P. J. S. Rodrigues, J. A. R. Tetrahedron: Asymmetry, 2003, 14, 43-
45.
23Moniruzzaman, M., Nakashima, K., Kamiya, N., Goto, M. Biochem. Eng. J., 2010,48, 295-314.
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origina a desorganizagdo da membrana citoplasmatica, a perda de metabdlitos
essenciais e de cofatores, podendo levar a extracdo de nutrientes, agregacao
celular e formagao de emulsdes.?*

Considerando esses aspectos, os liquidos ibnicos se mostram como uma
alternativa (Figura 16). Deste modo, sua utilizacdo tem sido amplamente

estudada em biocatalise utilizando sistemas bifasicos.?>?®

5000

4500

4000
3500
3000
2500
2000
1500

Numero de artigos

1000
500

2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Ano

Figura 16. Numeros de artigos que descrevem a utilizacao de liquidos iénicos
encontrados no "Scopus" no periodo 12/2002-04/2011.%”

Os liquidos i6nicos sao sais, porém, na temperatura ambiente eles sao
liquidos. Entre as principais vantagens dos liquidos idnicos destacam-se: possuem
baixa pressao de vapor, ndo séo inflamaveis, reduzem a toxicidade do substrato

no meio reacional e sao facilmente reciclados, o que inclui os liquidos ibnicos na

#Baron, A. M. Preparacgéo e caracterizagdo de lipases imobilizadas para utilizagdo em biocatalise.
2008. Tese de doutorado - Programa de Po6s-Graduagao em Quimica - Universidade Federal do
Parana. Curitiba.

®gheldon, R. A., Lau, R. M., Sorgedrager, M. J., Rantwijk, F. V., Seddon, K. R. Green Chem.,
2002, 4, 147-151.

®Garcia, S. M. P., Biocatdlise em Meios Ndo Convencionais: Solventes Orgénicos, Fluidos
Supercriticos e Liquidos Ionicos. 2005. 136 f. Tese de doutorado - Universidade Nova de Lisboa,
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia. Lisboa.

27a) www.scopus.com (acessado em 21 de abril 2011); b) Moniruzzaman, M., Nakashima, K.,
Kamiya, N., Goto, M. Biochem. Eng. J., 2010, 48, 295-314.
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classe dos solventes ambientalmente sustentaveis.?® Os liquidos idnicos exibem

propriedades como polaridade e hidrofobicidade, comportamento que pode ser

ajustado com a modificagcdo apropriada do cation e do anion (Figura 17).293°

Céations
ﬁz ﬁ{z Fﬁz
! P, S

Anions

BF4’, PFg’, SbFg, NO3', CF3SO37, (CF3S03)oN", ArSO37, CF3CO,",CH3CO,, AlxCl7

Figura 17. Estruturas de liquidos iénicos (adaptado).?’2®

A preparacao do cation cloreto de 1-butil-3-metilimidazdlio e a escolha do
anion PFg torna o liquido ibnico imiscivel em meio aquoso, enquanto que a

substituicdo pelo anion BF4 faz o liquido ibnico ser miscivel em agua (Figura 18).

*®Sheldon, R. A., Green Chem., 2005, 7, 267-278.
®Hussain, W., Pollard, D. W., Truppo, M., Lye, G. J. J. Mol. Catal. B: Enzymatic., 2008, 55, 19-29.
®Cassol, C. C., Ebeling, G., Ferrera, B., Dupont, J. Adv. Synth. Catal., 2006, 348, 243 — 248.
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Figura 18. Preparacdo de liquidos idnicos com céations imidazdlicos (adaptado).?®

A toxicidade dos liquidos ibnicos ainda hoje é pouco discutida mas Romero
e colaboradores®' verificaram que, em reacdes biocataliticas, a toxicidade esta
relacionada diretamente com o comprimento do substituinte N-alquila do anel
imidazélio, enquanto que o anion nao exerce esse efeito.

Os resultados de estudos de sistemas bifasicos em biocatélise tém se
mostrado promissores,® apresentando resultados como o aumento dos
rendimentos e excessos enantioméricos, diminuicdo do tempo de reacdo e, em
muitos sistemas de reacOes, apresentam reacdes quimio, régio e
diastereosseletivas.®® Inimeros grupos tém estudado o uso de sistema bifasico em
biocatalise com células em suspensao de microrganismos, como Rhodococcus
R312, Escherichia coli, Lactobacillus kefir, Sacharomyces cerevisiae, Pichia

pastoris, Bacillus cereus e Geotrichum candidum.3*3>3637

¥ Romero, A., Santos, A. Tojo, J. and Rodriguez, A. J. Hazard. Mater., 2008, 151, 268-273.
®gheldon, R., Chem. Commun., 2001, 23, 2399-2407.

®Ranu, B. C., Banerjee, S. J. Org. Chem., 2005, 70, 4517-4519.

34Hussain, W., Pollard, D. J., Lye, G. J. Biocatalysis and Biotransformation, 2007, 25, 443-452.
SSCornmeII, R. J., Winder, C. L., Schuler, S., Goodacre, R., Stephens, G. Green Chem., 2008, 10,
685—691.

%Gonzalo, G., Lavandera, l., Durchschein, K., Wurm, D., Faber, K. Kroutil, W. Tetrahedron:
Asymmetry., 2007, 18, 2541-2546.
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Em reagdes de biocatalise utilizando liquido idnico e células de Rhodotorula
sp AS2.2241 livres e imobilizadas, observou-se a alta enantiosseletividade (>99), e
estabilizacdo das células, mantendo sua atividade acima de 90 % em relagao as

reaces realizadas em tampao.***° (Figura 19).

CO, + H,0 Glicose + O,

N
N

NAD(P) NAD(P)*  Células de Rhodotorulasp. AS2.2241

Meio aquoso U

Interface
Liquido I6nico
O OH OH
($) + (R)
MeO MeO MeO
33 34 35

Figura 19. Reducdo assimétrica de p-metoxiacetofenona com células de
Rhodotorula sp. AS2.2241 em liquido i6nico.*”*

Outra levedura bastante conhecida é Saccharomyces cerevisiae, 0
fermento de pédo, e sdo amplos os estudos sobre sua utilizagdo como
biocatalisador.'>'*4° Howarth*' estudou a reducdo de cetonas utilizando
hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazélio [BMIM][PFe¢] como liquido iénico, e os

excessos enantioméricos chegaram a 95 %, dependendo da cetona empregada.

¥Brautigam, S., Meyer, S. B., Botz, D. W. Tetrahedron: Asymmetry., 2007, 18, 1883—1887.
®\Wang, W., Zong, M. H., Lou, W. Y. J. Biotech., 2009, 143, 190-197.

*®Wang, W., Zong, M. H., Lou, W. Y. J. Mol. Catal. B: Enzymatic, 2009, 56, 70-76.

“OAcetti, D., Brenna, E., Fuganti, C., Gatti, F. G., Serra, S. Eur. J. Org. Chem., 2010, 142—151.
“"Howarth, J., James, P., Dai, J. Tetrahedron Lett., 2001,42, 7517—7519.
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Existem varios relatos sobre a utilizacdo do [BMIM]|[PFs] em reagdes de

biocatalise, obtendo-se geralmente resultados satisfatérios.*?*®

“pavlidis, I. V., Tzafestas, K.,Stamatis, H. Biotechnol. J., 2010, 5, 805-812.
*pilissao, C., Nascimento, M. G., Tetrahedron: Asymmetry., 2006, 17, 428-433.
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2. Objetivos

Realizar a preparacao e caracterizagao das a-haloenonas para utilizacéo no
estudo das reacgdes catalisadas por Saccharomyces cerevisiae CCT 3019,
Rhodotorula glutinis CCT 0783, Candida albicans CCT 0776, Geotrichum
candidum CCT 1205, Pichia stipitis CCT 2617 e Micrococcus luteus CCT 2283 em
sistema bifasico agua/liquido iénico, objetivando a obtencédo das correspondentes
haloidrinas com maiores excessos enantioméricos do que em sistema aquoso.

Verificar a influéncia das configuracdes Z e E das haloenonas nas reducdes
biocatalisadas por Saccharomyces cerevisiae.

Comparar as reacOes de redugdo das Z e E das haloenonas com as

halocicloenonas.

0] O
XN X
X My
Microrganismo
H,O/LI Microrganismo
OH H,0/LI
OH
X
X
X =Br, CI (n

Esquema 1. Biorreducao de a-haloenonas para producao de haloidrinas.
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3. Resultados e discussao

3.1. Preparacao dos substratos

A sintese dos substratos foi iniciada com a preparacédo da enona 36* a partir
da condensagédo alddlica do benzaldeido com acetona, em presenga de uma
solugdo de hidréxido de sodio, com rendimento de 86 % (Esquema 2). Com a
enona 36 em maos, a preparacao de (£)-38 e (E)-38 foi realizada através das
rotas A e B. A rota A envolveu a bromacgéo de 36 com Br, em CH.Cl,, obtendo-se
3,4-dibromo-4-fenil-2-butanona 37, seguida da desidrobromacédo de 37 promovida
pela reagdo com a trietilamina, fornecendo (2)-38 com 60 % de rendimento. A rota
B utiliza o Oxone®, um sal oxidante que, na presenca de NaBr como fonte de
brometo, promove a bromacado de 36, produzindo 37 e, apdés adicdo de
trietilamina, ocorre a formacao de uma mistura diastereocisomérica Z/E-38 (80:20)

com rendimento de 89 %.

(0] Br (0] Q
H Bry/CHyCly NEYs X
* TNaOH L Br
r
(10%) 86‘7
37 60%
(Z2)-38
1) NaBr/Oxone
CH,CLL,/H,O | B
2) N(Et);
(0]
Br
X X
w - O X
Br
(¢}
(Z)-38 (E)-38

89 % da mistura Z/E

Esquema 2. Preparacéo de (2) e (E)-3-bromo-4-fenil-3-buten-2-ona.

* Furniss, B. S., Hannaford, A. J., Rogers, V., Smith, P. W. G., Tatchell, A. R. Vogel's: Textbook of
practical organic chemistry, 1978, 4™ edition, Longman New York p. 794.
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A identificacdo dos diasterecisbmeros (2) e (E)-38 foi feita por
comparacao dos espectros de RMN 'H e RMN '3C com os descritos na literatura.*®
A separacao dos diastereoisdmeros foi realizada por cromatografia em
coluna (CC) utilizando silica gel e por cromatografia em camada delgada
preparativa (CCDP), porém, quando amostras da fracdo correspondente ao
isdbmero E era injetada no CG/EM, este diasterecisbmero isomerizava para o
diastereoisbmero Z.
Com base na literatura,*® varias reagdes foram realizadas, com adaptacées,

buscando preparar o diastereoisdbmero E com bons rendimentos (Esquema 3).
(0]
X
r

B
Z=85%,E=15%
38

AcONa
EtOH
o o)
AcONa Br O AcONa/AcOH
A AcOH EtOH XN
- _
Br Br Br
Z=90 %, E = 10% 37 Z=85%, E=15%
38 38
AcONaO AcONa
DMF, 5°C DMF, t.a
Q 0
o X
Br Br
Z=83%,E=17% Z=26%, E=174%
38 38

Esquema 3. Tentativa de preparacao do (E)-3-bromo-4-fenil-3-buten-2-ona.
O melhor resultado foi obtido na reacdo com acetato de soédio em DMF a
temperatura ambiente com 24 horas de reacao, produzindo 74 % (E)-38 e 26 % de
(£)-38. Entretanto, devido a isomerizagdo, ndo foi possivel isolar o

> Banks, J. C., Van Mele, D. and Frost, C. G. Tetrahedron Lett., 2006, 47, 2863-2866.
46 Miller, M., L’abbé, G., Hassner, A. J. Amer. Chem. Soc.,1971, 93:4, 981-985.
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diastereoisbmero (E)-38 com a pureza necessaria e, por esse motivo, as
biorredugdes foram efetuadas com o diastereoisémero (2)-38.

A (2 e (E)-3-cloro-4-fenil-3-buten-2-ona 39 (Esquema 4) foi preparada com
81 % de rendimento, com razado Z/E (65:35), através da reacdo da enona 36 com
NaCl/Oxone® em CHCl,/H.O. A reacdo da enona 36 com acido m-
cloroperbenzoéico (m-CPBA) em HCI/DMF forneceu apenas (2)-39, com 30 % de

rendimento.
0
NaCl, OXONE® X
CH,CL/H,0 Cl
O EtzN (E/2)-39
N 81%
36 0
m-CPBA XN
HCI/DMF Cl
(2)-39
30%

Esquema 4. Preparacéo de (2) e (E)-3-cloro-4-fenil-3-buten-2-ona.

A separacao dos diastereoisémeros de 39 foi realizada em CCD, utilizando
silica gel tratada com nitrato de prata 10%, pois ndo se obtinha separacao
somente com a silica gel ndo tratada. Assim obteve-se 76 % de Ze 10 % de E.

3.2. Reacoes de biorreducoes

3.2.1. Biorreducoes utilizando fermento de pao

Todas as biorreducdes foram realizadas com os diastereoisébmeros Z e E,
com excessao de (E)-38, devido a sua facil isomerizagéo para (2)-38.
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Inicialmente, as biorreducdes de (£)-38, (£)-39 e (E)-39 foram realizadas,
separadamente, em suspensdo aquosa de fermento de pao liofilizado, sob
agitacdo orbital, com rotagdo de 200 rpm, por 24 h, a 28 °C. Apds esse tempo,
analises por CG/EM indicaram o consumo do substrato, sem sinal das haloidrinas
correspondentes e com o aparecimento de varios compostos diferentes,
provavelmente oriundos da degradagdo dos substratos e produtos. Num outro
procedimento, as reacoes foram feitas retirando-se aliquotas em intervalos de 10 a
120 minutos de reacdo. As anadlises por CG/EM indicaram a formacdao da
bromoidrina 44 com 95 % de rendimento, proveniente de (£)-38; a formacao da
cloroidrina 45 com 86 % de rendimento, proveniente de (£)-39 e o outro
diastereoisdbmero da haloidrina 45 com 45 % de rendimento proveniente de (E)-39
(Tabela 7). Cabe ressaltar que foi observada a formagcdo de apenas um
diastereoisdbmero para cada reacdo de biorreducdo e que nao foi observada a
formacao dos intermediarios 42 e 43, onde ocorre a reducao da ligacdo C=0 antes
da reducéao da ligagdo C=C ou dos intermediarios 40 e 41 onde ocorre a reducao
da ligacao C=C antes da reducéao da ligacdo C=0, como mostra o Esquema 5.

0
*x
X
%
V B h OH
O X = Br =40 -
X =Cl=41
N X
X
\ o X = Br = 44
FP X =Cl=45
X = Br (Z)-38 Xy 4
X = C1 (Z/E)-39 X
X=Br=42
X =Cl=43

Esquema 5. Proposta de formacao dos produtos de biorreducéo de (2)-38 e (2)-
39.
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Paralelamente, as mesmas reacdes foram realizadas com a utilizagdo da
resina XAD-7 como suporte para cada substrato, e a porcentagem de conversao
chegou a uma faixa de 84 a 90 %. Os excessos enantioméricos foram
determinados utilizando CG/DIC com coluna quiral (Tabela 7). Uma vantagem
significativa da utilizagdo de XAD-7 como suporte € a facilidade de extracao do
produto do meio reacional. Esse protocolo tem sido denominado como biocatalise

extrativa in situ.??

Tabela 7. Resultados da biorreducao utilizando fermento de pdo com e sem XAD-
7 como suporte para os substratos.

substrato suporte conversao - tempo (minutos)  ee (%)
XAD-7 haloidrina
30min 60 min 120 min
(£2)-38 sem 44 81 95 90
com 36 72 92 90
(-39 sem 39 64 86 78
com 25 68 84 78
(E)-39 sem 18 30 45 72

A determinacdo das configuracbes das haloidrinas obtidas foi realizada
através das andlises dos espectros de RMN *C e determinagdo de [« ]%° dos
epoxidos correspondentes, comparando-se os dados obtidos com os publicados
na literatura.*” Portanto, a configuracao relativa cis/trans é fornecida pelo espectro
de RMN '®C e, em seguida, a configuracdo absoluta pelo valor de [« ]%°. Os
valores publicados de RMN '*C (62.5 MHz) de C2 e C3 do epéxido cis sdo de 52,9
ppm e 57,4 ppm enquanto do epoxido trans sédo 54,6 ppm e 59,8 ppm. Os valores
de [« ]%° (c 0,4, CHCIl3) dos epoxidos sdo: -21 para (2S, 3R); +21 para (2R,3S);
-27 para (2S, 3S) e +25 para (2R, 3R)-4-fenil-2,3-epoxibutano.

*" Besse, P., Renard, M. F., Veschambre, H. Tetrahedron: Asymmetry., 1994, 5, 1249-1268.
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Partindo da bromoidrina 44 obteve-se o epdxido 46, que foi purificado por
CCD para efetuar a leitura de rotagao otica, obtendo-se [« ]3° -16 (¢ 1 em CHCI5).
A andlise de RMN '®C forneceu valores de C2 = 52,9 ppm e C3 = 57,3 ppm,
indicando que a configuracdo do epéxido 46 ¢ (-)-(2S,3R)-4-fenil-2,3-epoxibutano
e, portanto, a configuracdo da bromoidrina 44 é (-)-(2S,3S)-3-bromo-4-fenil-2-

butanol, com [« ]%° -18 (Esquema 6).

OH
NaOH/éter

e

Br

(25,35)-44 (2S,3R)-46
Esquema 6. Preparacéo do epdxido 46 a partir da bromoidrina 44.

Seguindo o mesmo procedimento, a reacdo de epoxidacao foi realizada
utilizando 3-cloro-4-fenil-2-butanol 45, proveniente da enona (£)-39, obtendo-se o
epdxido 46 de [x<]3° -18 (c 1, CHCI3). A analise de RMN 'C forneceu valores de
C2 = 52,9 ppm e C3 = 57,3 ppm, indicando que a configuracdo do epoxido é
(-)-(2S,3R)-4-fenil-2,3-epdxibutano 46 e, portanto, a configuracao da cloroidrina 45
é (-)-(2S,3S)-3-cloro-4-fenil-2-butanol com [« ]2° -19 (Esquema 7).

OH
NaOH/éter

_ >

Cl
(25,35)-45 (2S,3R)-46
Esquema 7. Preparacéo do epoxido 46 a partir da cloroidrina 45.
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Finalmente a reacdo de epoxidagdo foi realizada para cloroidrina
proveniente da enona (E)-39. A determinagdo de [x]3° - 17 (¢ 1, CHCl3) e a
andlise do RMN de '®C forneceu os valores de C2 = 54,7 e C3 = 59,9 ppm,
indicando que a configuracao do epoxido 47 é (-)-(2S,3S)-4-fenil-2,3-epdxibutano,
portanto, a configuracdo da cloroidrina 45 é (+)-(2S,3R)-3-cloro-4-fenil-3-butan-2-ol

com [x]%® + 20 (Esquema 8).

NaOH/éter : 1,

(2S,3R)-45 (2S,39)-47

Esquema 8. Preparacéo do epoxido 47 a partir da cloroidrina 45.

Geralmente, nas biorreducdes de enonas, a ligagcao C=C é reduzida antes da
ligacdo C=0. Com o objetivo de investigar se os compostos 40, 41, 42 e 43 seriam
possiveis intermediarios nas biorreducdes das respectivas haloenonas, algumas
tentativas de sinteses destes compostos foram realizadas. Partindo-se do
composto (2)-38 e (£)-39, foi realizada uma série de reagdes para a redugao da
ligacdo C=C, com o objetivo de preparar a 3-bromo-4-fenil-2-butanona e, entao,
utiliza-la como padrdo do possivel intermediario da biorreducdo de (2)-38.
Realizando as reacdes propostas para a referida reducdo, nao foi observada a
formacao do produto desejado, como pode ser observado no Esquema 8, pois
ocorria geralmente a saida do halogénio da molécula. Depois destas tentativas, foi
realizada a reducéo da ligacdo C=0 de (2)-38 e (£)-39 com boroidreto de sddio
em etanol, obtendo-se os alcoois 42 com 89 % e 43 com 86 % de rendimento.
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OH

H,, Pd/C OH
acetato de etila
X
X 49

©H A 42e43
OH
49 COC12.6H20 NaBH4
etanol ou etanol
metanol 49
NaBH,4
H,, Pd/C
0 0 Hy O 0 acetato de etila 0
Eow OE
N ~ N A H, Pd/IC
X prolina X etanol 48
etanol 7) - 9
(Z)-38¢39 €)-38¢3
O Hy O
EtO o Niquel/Raney
N prolina 0 HH O o
etanol
(0] atmosf. N, Elww
i
N etanol 48
X
\/
(Z)-38¢39 Q
X
X
(Z)-38¢39

Esquema 9. Hidrogenacéao do (2)-3-halo-4-fenil-3-buten-2-ona (2)-38 e (2)-39.

Os experimentos utilizando os substratos 42 e 43 e o biocatalisador
fermento de pédo foram realizados para verificar se 0s mesmos poderiam ser
intermediarios nas biorreducdes das enonas correspondentes. Para isso, a mistura
reacional foi deixada sob agitacdo por 24 h e, apds analise por CG/EM, foi
observado que nao ocorreu a reducao da ligagcao C=C, sendo 42 e 43 recuperados
inalterados (Esquema 10). Portanto, conclui-se que a reducgao da ligagao C=0 nao
ocorre antes da reducéao da ligacdo C=C para as haloidrinas formadas.
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OH OH

N FP
X X

42: X = Br

43: X = Cl

Esquema 10. Tentativa da biorreducao dos 3-halo-4-fenil-3-buten-2-ol.

O mecanismo de reducdo da ligacdo C=C das enonas foi elucidado por
Fronza,'" Kawai'® e seus respectivos col., realizando o estudo do efeito dos
substituintes na biorreducédo de 3-metil-4-aril-3-buten-2-ona com fermento de pao
e utilizando D,O no meio. Foi estabelecido que a estereoquimica da redugédo da
ligacdo C=C é uma adicdo trans de hidrogénio. Na reducdo enzimatica, o
hidrogénio incorporado na posicdo B ao grupo carbonila foi transferido do
NAD(P)H e o hidrogénio que entra na posi¢do a é proveniente do meio aquoso, ou
ainda de algum residuo de aminoacido.

Aplicando o conceito do mecanismo acima exposto para reducao da ligacéao
C=C das a-haloenonas (2)-38, (2)-39 e (E)-39, é proposto neste estudo um

mecanismo similar. Esquema 11.

configuragdo Z
—_—

OH
—. E
X

(25,35)-44-45

X =Cl, Br

, _AH—NADP) H4NAD(P)

(S5)-40-41

configuragdo E

OH
AmH X=Cl :
IIIIII + =
38-39 X X

(25,3R)-45

HENAD®P) (R)-40

Esquema 11. Proposta para reducgao da ligacdo C=C das a-haloenonas.
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Percebe-se que, independente da configuragcdo ZE, o hidreto proveniente
do NAD(P)H é adicionado ao carbono B somente pelo lado do plano indicado no
Esquema 10. Devido ao fato da adicao de hidrogénio ser trans, a enona de
configuragcdo Z produzira o intermediario (S) e a enona de configuracdo E
produzira o intermediario (R). A etapa seguinte é a reducéao da ligacao C=0, a qual
¢é facilitada pelo Cl e Br ligado ao carbono a, devido a eletronegatividade desses
grupos. A transferéncia do hidreto do NAD(P)H ocorre pela face Re da ligacao
C=0 de acordo com a regra de Prelog.** E interessante notar que essa
transferéncia de hidreto é independente da configuracao do carbono adjacente,

como tem sido observado nas reducdes de cetonas alifaticas*® e aromaticas.>

3.2.2. Biorreducoes utilizando Pichia stipitis

As biorredugdes com as haloenonas (2)-38 e (£)-39 mediada por P. stipitis
foram realizadas utilizando o mesmo protocolo utilizado para o fermento de péao,
isto ¢, 100 mg da enona em 100 mL do meio de cultura, com células em
suspensdo sob agitacdo orbital a 200 rpm, por um tempo de 72 h a 30 °C e

forneceu a 4-fenil-2-butanona 48 como Unico produto (Esquema 12).

O o)
N P. stipitis _
X 72 h, 30 °C
(2)-38: X = Br
(2)-39: X = Cl 48

Esquema 12. Biorredugédo com P. stipitis das a-haloenonas.

*8 Prelog, V. Pure. Appl. Chem., 1964, 9, 119-130.

* Utaka, M., Konishi, S., Takeda, A. Tetrahedron Lett., 1986, 27, 4737-4740.

* Moran, P. J. S., Rodrigues, J. A. R., Joekes, I., Brenelli, E. C. S., Leite, R. A. Biocatalysis, 1994,
9, 321-325.
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Ao diminuir o tempo de reacdo para 24 horas foi possivel verificar a
producédo das a-halocetonas 40 e 41, juntamente com a cetona 48, ainda obtida
como produto majoritario da reacao (Esquema 13).

O o) O
\ *
I e
X X
(2)-38: X=Br 40: X=Br 48
(2)-39: X=ClI 41: X=Cl

Esquema 13. Producgéo da cetona desalogenada 48.

Com a finalidade de otimizar a producao das a-haloenonas 40 e 41, foi feito
um estudo de acompanhamento da reacédo no intervalo de 3 a 72 horas, para

determinar o tempo ideal, como visto nas Figuras 20 e 21.

80
70 -
60 A

50 - Br

40 L.\ o
30

20 =
Br
10

Rendimento Cromatografico (%)

0

horas

Figura 20. Conversao de reagente 38 e formacao de produtos 40 e 48 durante a
reacao da reducao catalisada por P. stipitis.
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Figura 21. Conversao de reagente (£)-39 e formacgéo de produtos 41 e 48 durante
a reacao de reducéao catalisada por P. stipitis.

Percebe-se que, nas Figuras 20 e 21, as a-halocetonas aumentam suas
concentracdes até certo valor para, em seguida, diminuir até chegar a baixos
valores. Enquanto as a-halocetonas 40 e 41 sdo consumidas, a cetona 48 é
formada como produto final. Este comportamento comprova que as a-halocetonas
sao intermediarios nesse processo de producdo da cetona 48 a partir as a-
haloenonas (2)-38 e (£)-39.

Alguns autores propéem que a desalogenacao de a-haloenonas é devido a
um mecanismo radicalar.>’ Com o objetivo de eliminar essa reacéo paralela, um
inibidor de radicais livres - m-dinitrobenzeno (DNB) - foi utilizado neste trabalho. A
adicdo de DNB ja foi utilizada nas biorredugdes de a-iodoacetofenona, tendo como
efeito a formacéo de 2-iodo-1-feniletanol, ao invés da producao de acetofenona e

1-feniletanol, como apresentado no Esquema 14."

5 a) Ohno, A., Kito, N. Chem. Lett., 1972, 369. b) Ohno, A., Yamamoto, H., Oka, S., J. Am. Chem.
Soc., 1981, 103, 2041. c¢) Tanner, D. D., Chen, J. J., Chen, L., Luelo, C. J. Am. Chem. Soc., 1991,
114, 8074.
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transferéncia de hidreto I
com controle enzimatico

com adi¢ao de

DNB
O
O
. NI Ho H
sem adicdo de ‘ Transferéncia de hidreto S
DNB com controle enzimdtico

L.
>

radical livre

Esquema 14. Proposta para reagao via radicalar versus transferéncia de hidreto
com controle enzimatico.

Com o objetivo de verificar se a desalogenacgao dos intermediarios 40 e 41
estava ocorrendo através do mecanismo radicalar, experimentos foram realizados
em duplicata com concentracbes variadas de DNB no meio (quantidades
adicionadas: 0,1; 0,2; 0,5; 0,8; 1; 2; 5; e 8 mg). As analises por CG/EM dos
produtos das reagdes indicaram que os experimentos com 1 e 2 mg de DNB

produziram os melhores resultados. Os dados encontram-se na Tabela 8.
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Tabela 8. Porcentagem das a-haloenonas 38 e 39, a-halocetonas 40 e 41 e
haloidrinas 44 e 45, presentes no meio apds 24 horas de biotransformacéo
mediada por P. stipitis.

Substrato Meio DNB | a-haloenona | a-halocetona Haloidrina
(mL) | (mg) recup. (%) conv. (%)? conv. (%)?
1 57 5 37
0 100
X 2 80 1 19
Br
1 6 7 87
100 mg 200
2 18 6 75
1 77 23 ND
0
100 2 85 15 ND
A
Cl
1 42 18 38
100 mg 200
2 49 15 33

dConversdo determinada pelas areas relativas observadas por CG/EM; ND = néo
detectado.

Os dados dos experimentos de reducdo da (£)-38 sem e com DNB foram
colocados na Figura 22. Os experimentos escolhidos foram no tempo de 24 horas,
com 100 mg de substrato e 1 mg de DNB em 100 mL do meio contendo as células
em suspensao de P. stipitis. No grafico, é possivel observar que, na reacdo sem o
uso do inibidor ocorre a produgao da bromoidrina 44 (roxo) e formacao do produto
desalogenado 48 (verde), entretanto, na reagcdo com o uso do inibidor nao ocorre
a formacéo do produto desalogenado 48 e sim a formagao da a-bromocetona 40
(vermelho) e bromoidrina 44 (roxo). A maior quantidade de substrato apds 24
horas de reacdo é um indicativo de que a reacdo é mais lenta com o uso do
inibidor de radicais livres.
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Figura 22. Biorreducao de (2)-3-bromo-4-fenil-3-buten-2-ona (2)-38 mediada por
P. stipitis, sem e com adicdo de DNB em 24 horas.

A Figura 23 apresenta o resultado da biorreducao de (2)-39 com e sem

DNB, em 24 horas de reag¢do, 100 mg de substrato e 1 mg de DNB em 100 mL do
meio enzimatico. Observando-se a figura supracitada € possivel verificar que a
reacdo com o uso de inibidor é mais lenta, pois recupera-se uma quantidade
consideravel de substrato, entretanto, é observado a inibicdo da formacdo do
produto desalogenado 48 (verde) e a formacgao da clorocetona 41 (vermelha). Na
reacdo sem o uso do inibidor ndo é observada a producdo da cloroidrina 45

(roxo), mas sim a formacao da clorocetona 41 (vermelha) e da cetona 48 (verde).
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Figura 23. Biorreducgao de (2)-3-cloro-4-fenil-3-buten-2-ona (2)-39 mediada por P.
stipitis sem e com adi¢cao de DNB em 24 horas.

A dificuldade de extracdo dos produtos do meio reacional sempre foi um
problema. A formacdo de emulsdo acarreta a perda de produto com a
consequente diminuicdo do rendimento. Para minimizar estas dificuldades, além
de testar as vantagens descritas na literatura, foi sintetizado o hexaflourofosfato de
1-butil-3-metilimidazélio [BMIM][PFg], um liquido ibnico bastante citado por
pesquisadores como um 6timo co-solvente em reagdes de biocatalise.”? Uma das
vantagens mais atrativas deste trabalho € que o [BMIM][PF¢] € imiscivel em agua,
tornando o sistema em bifasico e, uma vez o substrato e/ou produto dissolvido no
liquido ibnico, existe a possibilidade de diminuicdo da toxicidade do substrato e/ou
produto para o biocatalisador. Através de extracdes realizadas tanto na fase do
[BMIM][PFg] quanto na fase aquosa, verificou-se que o substrato e produtos estdo
em grande parte dissolvidos no liquido idnico, separado do meio aquoso onde
encontram-se as células em suspensao.

Realizaram-se experimentos com as a-haloenonas (2)-38 e (£)-39 numa
quantidade de 100 mg dissolvidos em 1 mL de [BMIM][PF¢], adicionados a 100

mL do meio enzimatico com Pichia stipitis. Em outro experimento paralelo,
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manteve-se a mesma quantidade de substrato e aumentou-se a quantidade do
meio para 200 mL. Os dados comparativos das reacdes com liquido i6nico e a
reacdo na presenca de DNB sdo vistos nas Figuras 24 e 25.
Surpreendentemente, as reacbées com a utilizagdo do liquido ibnico se
comportaram de maneira semelhante as reacdes realizadas com o DNB pois, ao

final da reagéo, nao foi observada a formagéao do composto desalogenado 48.
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Figura 24. Biorreducgéo de (2)-3-bromo-4-fenil-3-buten-2-ona (2)-38 mediada por
P. stipitis com adicdo de DNB ou liquido iénico.

A Figura 24 mostra que, nas condi¢gdes de 100 mg de substrato e 1 mL de
liquido ibnico em 100 mL do meio enzimatico, a formagao da bromoidrina 44 é
maior com o uso do liquido ibnico do que na reacdo realizada no meio aquoso
com DNB e o excesso enantiomérios da bromoidrina 44, com o uso do liquido
idnico, foi de 98 %, enquanto que na auséncia de liquido ibnico ndo passou de 80
%. Quando o volume do meio foi aumentado de 100 mL para 200 mL, mantendo
as mesmas quantidades de substrato/liquido i6nico, houve maior formacédo da
bromoidrina 44, sem diminuicdo dos excessos enantioméricos obtidos no
experimento anterior. Além disso, observou-se que a perda na extracdo do
substrato e produtos da reacao utilizando [BMIM][PF¢] diminui drasticamente para
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5%. A configuracdo da bromoidrina 44 e cloroidrina 45 é 2S,3S determinada
utilizando o mesmo procedimento relatado nas paginas 35 e 36.

A Figura 25 mostra a comparagao das reacées com a-cloroenona (2)-39
com o uso de inibidor e de liquido i6nico. Nota-se que, semelhante as
biorreducdes de (2)-38 na presenca de [BMIM][PFs] ou DNB, as biorreducdes de
(£)-39 nao apresentaram a formacéao do composto desalogenado.
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Figura 25. Biorreducao de (2)-3-cloro-4-fenil-3-buten-2-ona (2)-39 mediada por P.
stipitis com adi¢cao de DNB ou liquido idnico.

As reagdes com (£)-39 sao nitidamente mais lentas em comparacdo com
(2)-38. Isso nos leva a propor a questao da toxicidade do cloro na molécula para o
biocatalisador. Quando utilizou-se 200 mL do meio, as reagbes apresentam
resultados melhores tanto para a reacédo na presenca do inibidor quanto na reacéao
utilizando o sistema bifasico agua/[BMIM][PFs]. Na reacdao com o uso do liquido
idnico, obteve-se uma quantidade da a-halocetona 40 e 41 (vermelha) maior do
que a obtida na presenca de DNB. A quantidade de cloroidrina 45 formada (roxo)
€ semelhante nos dois casos, entretanto, o excesso enantiomérico da cloroidrina
em liquido ibnico foi de 97% enquanto que, com o uso de DNB, ndo passou de
75%. A configuracdo da cloroidrina 45 obtida é 2S,3S, determinada da mesma
maneira que foi descrita anteriormente.
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Com a finalidade de verificar a possibilidade do liquido ibnico estar agindo
como o DNB, isto €, como inibidor de processos radicalares, experimentos foram
feitos com (2)-38 e (2)-39 utilizando células integras de P. stipitis. Em frascos
contendo o meio celular, adicionou-se em alguns frascos 1 mg de DNB e em
outros 1 mg de liquido i6nico. Esses frascos foram deixados sob agitacéo orbital a
200 rpm por 30 minutos a 30 °C. Apds esse tempo, (2)-38 e (2)-
39 foram adicionados separadamente em frascos distintos e os experimentos
foram acompanhados por CG/EM, com aliquotas retiradas de 24 em 24 horas até
72 horas de reacado. A formacao do produto desalogenado 48 nao foi observada
nas reagdes que continham DNB, entretanto, houve a formacdo do produto
desalogenado 48 nas reacdes que continham o liquido i6nico. Conclui-se que o
liquido ibnico nao possui a propriedade de inibidor de processos radicalares, como
possui o DNB.

O processo que ocorre nas biorredugdes utilizando liquido ibnico deve ser
semelhante ao processo geralmente proposto quando se utiliza XAD-7 como
suporte para o substrato, que € chamado de biocatélise extrativa in situ. Nesse
processo, o substrato encontra-se particionado e em equilibrio entre o liquido
ibnico e a fase aquosa. Quando o substrato se encontra na fase aquosa, ocorre a
reducao, formando o intermediario que, por sua vez, encontra-se também
particionado e em equilibrio entre a fase aquosa e o liquido i6nico, ficando a maior
parte no liquido iénico, devido a maior afinidade com o mesmo do que com a agua
e, assim, evitando reacdes paralelas e/ou a sua degradacao/desalogenacao do
produto (Figura 26). O intermediario é reduzido formando um produto que, por sua
vez, encontra-se também particionado e em equilibrio entre a fase aquosa e o

liquido ibnico, ficando a maior parte no liquido ibnico.
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Figura 26. Proposta para o processo da biocatalise extrativa in situ.

3.23. Biorreducoes utilizando Saccharomyces cerevisiae,
Candida albicans, Geotrichum candidum e Micrococcus luteus

O estudo sobre a influéncia do liquido ibénico [BMIM][PFs] nas reagbes de
reducdo de (2)-38 e (2)-39 foi estendido aos seguintes microrganismos: S.
cerevisiae, R. glutinis, C. albicans, G. candidum e M. luteus. Apés andlise por
CG/EM, observou-se a formacgéo das haloidrinas 44, 45 e a-halocetonas 40, 41.

As biorreducgdes de (2)-38 mediadas pelos microrganismos acima citados,
em sistema bifasico, foram realizados com 100 mg de (2£)-38 em 100 mL de meio
(Tabela 9) e com 100 mg de (£)-38 em 200 mL de meio (Tabela 10), sendo que
aliquotas foram retiradas nos intervalos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas de reagdo. A
partir de 96 horas nédo foi verificado alteracdo na concentracdo de reagente e
produtos.
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Tabela 9. Porcentagem de reagente e produtos presentes em 100 mL de meio
apos 120 horas de biorreducdo de (Z2)-3-bromo-4-fenil-3-buten-2-ona (2)-38
mediada por células de microrganismos em crescimento.

microrganismos  sistema Q- Q- bromoidrina
bromoenona bromocetona
recup. (%) conv. (%)°  conv. (%)  ee (%)°
C. albicans sem LI 12 36 52 (syn) 65 (S,S)
CCT 0776 .
com LI 35 25 40 (syn) 80 (S,9)
R. glutinis sem LI 18 12 45/25 70/66
; (S,5)/
CCT 0783 (syn/anti) (S.A)
com LI° 55 20 25 (syn)  92(S,S)
G. candidum sem LI 30 - 42/28 65/11
. (S,9)/
CCT 1205 (syn/anti) (SR)
com LI° 45 35 30 (syn)  91(S,9)
M. luteus sem LI 48 - 52 (syn) 38 (S,9)
CCT 2283 com LI° 58 8 34 (syn)  42(S,9)
S. cerevisiae sem LI 5 20 75 (syn) 90 (S,S)
CCT 3019 b
com LI 36 23 41 (syn) 97 (S,S)

4Condicao reacional: 100 mg de (2)-38 dissolvidos em 100 mL de meio com células em
crescimento, sob agitagao orbital de 200 rpm a 30 °C. "Condigao reacional: 100 mg de (2)-
38 dissolvidos em 1 mL de liquido idnico e adicionados a 100 mL de meio com células em
crescimento, sob agitacdo orbital de 400 rpm a 30 °C. “Conversdo determinada pelas
areas relativas observadas por CG/EM. ¢ ee determinados por CG/DIC com coluna quiral.

Na Tabela 9 nota-se que as reacdes na presenca de [BMIM][PFg]
mostraram melhores resultados, obtendo-se haloidrinas com excessos
enantioméricos de 97% quando o biocatalisador utilizado foi S. cerevisiae. Com
todos os microrganismos foram obtidos resultados satisfatérios, com excecao da
biorredugcédo utilizando M. luteus como biocatalisador na presenca do liquido
idnico, com o qual obteve-se 42% de excesso enantiomérico para a bromoidrina
formada. Na biorreducado sem a presenca de liquido iénico, utilizando G. candidum
e R. glutinis como biocatalisadores, foi observada a formagdo de dois
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diastereoisdbmeros para a haloidrina obtida. Este fato pode estar relacionado com
a concentracado do substrato no meio onde estao as células, ocorrendo assim uma
maior seletividade. Sabe-se que em uma competicdo de enzimas pelo mesmo
substrato a diminuicdo da concentracdo do substrato favorece a enzima de menor
Kw. Esse fato pode ser melhor visualizado utilizando-se um grafico duplo reciproco
ou de Lineweaver-Burk, onde é exemplicado hipoteticamente a competicdo entre

duas enzimas pelo mesmo substrato (Figura 27).
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Figura 27. Representagéo de Lineweaver-Burk, da agdo de duas enzimas.

Nota-se nesse grafico que a diferenca de velocidade aumenta em favor da
enzima que apresenta um menor Ky, quando a concentragdo do substrato diminui
de [S]; para [S].. Isto significa que o ee do produto obtido na [S]. € maior que o ee
obtido na [S]s.

Voltando a interpretacdo dos resultados obtidos neste trabalho, verifica-se
que, em geral, a haloidrina obtida com o sistema agua/liquido ibnico apresenta ee
maior do que o obtido em agua. Como no sistema bifasico agua/liquido iénico o
substrato e o intermediario estdo, em sua maior parte, no liquido ibnico, a
concentracao efetiva de substrato e intermediario na fase aquosa é bem menor do
que no sistema que utiliza somente agua como solvente, favorecendo, portanto, a

enzima de menor Ky e, consequentemente, o aumento do ee.
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Tabela 10. Porcentagem de reagente e produtos presentes em 200 mL de meio
apos 120 horas de biorreducdo do (Z2)-3-bromo-4-fenil-3-buten-2-ona (2)-38
mediada por células de microrganismos em crescimento.

microrganismos  sistema  a-bromoenona a- bromoidrina
bromocetona
recup. (%) conv. (%)° conv. ee (%)°
(%)°

C. albicans sem LI 21 18 61 (syn) 65 (S,S)
CCT 0776 com LI° 32 13 55 (syn)  81(S,S)

R. glutinis sem LI# 18 9 47/26 70/65

. (S,9)/

CCT 0783 (syn/anti) (SR)
com LI° 39 14 47 (syn)  92(S,9)

G. candidum sem LI 12 13 39/36 65/11
; (S,S)/

CCT 1205 (syn/anti) (SA)
com LI° 33 15 52 (syn)  91(S,S)
M. luteus sem LI 55 5 40 (syn) 38 (S,9)
CCT 2283 com LI° 58 - 42 (syn)  42(S,S)
S. cerevisiae sem LI - 26 74 (syn) 90 (S,9)

CCT 3019 ]

com LI 28 10 62 (syn) 97 (S,S)

4Condicao reacional: 100 mg de (2)-38 dissolvido em 200 mL de meio com células em
crescimento, sob agitagao orbital de 200 rpm a 30 °C. "Condigéo reacional: 100 mg de (2)-
38 dissolvidos em 1 mL de liquido idnico e adicionados a 200 mL de meio com células em
crescimento, sob agitacdo orbital de 400 rpm a 30 °C. ° Conversdo determinada pelas
areas relativas observadas por CG/EM. ¢ ee determinados por CG/DIC com coluna quiral.

Na Tabela 10 verifica-se que 0s excessos enantioméricos ndo sofrem
alteragdo com o aumento do volume do meio com células em suspenséo, poréem,
ha um aumento significativo na producdo da bromoidrinha, principalmente nas
reacdes em que se utiliza liquido ibnico, como no caso da C. albicans, que foi de
40% para 55%, R. glutinis de 25% para 47%, G. candidum de 30% para 52% e S.
cerevisiae de 41 para 62% de conversao. Esse aumento de rendimento pode ser
devido ao maior numero de células. Foi observada também a

diastereosseletividade das reacdes com liquido ibnico, como visto no experimento
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realizado com 100 mL de meio de células de microrganismos em suspensdo. O
mesmo protocolo foi realizado com (2)-39 e os resultados encontram-se nas
Tabelas 11 e 12.

Tabela 11. Porcentagem de reagente e produtos presentes em 100 mL de meio
apdés 120 horas de biorreducdo do (Z2)-3-cloro-4-fenil-3-buten-2-ona (2)-39
mediada por células de microrganismos em crescimento.

microrganismos  sistema - a- cloroidrina

cloroenona clorocetona

recup. (%)  conv. (%)° conv. (%)°  ee(%)°

C. albicans sem LI 18 8 42/32 79/68
CCT 0776 (synvanti)  (S,S)/(S,R)
com LI° 41 12 47 (syn) 94 (S,9)
R. glutinis sem LI# 5 30 50/15 71/63
CCT 0783 (syn/anti)  (S,S)/(S,R)
com LI° 10 32 58(syn) 95 (S,9)
G. candidum sem LI? 26 15 35/24 67/58
CCT 1205 (syn/anti)  (S,S)/(S,R)
com LI° 38 12 50 (syn) 95 (S,9)
M. luteus sem LI 73 6 21 (syn) 32 (S,S)
CCT 2283 b
com LI 93 2 5 (syn) 39 (S,5)
S. cerevisiae sem LI 19 28 53 (syn) 71 (S,S)
CCT 3019
com LI° 21 23 56 (syn) 92 (S,9)

4Condicao reacional: 100 mg de (2)-93 dissolvido em 100 mL de meio com células em
crescimento, sob agitacdo orbitalar de 200 rpm a 30 °C. °Condicao reacional: 100 mg de
(£2)-39 dissolvidos em 1 mL de liquido i6nico e adicionados a 100 mL de meio com células
em crescimento, sob agitacéo orbital de 400 rpm a 30 °C. “Conversdo determinada pelas
areas relativas observadas por CG/EM. %ee determinados por CG/DIC com coluna quiral.

Na Tabela 11 observa-se que, para as reagdes realizadas na presenca do
liquido i6nico, foram obtidos bons excessos enantioméricos, obtendo-se 95%

58



quando os biocatalisadores utilizados foram Rhodotorula glutinis e Geotrichum
candidum. Nas reacoes sem a presenca de liquido iénico, o rendimento foi de 53%
quando o biocatalisador utilizado foi o Saccharomyces cerevisiae, obtendo-se a
cloroidrina com 71% de excesso enantiomérico, enquanto que na presenca de
liquido i6nico a cloroidrina foi obtida com 92% de excesso enantiomético. Nas
reacgoes utilizando Candida albicans, Rhodotorula glutinis e Geotrichum candidum
sem a presenca do liquido ibnico foi observado a formagdo de dois
diastereoisdbmeros, enquanto que, na reacdo com a utilizagdo do liquido ibnico,
somente um diastereoisdmero foi obtido para a cloroidrina. Este fato também pode
estar relacionado com a concentracao e polaridade do meio do substrato na fase

do liquido ibnico, como comentado anteriormente.
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Tabela 12. Porcentagem de reagente e produtos presentes em 200 mL de meio
apdés 120 horas de biorreducdo do (Z2)-3-cloro-4-fenil-3-buten-2-ona (2)-39
mediada por células de microrganismos em crescimento.

microrganismos  sistema a- a- cloroidrina

cloroenona clorocetona

recup. (%)  conv. (%)° conv.(%)°  ee(%)°

C. albicans sem LI? 22 8 47/23 79/68
CCT 0776 (syn/anti) (S,S)/
(S,R)

com LI° 49 10 41(syn) 94 (S,9)
R. glutinis sem LI# - 13 63/24 72/63
CCT 0783 (syn/anti) (S,S)/
(SR

com LI° 44 8 48 (syn)  95(S,9)
G. candidum sem LI 38 2 44/16 67/58
CCT 1205 (syn/anti) (S,9)/
(S,R)

com LI° 42 5 53 (syn)  95(S,S)

M. luteus sem LI 61 6 33 (syn) 32 (S,S)

CCT 2283 )

com LI 72 10 18 (syn) 39 (S,S)

S. cerevisiae sem LI 13 20 67 (syn) 71 (S,9)

CCT 3019 com LIP 18 21 61 (syn)  92(S.9)

4Condicao reacional: 100 mg de (2)-39 dissolvido em 200 mL de meio com células em
crescimento, sob agitacdo orbitalar de 200 rpm a 30 °C. °Condicao reacional: 100 mg de
(£)-39 dissolvidos em 1 mL de liquido iénico adicionados a 200 mL de meio com células
em crescimento, sob agitacédo orbital de 400 rpm a 30 °C. “Conversdo determinada pelas
areas relativas observadas por CG/EM. %ee determinados por CG/DIC com coluna quiral.

Nota-se nos resultados na Tabela 12 que os excessos enantioméricos
permaneceram semelhantes aos do experimento realizado com 100 mL de meio
com as células em suspensdo. A porcentagem de conversdo das cloroidrinas

obtidas utilizando um sistema bifasico tiveram um aumento consideravel, de 24 %
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passou para 41% utilizando a C. albicans, com a R. glutinis passou de 34 para
48% e com S. cerevisiae passou de 56 para 61%. Esse aumento de conversao
pode ser devido ao maior numero de células. Ja com G. candidum foi de 50 %
para 53%, sendo que nesse caso nao houve variagao significativa. Nas reacoes
utilizando M. luteus os resultados ndo se mostraram tao eficientes em relacdo aos
demais biocatalisadores. Ao finalizar este tdpico, cabe ressaltar a
diastereosseletividade obtida nas biorreducdes de (2)-38 e (£)-39 mediadas pelos
microrganismos C. albicanas, R. glutinis e G. candidum quando realizadas no

processo empregando o sistema bifasico: agua/liquido iénico.

3.2.4. Teste de inibicao dos microrganismos por (2)-bromo-4-fenil-
3-buten-2-ona (2)-38 e (2)-cloro-4-fenil-3-buten-2-ona (2)-39

Com o objetivo de verificar a toxicidade das a-haloenonas para os
biocatalisadores, foi realizado um teste de inibicio em placas de Petri. O
procedimento para preparacdo da placa foi fazer o meio YMA (extrato de malte,
extrato de levedura, peptona, glicose e agar) e, ap6s o endurecimento do meio, foi
aplicado e espalhado 100 pL de uma dispersao do microrganismo e, em seguida,
foram colocados os discos feitos com papel de filtro estéreis, contendo 10 pL de
uma solucdo 1 mg/mL de (2)-38. Separadamente, o mesmo procedimento foi
realizado para (2)-39. Apos 24 horas a 30 °C, observou-se a formagéo dos halos
de inibicdo ao redor dos papéis de filtro que continham as enonas. Os outros
pontos de aplicacdo foram com acetato de etila e [BMIM][PFg], para verificar se os
mesmo também possuiam efeitos inibitérios para o biocatalisador. Conclui-se que
as a-haloenonas possuem efeito inibidor para os microrganismos utilizados como
biocatalisadores. Cabe ressaltar que o procedimento foi realizado para cada
biocatalisador separadamente. A Figura 28 mostra o efeito com os 6

microrganismos.
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1. 3-oxo-3-fenilpropanoato de etila; 2. (2)-3-cloro-4-fenil-3-buten-2-ona; 3. (2)-bromo-
4-fenil-3-buten-2-ona; 4. 3-o0x0-3-(4-nitrofenil)-propanoato de etila; 5. (E/2)-2-
hidroxiimino-3-(4-nitrofenil)-3-oxopropanoato de etila; 6. E-2-metoxiimino-3-
oxopropanoato de etila; 7. AcOEt; 8. [BMIM][PF¢].

Figura 28. Halos de inibigdo dos microrganismos provocados pelas a-haloenonas

(£)-38 e (£)-39.

Com o objetivo de verificar se as concentragdes de subtrato e produtos no
meio aquoso poderiam levar a inibicdo dos microrganismos, experimentos
envolvendo o sistema agua/liquido i6nico foram realizados. Os experimentos
consistiam em colocar apenas o liquido ibnico no meio com as células em
suspensdo (branco) e, em paralelo, adicionar o substrato dissolvido em liquido
idbnico no meio com as células em suspensao. Em seguida, os experimentos foram
deixados sob agitagéo orbital a 30 °C e aliquotas foram retiradas nos intervalos de
4, 12, 24 e 50 horas. Cabe ressaltar que os frascos eram previamente deixados
em repouso por 20 minutos antes da retirada da aliquota do meio aquoso. Em
seguida, as aliquotas foram aplicadas em papéis de filtro estéreis e colocados na
placa de Petri com o microrganismo. Apds 24 horas de incubagéao foi verificado
que nao houve a formacao do halo de inibicdo em nenhum destes experimentos.

Desta maneira, confirmou-se que a maior parte do substrato e produtos
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encontram-se no liquido ibnico e que a concentracdo do substrato/produtos na

fase aquosa nao é suficiente para inibir os microrganismos.

3.2.5. Contagem de células viaveis dos microrganismos antes e
apos as biorreducoes utilizando (2)-3-bromo-4-fenil-3-buten-2-ona
(2)-38 e (2)-3-cloro-4-fenil-3-buten-2-ona (2)-39

Para medir o crescimento populacional celular, o método usual é a contagem
microscopica direta. Nesse método sdo contadas as células vivas e as mortas.
Entretanto, se o interesse for avaliar apenas as células vivas, o método utilizado é
de contagem de células viaveis, ou seja, sdo aquelas capazes de se duplicar
originando as células filhas (Figura 29).

- ,:) Incubacao
=D D ) =
uperficie A amostra é espalhada de forma Res

Método de
semeadura por
espalhamento

je uma placa de meio solido (0.1

Figura 29. Método de contagem por espalhamento de células viaveis (contagem
em placa).

No método de contagem por espalhamento de células viaveis, a dispersao
inicial de microrganismos a ser quantificada € diluida 6 vezes, numa proporcao de
1:10, para se obter um numero apropriado de colénias em placas de Petri, apés
incubacgao por 24 h a 30 °C e com de 100 uL de cada diluicdo sendo espalhados
em placas separadamente. As placas com as colénias dos microrganismos, antes
e depois das biorreducdes, sado visualizadas logo abaixo e, com base nos
resultados, concluiu-se que as células dos microrganismos ndo sdo mais viaveis,
tanto em meio aquoso como no sistema bifasico, apds os processos de

biorredugdes dos substratos.
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Figura 30. Contagem de células viaveis de S. cerevisiae antes da biorreducao (A)
(na 42 diluicdo ha 133 coldnias ou 1,33 x 10° células por mL) e depois da
biorreducgéo (B), sem células viaveis.

Figura 31. Contagem de células viaveis de C. albicans antes da biorreducéo (A)
(na 4? diluicdo ha 101 colénias ou 1,01 x 10° células por mL) e depois da
biorreducgao (B), sem células viaveis.
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Figura 32. Contagem de células viaveis de P. stipitis antes da biorreducao (A) (na
42 diluicdo ha 265 coldnias ou 2,65 x 10° células por mL) e depois da biorreducéo
(B), sem células viaveis.

Figura 33. Contagem de células viaveis de R. glutinis antes da biorreducao (A) (na
42 diluicdo ha 138 coldnias ou 1,38 x 10° células por mL) e depois da biorreducéo
(B), sem células viaveis.
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Figura 34. Contagem de células viaveis de M. luteus antes da biorredugéo (A) (na
52 diluicdo h& 151 coldnias ou 1,51 x 10 células por mL) e depois da biorreducao
(B), sem células viaveis.

Figura 35. Contagem de células viaveis de G. candidum antes da biorreducao (A)
(ha 30 coldnias ou 3 x 10? células por mL) e depois da biorreducdo (B), sem
células viaveis.
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3.2.6. Determinacao da concentracao de (2)-3-bromo-4-fenil-3-
buten-2-ona (2)-38 e (2)-3-cloro-4-fenil-3-buten-2-ona (2)-39 na
fase aquosa das reacoes com liquido iénico

Os espectros de absorcédo na regiao de UV-Visivel foram obtidos para os
substratos (2£)-38 (Figura 51, p. 119) e (£)-39 (Figura 52, p. 120) em solucao
agua/etanol e foram comparados com o espectro da fracdo aquosa de uma
mistura agua/[BMIM:PFg]. Verificou-se que € possivel utilizar as bandas de
absorcao na regido de 295 nm para determinar as concentracées dos substratos
na fragdo aquosa de uma mistura substrato/agua/[BMIM:PF;g]. Desta maneira,
foram construidas curvas de calibracao utilizando absorbancia (UV-Visivel) versus
concentracdo para (£)-38 (Figura 37) e (£)-39 (Figura 38), partindo de uma
concentracao inicial de 0,2 mg/ mL em agua/EtOH. Em seguida, colocou-se em
um erlenmeyer 100 mg de (2)-38 e, em outro erlenmeyer, 100 mg de (2)-39, em
ambos foi acrescentado 1 mL de liquido ibnico e homogeneizou-se a mistura
resultante por agitacdo. Em seguida, foi adicionado 100 mL de agua, deixando-os
sob agitagcdo orbital por 24 h a 30 °C, seguido assim as condi¢des aplicadas nas
biorreducdes. Apds esse periodo, retirou-se uma aliquota da fase aquosa, que foi
diluida 5 vezes na proporcao 1:1 em agua, obtendo para (2)-38 Abs = 0,573 e
para (£)-39 Abs = 0,810. De acordo com as curvas de calibracdo obtidas, tem-se
0,24 mg/mL de (£)-38 e 0,28 mg/mL de (Z2)-39 no meio aquoso. Comparando-se
esses valores com as concentracdes iniciais dos substratos nos experimentos de
biorredugcdo de (2)-38 [1 mg/mL] e (£)-39 [1 mg/mL], verifica-se que ha uma
reducdo de pouco mais que 4 vezes nas concentracdes iniciais dos substratos
quando se utiliza o sistema bifasico. Aplicando-se esses valores na formula da
constante de particdo (Figura 36), obtém-se K(»3s = 316 e K239 = 257, 0 que
implica em log Pz3s = 2,50 e log Pz.39 = 2,41. Estes valores de log P estao

coerentes com os encontrados com os substratos organicos clorados.*?

%2 Pfruender,H., Amidjojo, M., Kragl, U. e Weuster-Botz, D. Angew. Chem. Int., Ed., 2004, 43, 4529
—4531.
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Figura 36. Constante de particdo para os substratos.

1,00000 -
0,90000 -
0,80000 -
0,70000 -
0,60000 -
0,50000 -
0,40000 -
0,30000 -
0,20000 -
0,10000 -

0,00000 . . T T . . )
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014

absorbancia

y =73,225x + 0,0091
R2=0,9999

mg/mL

Figura 37. Absorbancia versus concentracao de (2)-3-bromo-4-fenil-3-buten-2-ona.
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Figura 38. Absorbancia versus concentracao de (2)-3-cloro-4-fenil-3-buten-2-ona.

3.2.7. Teste para verificar a existéncia de oxidorredutases extra
celulares

O crescimento celular dos microrganismos (S. cerevisiae e P. stipitis) foi
realizado como descrito no item 4.5., p. 93, em seguida o meio celular foi
centrifugado a 5000 rpm por 15 minutos a 18 °C. Depois, 20 mg de (2)-38 foi
adicionado em 20 mL do sobrenadante em um erlenmeyer e, em outro
erlenmeyer, 0 mesmo experimento foi feito com (2)-39. A mistura reacional foi
deixada sob agitacdo orbital a 30 °C e aliquotas foram retiradas em 24, 48 e 72
horas. Apds analise por CG/EM foi observada a presenca do substrato inalterado.

As células umidas (2 g) foram resuspendidas em 20 mL de agua destilada e
20 mg dos substratos foram adicionados. Apds 24 horas as correspondentes
haloidrinas foram produzidas. Conclui-se com estes testes que as oxidorredutases

responsaveis pelas reacdes de reducdes estao intracelulares.
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3.2.8. Biorreducoes de a-halocicloexenonas utilizando fermento
de pao, Rhodotorula glutinis e Pichia stipitis como
biocatalisadores

As halocicloexenonas 51 e 52 foram preparadas a partir da 2-cicloexen-1-
ona 50, utilizando Oxone® como sal oxidante, NaX como fonte de brometo ou
cloreto, dependendo do sal empregado, e o rendimento das reacdes foram em
torno de 87 %.

As biorreducdes foram feitas com 20 mg dos substratos 51 e 52, com e sem
a presenga de liquido i6nico, em 20 mL do meio com as células em suspenséo
(Esquema 15). O tempo de reacao para o fermento de pao como biocatalisador foi
de 30 minutos a 30 °C e, para os biocatalisadores R. glutinis e P. stipitis, foi de 24

horas.
0]
OH
Oxone/NaX X
microrganismo m|crorgan|sm
CH2C|2/H20
50 51: X=Br 53: X=Br 55: X=Br
52: X=Cl 54: X=Cl 56: X=Cl

Esquema 15. Preparacéo e biorreducao das halocicloexenonas.

Os resultados das biorredugdes com 2-bromo-2-cicloexen-1-ona 51 e 2-
cloro-2-cicloexen-1-ona 52 estao apresentados na Tabela 13.
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Tabela 13. Porcentagem de reagente e produtos nas biorredugdes de 51 e 52
utilizando R. glutinis, P. stipitis e fermento de pao.

microrganismos  sistema O o OH

siliegiies

(Br) (Cl) (Br) (Cl) (Br) (Cl)
51 (%)® 52 (%)* 53 (%)® 54 (%)* 55 (%)% 56 (%)

R. glutinis® sem LI 63 65 7 10 19 16
CCT 0783

com LI 10 49 8 6 59 32
P. stipitis® sem LI 93 90 ND ND ND ND
CCT 2617 com LI 79 08 5 ) ND ND
Fermento de sem LI ND ND ND 2 99 89
pé&o° com LI ND ND ND ND ND ND

®Conversao determinada pelas areas relativas observadas por CG/EM; "tempo de reacéo
24 h; ‘tempo de reacdo 30 min; ND = ndo detectado.

Nas biorreducbes com R. glutinis, na presenca de liquido ibnico, foi
observada a formacdo das ciclohaloidrinas 55 e 56 com 59 % e 32 % de
conversao, respectivamente, enquanto que, nas biorreducdes utilizando P. stipitis
em sistema bifasico foi observado apenas a formagédo de ciclohalocetonas, em
pequenas quantidades. Para as reducdes utilizando fermento de pao, foram
observadas as ciclohaloidrinas 55 com 99 % de conversdo e 56 com 98 % de
conversdo. Portanto, o biocatalisador mais eficiente para redugdo completa das
halocicloenonas 51 e 52, produzindo as respectivas ciclohaloidrinas 55 e 56, € o

fermento de pao.

3.2.9. Biorreducoes de a-halociclopentenonas utilizando fermento
de pao, Rhodotorula glutinis e Pichia stipitis como
biocatalisadores

As halocicloexenonas 58 e 59 foram preparadas a partir da ciclopentenona
57, utilizando Oxone® como sal oxidante, NaX como fonte de brometo ou cloreto,
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dependendo do sal empregado, e o rendimento das reagcbes foram em torno de
92%.

As biorredugdes foram feitas com 20 mg dos substratos 58 e 59, com e sem
presenca de liquido ibnico, em 20 mL do meio com as células em suspensao
(Esquema 16). O tempo de reacao para o fermento de pado como biocatalisador foi
de 30 minutos a 30 °C e, para os biocatalisadores R. glutinis e P. stipitis, foi de 24

horas. Os resultados podem ser vistos na Tabela 14.

0
| . 1, oH
@ Oxone/NaX, g microrganismg microrganismg
CH,Clo/H,0
7 58: X = Br 60: X = Br 62: X = Br
59: X = Cl 61: X =Cl 63: X =Cl

Esquema 16. Preparacao e biorreducao das halociclopentenonas.

Tabela 14. Porcentagem de reagente e produtos nas biorreducdes de 58 e 59
utilizando R. glutinis, P. stipitis e fermento de pao.
microrganismos  sistema 0] 0 OH

S Y
(Br) (C) (Br) (Cl) (Br) (Cl)
58 (%)° 59 (%)° 60 (%) 61(%)° 62 (%) 63 (%)

R. glutinis sem LI 59 63 11 8 28 23
CCT 0783
com LI 43 39 7 24 47 28
P. stipitis sem LI 90 89 ND ND ND ND
CCT 2617 comLl 73 95 10 5 7 ND
Fermento de pdo sem LI ND ND ND 2 99 91
com LI ND ND ND ND ND ND

®Conversao determinada pelas areas relativas observadas por CG/EM; "tempo de reacéo
24 h; “tempo de reacgéo 30 min; ND = ndo detectado.
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Nas biorreducdes utilizando fermento de pao foi observada, por CG/EM, a
formagéo das ciclohaloidrinas 58 com 99 % de converséo e 59 com 91 %, apds
apenas 30 minutos de reacdo. Ja nas reacbes com fermento de pao em sistema
bifasico, em apenas 10 minutos ja ndo se observava as ciclohaloidrinas nem téao
pouco o subtrato, obtendo-se varios subprodutos da provavel degradacao dos
mesmos. Para a bioreducao utilizando R. glutinis observou-se, por CG/EM, a
formacgao das ciclohaloidrinas 58 com 28 % de conversdo e 59 com 23 %. Nas
reacdes com R. glutinis em sistema bifasico foram observadas as ciclohaloidrinas
58 com 47 % de conversao e 59 com 28 %. No caso das biorreducdes utilizando
P. stipitis, apenas naquelas realizadas em sistema bifasico foi observada a
formacao das ciclohalocetonas 60 e 61, obtendo-se também a ciclohaloidrina 62,
com 7 % de conversdo. Portanto, o biocatalisador mais eficiente para a redugao
completa das halocicloenonas 58 e 59, produzindo as respectivas ciclohaloidrinas

62 e 63, € o fermento de péo.
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EXPERIMENT AL
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4. Experimental
4.1. Preparacao dos substratos

4.1.1. Preparacao de 4-fenil-3-buten-2-ona

NaOH (1 M)
>

éter, t.a.,2 h

Esquema 17. Preparacao da 4-fenil-3-buten-2-ona 36.

Em um baldo de 250 mL foram pesados 42,2 g (0,4 mol) de benzaladeido e
63,8 g (1,1 mol) de acetona. O baldo foi colocado em banho de gelo por 30
minutos sob agitagdo magnética a 0 °C e, logo em seguida, foi adicionado 50 mL
de NaOH 1 M, com um funil de adi¢cdo. A mistura resultante foi mantida sob
agitacdo a temperatura ambiente por 2 horas, observando-se o surgimento da
coloragao amarela. A mistura reacional foi neutralizada com adicao de HCI (5%) e
o produto foi extraido com CH,Cl,. A fase organica foi seca com NaxSO,4 e o
solvente evaporado. O produto foi purificado por recristalizacdo, obtendo-se 125,5
g do produto, com 86% rendimento.

Formula molecular: C1oH100; sélido amarelo palha; p.f. 39 °C; CG/EM (IE, 70 eV)
m/z (int. relativa): 51 (13); 63 (5); 77 (36); 103 (87); 131 (100); 146 (M* ", 66); IV
(NaCl): 3058; 3000; 1682; 1605; 1576; 1496; 1452; 1418; 1361; 1257; 1192; 985;
549 cm™; RMN 'H (CDCls, 250 MHz): 2,38 (s, 3H); 6,72 (d, 1H, J = 16 Hz); 7,51
(d, 1H, J = 16 Hz); 7,38-7,56 (m, 5H) ppm; RMN '3C (CDCls, 62.5 MHz): 27,51;
127,15; 128,25; 128,96; 130,51; 134,40; 143,44; 198,41 ppm.
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4.1.2. Preparacao do 3,4-dibromo-4-fenil-2-butanona

BI'2/CHC13

>

t.a., 24 h

Esquema 18. Preparacao do 3,4-dibromo-4-fenil-2-butanona 37.

Em um baldo de 50 mL contendo 1 g (6,8 mmol) de benzalacetona em 5 mL
de diclorometano a 10 °C, foi adicionado, lentamente, 2,2 g (27,8 mmol) de Broem
2 mL de diclorometano através de um funil de adicdo, sob agitagdo magnética. A
solucdo resultante ficou sob agitacdo magnética por 24 h. A mistura reacional foi
tratada com solugéo diluida de tiossulfato de sédio e o produto foi extraido com
diclorometano. A fase orgéanica foi seca com Na,SO4 e o solvente foi evaporado. O
produto foi purificado por cromatografia em coluna com silica gel usando como
eluente AcOEt/hexano (2:8), obtendo-se 0,8 g do produto, com 80 % de

rendimento.

Formula Molecular: C1oH1oBrO; sélido branco; p.f. 120 °C; CG/EM (IE, 70 eV) m/z
(int. relativa): 51 (1); 77 (18); 91 (38); 104 (35); 117 (15); 131 (7); 145 (20); 224
(M*°,98) 226 (97); IV (KBr): 2992; 2903; 1950; 1721; 1494; 1455; 1428; 1376;
1359; 1255; 1206; 1137; 1061; 960; 875; 691; 604 cm ~'; RMN 'H (250 MHz,
CDCl3): 2,47 (s, 3H); 4,92 (d, 1H, J= 11 Hz); 5,31 (d, 1H, J= 11 Hz); 7,36-7,31 (m,
5H) ppm; RMN 'C (62.5 MHz, CDCls): 26,94; 49,48; 52,79; 128,11; 128,89;
129,35; 137,76; 198,35 ppm.
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4.1.3. Preparacao do (2)-3-bromo-4-fenil-3-buten-2-ona

BI‘2/CHC13
>
. N(CH2CH3)3

NaBr, Oxone>
CH,CI,/H,0O

Esquema 19. Preparacao do (2)-3-bromo-4-fenil-3-buten-2-ona 38.
4.1.3.1. Método A

Em um banho de gelo foi colocado um baldo de 50 mL, com 1 g (6,8 mmol)
da benzalacetona em 10 mL cloroférmio e, entdo, foram adicionados lentamente, e
sob agitacdo magnética 1,6 mL (5g, 63,2 mmol) de Bro. A solugéo resultante foi
deixada sob agitacdo a temperatura ambiente por 1 h. Em seguida, 5 g (49,5
mmol) de trietilamina foram adicionados a mistura reacional, observando-se a
formagédo de um precipitado, que foi removido por filtragdo. O filtrado foi lavado
com uma solucado diluida de acido cloridrico, até pH 7, a fase organica foi seca
com Na,SO4 e o solvente foi evaporado. O produto foi analisado por cromatografia
gasosa acoplada ao espectrometro de massas e foi purificado por cromatografia
em coluna com silica gel, utilizando como eluente AcOEt/hexano (1:9), obtendo-se
0,8 g do produto, com 80 % de rendimento.

Formula molecular: C1oHgBrO; 6leo amarelo; CG/EM (IE, 70 eV) m/z (int. relativa):
51 (23); 63 (13); 77 (23); 102 (98); 145 (100); 181 (10); 183 (9); 210 (9); 212 (8);
224 (M* -, 53); 226 (52); IV (NaCl): 2922; 2855; 1685; 1602; 1480; 1446; 1356;
1219; 1171; 755; 691 cm™; RMN 'H (500 MHz, CDCls): 2,60 (s, 1H); 7,43 - 7,45
(m, 3H); 7,85 - 7,87 (m, 2H); 8,03 (s, 1H) ppm; RMN 3C (62.5 MHz, CDCls): 27,02;
123,25; 128,50; 130,42; 130,47; 133,71; 139,92; 193,13 ppm.
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4.1.3.2. Método B

Em um baldo de 250 mL, imerso em um banho de gelo, foi colocada uma
mistura de 102 mL de diclorometano e 20 mL de agua, sob agitacdo magnética.
Em seguida, 4,1 g (40 mmol) de NaBr e 25,24 g (40 mmol) de Oxone® foram
adicionados, mantendo a agitacao por 40 minutos. Em seguida, 3 g (20 mmol) da
enona 36 foram adicionados, durante 10 minutos, e a mistura foi deixada sob
agitacao a temperatura ambiente por 4 h. Apds esse periodo, adicionou-se, com
auxilio de um funil de adicao, 8,6 mL (30 mmol) de trietilamina e a mistura racional
permaneceu sob agitacdo magnética por mais 1 h. A mistura foi neutralizada com
HCI (1M) e a fase aquosa foi extraida com diclorometano e seca com Na,SO4 e
solvente foi evaporado. O produto foi purificado por cromatografia em coluna com
silica gel, utilizando como eluente AcOEt/hexano (1:9), obtendo-se o produto com
90 % de rendimento. Os espectros de CG/EM, IV, RMN 'H e RMN 'C sao
semelhantes aos obtidos no método A, indicando a formacao do diastereoisémero
(£)-38, conforme descrito no item 4.1.3.1.

4.1.4. Preparacao do (E)-3-bromo-4-fenil-3-buten-2-ona

Esquema 20. Preparacéao do (E)-3-bromo-4-fenil-3-buten-2-ona.

4.1.4.1. Método A

Em um baldo de 500 mL foram colocados 200 mL de DMF que foi
previamente seco, com peneira molecular 4A por 24 horas. Foi acrescentado
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0,304 g (1 mmol) de 3,4-dibromo-4-fenil-2-butanona 37 e 0,164 g (2 mmol) de
acetato de sbdio e a mistura resultante foi deixada sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente por 24 horas. Apds esse periodo, a mistura resultante foi
tratada com agua e éter, lavando-se a fase organica exaustivamente com agua,
para retirar o DMF. A fase organica foi seca com Na,SO,4 e evaporada, obtendo-se
0,290 g (0,95 mmol) do produto, com 95 % de rendimento. O produto foi analisado
por cromatografia gasosa acoplada ao espectrdmetro de massas e observou-se a
formacao do diastereoisémero (2)-38, conforme o item 4.1.3.1.

4.1.4.2. Método B

Em um baldo de 50 mL com duas bocas foi acrescentado 0,164 g (2 mmol)
de acetato de sddio diluido em 3 mL de etanol. Com auxilio de um funil de adicao
foi adicionado 0,304 g (1 mmol) do substrato, diluido em 2 mL de etanol. O
substrato foi adicionado lentamente e a reacao foi deixada em refluxo por 1 hora.
Apos esse periodo, a mistura resultante foi neutralizada com HCI 5% e o produto
foi extraido com acetato de etila. O produto foi analisado por cromatografia gasosa
acoplada ao espectrdmetro de massas e observou-se que o produto formado, com
90 % de rendimento, foi o diasterecisémero (2)-38, conforme o item 4.1.3.1.

4.1.4.3. Método C

Em um baldo de 50 mL com duas bocas foi acrescentado 0,316 g (3,86
mmol) de acetato de sddio e 0,164 g (2 mmol) de acido acético diluido em 2 mL de
etanol. Com auxilio de um funil de adicao foi colocado 0,99 g (3,28 mmol) do
substrato, diluido em 4 mL de etanol. O substrato foi adicionado lentamente e a
reacao foi deixada em refluxo por 30 minutos. A mistura resultante foi tratada com
uma solucao diluida de bicarbonato de sédio e o produto foi extraido com acetato
de etila, sendo analisado por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de
massas, observando-se que o produto formado foi o diastereoisbmero (2)-38, com
85 % de rendimento, conforme o item 4.1.3.1.
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4.1.4.4. Método D

Em um baldo de 50 mL com duas bocas acrescentou-se 3,86 mmol de
acetato de sédio, 3,86 mmol de acido acético e 3,28 mmol do substrato. A reacao
foi deixada em refluxo por 20 minutos. Ap6s esse tempo, a mistura resultante foi
tratada com uma solucao diluida de bicarbonato de s6dio e o produto foi extraido
com acetato de etila, sendo analisado por cromatografia gasosa acoplada ao
espectrdmetro de massas. Observou-se que o diastereoisomero (E)-38 foi
formado com 15 % de conversao do diasterecisémero (£)-38 foi formado com 30

% de conversao e 55 % do substrato foi recuperado.
4.1.4.5. Método E

Em um baldo de 500 mL foram colocados 200 mL de DMF que foi seco com
peneira molecular 4A por 24 horas. Em seguida, foi acrescentado 0,304 g (1
mmol) de 3,4-dibromo-4-fenil-2-butanona 37 e 0,164 g (2 mmol) de acetato de
sédio e a mistura reacional foi deixada sob agitacdo magnética, a temperatura
ambiente, por 24 horas. Apds esse periodo, retirou-se uma aliquota, realizando
uma extracdo da mistura com agua-éter, lavando a fase organica com agua para
retirar o DMF e entdo a fase organica foi seca com Na,SO4 e evaporada. Na
analise por cromatografia gasosa acoplada ao espectrébmetro de massas
observou-se a formacao de (E)-38, com 74 % e (£)-38 com 26 % de conversao
(Figura 39). Entretanto, apds o tratamento da mistura reacional e a purificagao por
cromatografia em coluna utilizando silica gel e AcOEt/hexano (2:8), verificou-se
por RMN 'H a presenca somente do diastereoisbmero (2)-38, confirmando a
isomerizacao total do diastereoisémero (E)-38 que foi observado anteriormente
por CG/EM, conforme os dados espectrais do item 4.1.3.1.
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Figura 39. Cromatograma da mistura de diasterecisémeros (2)-38 e (E)-38,
obtidos por CG/EM, conforme condi¢des descritas no item 4.15.2.1.

4.1.4.6. Método G

Em um baldo de 500 mL foram colocados 200 mL de DMF que foi seco
previamente com peneira molecular 4A por 24 horas. Em seguida, foi
acrescentado 0,304 g (1 mmol) de 3,4-dibromo-4-fenil-2-butanona 37 e 0,656 g (4
mmol) de acetato de sb6dio e a mistura resultante foi deixada sob agitacdo
magnética em um banho de gelo a 5°C por 6 horas. Apds esse periodo, a mistura
reacional foi tratada com agua e éter, lavando-se a fase organica exaustivamente
com agua para retirar o DMF. A fase organica foi seca com Na>,SO, e evaporada.
O produto foi analisado por cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de
massas e observou-se 0 (E)-38 com 17 % e o0 (£)-38 com 83 % de conversao.
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4.1.5. Propostas para preparacao do 3-bromo-4-fenil-3-butanona

4.1.5.1. Hidrogenacao utilizando cloreto de cobalto

COC12.6H20

>

NaBH,

metanol ou
etanol

Esquema 21. Hidrogenacao do (£)-3-bromo-4-fenil-3-buten-2-ona utilizando
cloreto de cobalto.

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 200 mg (893 umol) do (2)-3-
bromo-4-fenil-3-buten-2-ona 38 e 41 mg (177 umol) de CoCl,.6H,O em 10 mL de
metanol ou etanol. A mistura reacional foi deixada sob agitagdo magnética por 15
minutos a temperatura ambiente. Apos esse periodo, foi acrescentado 135 mg (3,5
mmol) boroidreto, deixando-se a mistura reacional sob agitacdo magnética por
mais 10 minutos e, em seguida, foi adicionado 17 mL de agua destilada. O produto
foi extraido com 3 x 17 mL de diclorometano, a fase organica foi seca com Na>SO,
e o solvente foi evaporado. A analise foi realizada por cromatografia gasosa
acoplada ao espectrobmetro de massas, identificando o produto como 4-fenil-2-
butanol.

Formula molecular: C1oH140; éleo incolor; 51(9); 65 (12); 78 (23); 91 (83); 105 (12);
117 (100); 132 (51); 150 (M**(9); IV (NaCl): 3363; 3084; 3061; 3026; 2966; 2927
2860; 1603; 1584; 1495 cm™; RMN 'H (250 MHz, CDCl3): 1,23 (d, 3H, J = 12 Hz);
1,79 (t, 2H, J; = 6,7 Hz); 2,72 (m, 2H); 3,71 (q, 1H, J; = 14 Hz); 7,15 - 7,31 (m, 5H)
ppm; RMN *C (62.5 MHz, CDCls): 18,39; 23,59; 32,11; 67,49; 125,80; 128,31;
128,43; 142,04 ppm.
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4.1.5.2. Hidrogenacao utilizando éster de Hantzch

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 0,33 mol de (2)-
3-bromo-4-fenil-3-buten-2-ona 38, 1,2 mol do éster de Hantzch e 10 % mol de
prolina (quando adicionada), com ou sem atmosfera inerte. A mistura foi deixada
sob agitacdo por 72 horas e aliquotas foram retiradas de 24 em 24 horas. Apds
analise por cromatografia gasosa acoplada ao espectrdmetro de massas foi
verificada a recuperagao do substrato inalterado.

Figura 40. Ester de Hantzsch utilizado.

4.1.6. Preparacao do (2)-3-bromo-4-fenil-3-buten-2-ol

Esquema 22. Preparacao do (Z)-3-bromo-4-fenil-3-buten-2-ol 42.

Em um baldo de 50 mL, imerso em um banho de gelo, adicionou-se 0,0126 g
(3.3 mmol) de NaBH4 em 10 mL de etanol. Em seguida, 1 g (6,8 mmol) de (£)-38
foi adicionado e a mistura reacional foi deixada sob agitagdo magnética por 5 h.
Solugao aquosa de HCI (5%) foi adicionada até neutralizar a mistura reacional. Em
seguida a fase orgéanica foi seca com Na.SO4 e o solvente foi evaporado, obtendo-
se 0,95 g do produto, com 95 % de rendimento.
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Formula molecular: C1oH11BrO; 6leo incolor; CG/EM (IE, 70 eV) m/z (int. relativa):
43 (14); 63 (6); 77 (21); 91 (7); 103 (28); 115 (11); 129 (45); 147 (100); 193(7); 210
(6); 226 (M*, 18); 228 (17); IV (NaCl): 3402; 2923; 2851; 1645; 1446; 1371;
1255; 1133; 1075; 872; 752; 694 cm™; RMN 'H (250 MHz, CDCls): 1,48 (d, 3H, J =
6 Hz); 4,50 (q, 1H, J; = 6 Hz); 7,07 (s,1H); 7,30 — 7,62 (m, 5H) ppm; RMN '*C
(62.5 MHz, CDCls): 22,48; 73,50; 126,95; 128,27; 128,59; 129,09; 131,39; 135,07
ppm.

4.1.7. Preparacao do (Z/E)-3-cloro-4-fenil-3-buten-2-ona

AN NaCl,CH,Cl,/H,O
>
OXONE®, ¢ °C

36

MCPBA
HCI (1M)

DMF
O

Esquema 23. Preparacéao do (Z/E)-3-cloro-4-fenil-3-buten-2-ona 39.

4.1.7.1. Método A

Em um baldo de 250 mL, imerso em um banho de gelo, foram colocados
uma mistura de 102 mL de diclorometano e 20 mL de &gua, sob agitacédo
magnética. Foram adicionados 2,4 g (40 mmol) de NaBr e 25,24 g (40 mmol) de
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Oxone® , mantendo-se a agitacdo magnética por 40 minutos. Em seguida, 3 g (20
mmol) da enona 36 foram adicionados, durante 10 minutos, e a mistura foi deixada
sob agitacdo a temperatura ambiente por 4 h. Apds esse periodo, com auxilio de
um funil de adi¢do, adicionou-se 8,6 mL (30 mmol) de trietilamina e a mistura
reacional permaneceu sob agitacdo magnética por mais 1 h. Em seguida, a
mistura foi neutralizada com HCI (1M), extraida com diclorometano e seca com
Na.SO,4, sendo o solvente evaporado. Os produtos foram purificados por
cromatografia de camada delgada preparativa (CCDP) em silica gel com 10 % de
AgNOQOg3, utilizando como eluente AcOEt/hexano (1:9) e obteve-se 75 % do
diastereoisbmero (2)-39, além de 15 % do diastereoisémero (E)-39.

Diastereoisomero (2)-39:

Formula molecular: C1oHyCIO; 6leo verde claro; CG/EM (IE, 70eV) m/z (int.
relativa): t.r. 8.1 minutos; 51 (14); 63 (6); 75 (15); 102 (55); 115 (5); 129 (20); 137
(24);145 (28); 165 (25); 179 (M™", 99); 181 (39). IV (NaCl) 3353; 3055; 2928;
1686; 1596; 1573; 1491; 1447; 1359; 756; 690 cm™'; RMN 'H (250 MHz, CDCls):
2,56 (s, 3H); 7,41 — 7,43 (m, 3H); 7,75 (s, 1H); 7,83 — 7,87 (m, 2H); RMN '3C (62.5
MHz, CDCls): 26,8; 128,6; 130,1; 130,3; 130,8; 132,7; 135,6; 193,3 ppm;

Diastereoisomero (E)-39:

Formula molecular: C1oHyCIO; 6leo verde claro, CG/EM (IE, 70eV) m/z (int.
relativa): t.r. 7.5 minutos; 51 (25); 63 (5); 75 (12); 102 (38); 115 (9); 129 (16); 145
(22); 165 (25); 179 (M™*", 99); 181 (39); IV (NaCl) 3353; 3055; 2928; 1686; 1596;
1573; 1491; 1447; 1359; 756; 690 cm™; RMN 'H (250 MHz, CDCls): 2,27 (s, 3H);
7,17 (s, 1H); 7,27 — 7,37 (m, 5H) ppm; RMN '®C (62.5 MHz, CDCls): 29,3; 128,6;
128,6; 128,6; 130,5; 133,7; 135,0; 196,4 ppm.
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4.1.7.2. Método B

Em um baldo de 100 mL, imerso em um banho de gelo, foram colocados 15
mL de HCI (1M) em 50 ml de DMF e 2,58 g (15 mmol) de MCPBA. A mistura
reacional foi deixada sob agitacdo magnética por 6 minutos. Apds, 1,46 g (10
mmol) de benzalacetona foram adicionados e a mistura reacional permaneceu sob
agitacdo por 30 minutos. Em seguida, foi adicionada uma solucdo 1M de
bicarbonato de sédio até pH 7 e extraiu-se 0 produto com éter etilico. Apés
analise por cromatografia gasosa acoplada ao espectrdmetro de massas, foi
observada somente a formacao de (2)-39.

4.1.8. Preparacao do (2)-3-cloro-4-fenil-3-buten-2-ol

NaBH,

>
etanol

Esquema 24. Preparacéao do (Z)-3-cloro-4-fenil-3-buten-2-ol 43.

Em um baldo de 50 mL, imerso em um banho de gelo, adicionou-se 0,0126 g
(3.3 mmol) de NaBH4 em 10 mL de etanol. Em seguida, 1 g (5,5 mmol) de (2£)-39
foi adicionado e a mistura reacional foi deixada sob agitagdo magnética por 5 h.
Solucao aquosa de HCI (5%) foi adicionada até neutralizar a mistura reacional. A
fase organica foi seca com Na>SOq e o solvente foi evaporado, obtendo-se 0,95 g
do produto, com 95 % de rendimento.

Formula molecular: C1oH11BrO; 6leo incolor; CG/EM (IE, 70 eV) m/z (int. relativa):
43 (11); 63 (7); 77 (24); 91 (9); 103 (47); 115 (11); 131 (58); 147 (100); 167 (16);
182 (M* ", 43); 184 (13); IV (NaCl): 3417; 2922; 1737; 1638; 1553; 1466; 1377,
1265; 1179 cm™; RMN 'H (250 MHz, CDCls): 1,49 (d, 3H, J = 5,7 Hz); 4,54 (q, 1H,
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Ji = 6 Hz); 6,78 (s,1H); 7,29 — 7,64 (m, 5H) ppm; RMN *C (62.5 MHz, CDCls):
21,73; 72,37; 123,75; 128,23; 128,44; 129,24 134,20; 137,05 ppm.

41.9. Preparacao do hexafluorofosfato de  1-butil-3-
metilimidazélio [BMIM][PFg]

Esquema 25. Preparacao do hexafluorofosfato de 1-butil-3-etilimidazélio 65.

Uma mistura de metanosulfato de 1-butil-3-metilimidazélio 109,9 g (470
mmol), hexafluorofosfato de potassio 90,7 g (493 mmol) e agua destilada foi
agitada vigorosamente por 30 minutos. A parte superior (fase aquosa) foi
separada e descartada. Adicionou-se mais 4,3 g (28 mmol) de hexafluorofosfato
de potassio e 40 mL de agua destilada e a mistura foi deixada sob agitacao
magnética por mais 15 minutos. Apds esse periodo, descartou-se a fase aquosa e
100 mL de diclorometano foi adicionado a fase organica, que foi seca com Na>SO,4
e, em seguida, filtrada em uma coluna de alumina basica. O solvente foi
evaporado e o liquido i6nico foi obtido, produzindo 126,9 g, com 95 % de

rendimento.

Férmula molecular: [CgH12N2][PFe]; liquido viscoso amarelo pardo; RMN 'H (250
MHz, DMSO-dg): 0,87 (t, 3H, J = 7 Hz); 1,26 (m, 2H); 1,74 (m, 2H); 3,82 (s, 3H);
412 (t, 2H, J=7 Hz); 7, 67 (d, 1H, J = 1,6 Hz); 7,51 (d, 1H, J = 1,7 Hz); 9,07 (s,
1H) ppm; RMN *C (62.5 MHz, DMSO-dy): 13,23; 18,75; 31,32; 35,71; 48,50;
122,24; 123,59; 136,47 ppm.
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4.1.10. Preparacao do 2-bromo-2-cicloexen-1-ona

NaBr, CH2C12/H20 >

OXONE®, o°C

Esquema 26. Preparacao do 2-bromo-2-cicloexen-1-ona 51.

Em um baldo de 500 mL, imerso em um banho de gelo, foram colocados 150
mL de diclorometano e 30 mL de &gua, sendo a mistura deixada sob agitacédo
magnética. Adicionou-se 6,21 g (60 mmol) de NaBr e 36,38 (60 mmol) g de
Oxone®, mantendo a agitacao por 40 minutos. Em seguida, 5,22 g (30 mmol) da
enona 50 foram adicionados durante 10 minutos e a mistura foi deixada sob
agitacdo a temperatura ambiente por 4 h. Apds esse periodo, com auxilio de um
funil de adicdo, adicionou-se 12,6 mL (450 mmol) de trietilamina e a mistura
racional permaneceu sob agitagdo magnética por mais 1 h. Em seguida, a mistura
foi neutralizada com HCI (1M) e a fase aquosa foi extraida com diclorometano, que
foi seco com sulfato de sddio e o solvente foi evaporado. O produto foi analisado
por cromatografia gasosa acoplada ao espectrdbmetro de massas, verificando-se
que o produto obtido foi 0 2-bromo-2-cicloexen-1-ona 51 com 97 % de conversao.
A purificacdo foi realizada por cromatografia em coluna (CC) de silica gel,
utilizando como eluente AcOEt/hexano (3:7), obtendo-se 5,0 g de 2-bromo-2-
cicloexen-1-ona 51.

Formula molecular: C¢H7BrO; sélido marron; p.f. 62 °C; CG/EM (IE, 70 eV) m/z
(int. relativa): 55 (34); 67 (83); 95 (12); 107 (5); 118 (35); 132 (25); 146 (100); 174
(M*°,99); 176 (98); IV (KBr): 3039; 2941; 2871; 1682; 1597; 1457; 1424; 1407;
1342; 1316; 1158; 1124; 520 cm™; RMN 'H (250 MHz, CDCls): 2,08 (m, 2H); 2,47
(m, 2H); 2,65 (t, 2H, J = 6 Hz); 7,43 (t, 1H, J = 4 Hz) ppm; RMN '*C (62.5 MHz,
CDCl3): 22,66; 28,34; 38,33; 123,89; 151;11; 191,22 ppm.
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4.1.11. Preparacao do 2-cloro-2-cicloexen-1-ona

Na(Cl, CHClz/ H20

>
OXONE®, 0 °C

Esquema 27. Preparacao do 2-cloro-2-cicloexen-1-ona 52.

Em um baldo de 500 mL, imerso em um banho de gelo, foram colocados 150
mL de diclorometano e 30 mL de agua, sendo a mistura deixada sob agitacdo
magnética. Adicionou-se 3,48 g (60 mmol) de NaCl e 36,38 (60 mmol) g de
Oxone®, mantendo a agitacao por 40 minutos. Em seguida, 3,90 g (30 mmol) da
enona 50 foi adicionada, durante 10 minutos, e a mistura foi deixada sob agitagao
a temperatura ambiente por 4 h. Apds esse periodo, com auxilio de um funil de
adicdo, adicionou-se 12,6 mL (450 mmol) de trietilamina e a mistura reacional
permaneceu sob agitacdo magnética por mais 1 h. Em seguida, a mistura foi
neutralizada com HCI (1M), a fase aquosa foi extraida com diclorometano e este
foi seco com sulfato de sédio, sendo entdo o solvente evaporado. O produto foi
purificado por cromatografia em coluna com silica gel, utilizando como eluente

AcOEt/hexano (1:9) e obtendo-se 1,8 g do produto, com 90 % de rendimento.

Formula molecular: C¢H,CIO; éleo verde; CG/EM (IE, 70 eV) m/z (int. relativa): 55
(36); 67 (82); 89 (55); 102 (84); 130 (M*", 100); 132 (32); IV (NaCl): 1687; 1596;
1447; 1359; 1285; 1231; 1009; 906; 757; 691 cm™; RMN 'H (250 MHz, CDCls):
2,01 (m, 2H); 2,46 (m, 2H); 2,59 (m, 2H); 7,13 (t, 1H, J = 4,5 Hz) ppm; RMN *C
(62.5 MHz, CDCls): 22,59; 27,04; 38,48; 132,17; 146,62; 191,50 ppm.
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4.1.12. Preparacao do 2-bromo-2-ciclopenten-1-ona

NaBr, CH,Cl,/H,O
>

OXONEWY, 0°

Esquema 28. Preparacao do 2-bromo-2-ciclopenten-1-ona 58.

Em um baldo de 500 mL, imerso em um banho de gelo, foram colocados 150
mL de diclorometano e 30 mL de agua, sendo a mistura deixada sob agitacdo
magnética. Adicionou-se 6,21 g (60 mmol) de NaBr e 36,38 (60 mmol) g de
Oxone®, mantendo a agitacao por 40 minutos. Em seguida, 4,80 g (30 mmol) da
enona 57 foram adicionados, durante 10 minutos, e a mistura foi deixada sob
agitacdo a temperatura ambiente por 4 h. Apos esse periodo, com auxilio de um
funil de adicdo, adicionou-se 12,6 mL (450 mmol) de trietilamina e a mistura
reacional permaneceu sob agitacdo magnética por mais 1 h. Em seguida, a
mistura foi neutralizada com HCI (1M) e a fase aquosa foi extraida com
diclorometano, sendo este ultimo seco com Na>SO4 e 0 solvente foi evaporado. O
produto foi analisado por cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de
massas, observando 90 % de conversdo. A purificacdo foi realizada por
cromatografia em coluna com silica gel, utilizando como eluente AcOEt/hexano
(2:8), obtendo-se 4,3 g de 2-bromo-2-ciclopenten-1-ona 58.

Formula molecular: CsHsBrO; éleo amarelo; CG/EM (IE, 70 eV) m/z (int. relativa):
53 (100); 81 (10); 106 (6); 132 (8); 160 (M* ", 99); 162 (98); IV (NaCl) 3069; 2923;
2849; 1717; 1589; 1433; 1399; 1290; 1231; 1161; 1031; 936; 746 cm™”; RMN 'H
(250 MHz, CDClg): 2,53-2,55 (m, 2H); 2,69-2,72 (m, 2H); 7,79 (t, 1H, J = 3 Hz)
ppm; RMN '3C (62.5 MHz, CDCls): 28,02; 37,96; 126,27; 161,85; 201,86 ppm.

92



4.1.13. Preparacao do 2-cloro-2-ciclopenten-1-ona

NaCl, CH2C12/H20
>

OXONEWY, 0°

Esquema 29. Preparacao do 2-cloro-2-ciclopenten-1-ona 59.

Em um baldo de 500 mL, imerso em um banho de gelo, foram colocados
150 mL de diclorometano e 30 mL de agua, sendo a mistura deixada sob agitacao
magnética. Adicionou-se 3,48 g (60 mmol) de NaCl e 36,38 (60 mmol) g de
Oxone®, mantendo a agitacao por 40 minutos. Em seguida, 3,48 g (30 mmol) da
enona 57 foi adicionada, durante 10 minutos, e a mistura foi deixada sob agitacao
a temperatura ambiente por 4 h. Apds esse periodo, adicionou-se, com auxilio de
um funil de adicdo 12,6 mL (450 mmol) de trietlamina e a mistura reacional
permaneceu sob agitacdo magnética por mais 1 h. Em seguida, a mistura foi
neutralizada com HCI (1M), a fase aquosa foi extraida com diclorometano e este
foi seco com Na,SOy, sendo o solvente foi evaporado. O produto foi analisado por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas, observando 92 %
de conversao. A purificacédo foi realizada por cromatografia em coluna com silica
gel, utilizando como eluente AcOEt/hexano (2:8), obtendo-se 3,11 g de 2-cloro-2-

ciclopenten-1-ona 59.

Formula molecular: CsHsCIO; 6leo amarelo; CG/EM (IE, 70 eV) m/z (int. relativa):
53 (88); 62 (8); 73 (5); 88 (45); 116 (M*", 99); 118 (32); IV (NaCl) 3040; 2947;
2827; 1667; 1609; 1550; 1530; 1453; 1426; 1389; 1324; 1212; 1125; 763; 732; 705
cm™; RMN 'H (250 MHz, CDCls): 2,36-2,38 (m, 2H); 2,54-2,56 (m, 2H); 7,61 (t, 1H,
J =3 Hz) ppm; RMN 3C (62.5 MHz, CDCls): 25,80; 34,05; 134,55; 165,08; 201,27
ppm.
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4.2. Cultivo dos microrganimos em YMA (Yeast extract-malt/
extract - Agar)

Para o cultivo das linhagens das leveduras Pichia stipitis CCT 2617 e
Saccharomyces cerevisiae CCT 3917, Candida albicans CCT 0776 e Rhodotorula
glutinis CCT 0783, utilizou-se caldo nutriente YM (Yeast extract-malt extract) de
marca Merk, de uso geral para o crescimento de leveduras, preparado pela
mistura de 3 g de extrato de levedura, 3 g de extrato de malte, 5 g de peptona
todas de marca Merk e 10 g de glucose e 20 g de agar, completando-se com agua
destilada o volume final para 1 L. A esterilizagdo do meio foi feita por
autoclavagem a 121 °C por 15 minutos, depois desse periodo de tempo 0 meio foi
colocado em placas de Petri, dentro de uma capela de fluxo laminar e, apds o
endurecimento do meio a temperatura ambiente, o microrganismo foi aplicado com

auxilio de uma alga de platina (Figura 41).

Figura 41. Crescimento no meio YMA de S. cerevisiae, P. stipitis, R. glutinis e C.
albicans.
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4.3. Cultivo dos microrganismos em NA (Nutrient Agar)

Para o cultivo da linhagem da bactéria Micrococcus luteus CCT 2283 (ATCC
0147), utilizou-se caldo nutriente Agar NA (Nutrient Agar) de marca OXOID, de
uso geral para o crescimento de bactérias, preparado pela mistura de 3 g de
extrato de carne, 5 g de peptona e 15 g agar-agar, todas de marca OXOID,
completando-se o volume final para 1 L de agua destilada. A esterilizacdo do meio
foi feita por autoclavagem a 121 °C por 15 minutos, depois desse periodo de
tempo o meio foi colocado em placas de Petri, dentro de uma capela de fluxo
laminar e, apdés o endurecimento do mesmo a temperatura ambiente, o

microrganismo foi aplicado com auxilio de uma alga de platina (Figura 42).

Figura 42. Crescimento no meio NA de M. luteus CCT 2283 (ATCC 0147).

4.4. Cultivo dos microrganismos em SAB (Sabourau Dextrose
Agar)

Para o cultivo da linhagem do fungo Geotrichum candidum CCT 1205,
utilizou-se o caldo SAB, marca OXOID, de uso geral para o crescimento de
fungos, preparado pela mistura de 10 g de peptona, 40 g de glicose e 15 g agar-
agar, todas de marca OXOID, completando-se o volume final, com agua destilada,
para 1 L. A esterilizacdo do meio foi feita por autoclavagem a 121 °C por 15
minutos, depois desse periodo de tempo o meio foi colocado em placas de Petri

dentro de uma capela de fluxo laminar e, apés o endurecimento do mesmo a
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temperatura ambiente, o microrganismo foi aplicado com auxilio de uma algca de

platina (Figura 43).

Figura 43. Crescimento no meio SAB do G. candidum CCT 1205.

4.5. Cultivo dos microrganismos em YM (Yeast extract-malt
extract)

Para o cultivo das linhagens de leveduras Pichia stipitis CCT 2617 e
Saccharomyces cerevisiae CCT 3917, Candida albicans CCT 0776 e Rhodotorula
glutinis CCT 0783, utilizou-ses caldo nutriente YM (Yeast extract-malt extract) de
marca Merk, de uso geral para o crescimento de leveduras, preparado pela
mistura de 3 g de extrato de levedura, 3 g de extrato de malte, 5 g de peptona
todas de marca Merk e 10 g de glucose, completando-se o volume final, com agua
destilada, para 1 L. A esterilizagdo do meio foi feita por autoclavagem a 121 °C por

15 minutos.

4.6. Reacoes de biorreducao

4.6.1. Procedimento geral para a reducao das a-haloenonas com
Saccharomyces cerevisiae liofilizado (Fermento de pao)

Uma suspensdao de 10 g de células desidratadas de Saccharomyces
cerevisiae (fermento de pdao), tipo instantdneo, de marca Emulzint®, em meio
aquoso (100 mL), foi produzida com agua destilada previamente aquecida 42 °C.
Adicionou-se o substrato a ser reduzido (100 mg) dissolvido em 1,0 mL de etanol.
A mistura foi mantida em um agitador orbital, sob uma rotacdo de 200 rpm, a
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temperatura de 30 °C. Nessas condi¢oes, foram retiradas aliquotas em tempos
determinados (de 30 minutos a 2 horas), sendo analisadas por CG/EM. O produto
de reacdo foi extraido em extrator continuo liquido-liquido por 48 h, com
diclorometano.

4.6.1.1. Reducao de (2)-3-bromo-4-fenil-3-buten-2-ona (2)-38 por
Saccharomyces cerevisiae liofilizado

S. cerevisiae

>

30 °C, 200 rpm Br

($,9)-44

Esquema 30. Preparacao da bromoidrina 44 utilizando fermento de pao.

Utilizando o procedimento geral descrito no item 4.6.1. para a reducao de (2)-
38 obteve-se a halodrina 3-bromo-4-fenil-2-butanol 44, cuja configuracdo foi
determinada como sendo (S,S), conforme experimento descrito no item 4.6.2.1.

(S,S)-44= Formula molecular: C1oH13BrO; 6leo amarelo; [« ]%° -18; EM (IE, 70eV)
m/z (int. relativa): 51(8); 65 (9); 78 (26); 91 (86); 105 (56); 131 (100); 148 (34);
228(M™* ", 2); 230 (1); IV (NaCl): 3402; 3026; 2978; 2929; 1603; 1492; 1445; 725;
694; 672 cm™; RMN 'H (250 MHz, CDCls): 1,29 (d, 3H); 3,17 (dd, 1H, J; = 14 Hz,
Jo =8 Hz); 3,37 (dd, 1H, J; = 14 Hz, J» = 8 Hz); 3,69 - 3,79 (m, 1H); 4,21 (td, 1H, J;
=7 Hz, J> = 3 Hz); 7,22 — 7,35 (m, 5H) ppm; RMN '3C (62.5 MHz, CDCls): 22,24;
42,09; 65,56; 68,13; 126,91; 128,57; 129,26; 138,29 ppm.
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4.6.1.2. Reducao de (2)-3-cloro-4-fenil-3-buten-2-ona (2)-39 por
Saccharomyces cerevisiae liofilizado

Utilizando o procedimento geral descrito no item 4.6.1. para a reducao de (2)-
39 obteve-se a halodrina 3-cloro-4-fenil-2-butanol (S,S)-45, cuja configuragao foi
determinado como sendo (S,S), conforme experimento descrito no item 4.6.2.2.

S. cerevisiae

>

30 °C, 200 rpm Cl

(S,5)-45

Esquema 31. Preparacao da cloroidrina (S, S)-45 utilizando fermento de péo.

(S,S)-45= Formula molecular: C1oH¢3CIO; 6leo amarelo; [e<]3° -19; EM (IE, 70eV)
m/z (int. relativa): 51 (11); 65 (14); 78 (67); 91 (100); 105 (37); 131 (59); 148 (67);
184 (M*", 5); 186 (2): IV (NaCl): 3399; 3025; 2978; 2930; 1603; 1494; 1447; 1365;
1260; 1131; 750; 693; RMN 'H (250 MHz, CDCls): 1,30 (d, 3H, J = 6 Hz); 3,05 (dd,
1H, J; = 14 Hz, J> = 8 Hz); 3,23 (dd, 1H, J; = 14 Hz, J> = 8 Hz); 3,89 - 3,96 (m, 1H);
4,05 (td, 1H, J; = 7 Hz, J> = 3 Hz); 7,22 — 7,35 (m, 5H) ppm; RMN '*C (62.5 MHz,
CDCl3): 20,87; 41,14; 68,46; 69,87; 126,83; 128,50; 129,33; 137,62 ppm.

4.6.1.3. Reducao de (E)-3-cloro-4-fenil-3-buten-2-ona (E)-39 por
Saccharomyces cerevisiae liofilizado

Utilizando o procedimento geral descrito no item 4.6.1. para a reducdo de
(E)-39 obteve-se a halodrina 3-cloro-4-fenil-2-butanol (S,R)-45, cuja configuracao
foi determinado como sendo (S,R), conforme experimento descrito no item 4.6.2.3.
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S. cerevisiae

>

30 °C, 200 rpm Cl

(S,R)-45

Esquema 32. Preparacao da cloroidrina (S, R)-45 utilizando fermento de p&o.

(S,R)-45 = Férmula molecular: C1oH;3CIO; 6leo amarelo; [« ]3> +20; EM (IE,
70eV) m/z (int. relativa): 51 (12); 65 (13); 78 (58); 91 (100); 105 (37); 131 (92); 148
(55); 184 (M*", 3); 186 (2): IV (NaCl): 3402; 2923; 2852; 1493; 1454; 1377; 1265;
1115; 1067; 738; 700 cm™; RMN 'H (500 MHz, CDCls): 1,30 (d, 3H, J = 6 Hz);
3,05 (dd, 1H, J; = 14 Hz, J» = 8 Hz); 3,86 (dd, 1H, J; = 14 Hz, J> = 8 Hz); 4,02 -
4,06 (m, 1H); 4,05 (td, 1H, J; = 7 Hz, Jz = 3 Hz); 7,23 — 7,31 (m, 5H) ppm; RMN
'3C (125 MHz, CDCls): 20,92; 41,19; 68,13; 69,92; 126,86; 128,54; 129,36; 137,65
ppem.

Os excessos enantioméricos foram determinados, apds a purificagdo de
(S,5)-44, (S,5)-45 e (S,R)-45, por cromatografia gasosa com coluna quiral,
acoplada ao detector de ionizagdo de chama, conforme condicdes descritas no
item 4.15.3.

As haloidrinas (S,5)-44, (S,5)-45 e (R,S)-45, foram purificadas por
cromatografia em coluna com silica gel, utilizando como eluente AcOEt/hexano
(1:9). As fracoes foram analisadas por cromatografia de camada delgada e, em
seguida, por cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas. Os
cromatogramas referentes aos excessos enantiomeéricos encontram-se a seguir.
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Figura 44. Cromatogramas de (S,S)-44, (S,S)-45 e (S,R)-45, obtidos por CG/DIC
com coluna quiral, conforme descrito no item 4.15.3.
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4.6.2. Determinacao da configuracao das haloidrinas

A determinacdo das configuracdes das haloidrinas obtidas foi realizada
através das andlises dos espectros de RMN '°C e da medicdo do [«x]3° dos
epoxidos correspondentes, comparando-se o0s resultados com os dados
publicados na literatura.®'

4.6.2.1. Preparacao do 4-fenil-2,3-epoxibutano a partir da
haloidrina (S,S)-44 obtida no experimento descrito no item 4.6.1.1.

NaOH 2M

>

éter

Esquema 33. Preparacao do 4-fenil-2,3-epoxibutano 46 a partir de (S,S)-44.

Em um baldo de 50 mL foi adicionado 4,1 mmol da haloidrina em 5 mL de
éter etilico, sob agitacdo magnética e, em seguida, foi acrescentado 1,2 mL de
uma solucdo NaOH 2M, gota a gota, e a mistura permaneceu sob agitacdo por 6
horas e entdo a fase aquosa foi extraida com CH.Cl, em um extrator continuo
liquido-liquido por 24 horas. Apds purificagdo por cromatografia em coluna com
silica gel e utilizando como eluente éter/hexano (1:10), obteve-se o produto 46
com 40 % de rendimento.

Formula molecular: CyoH120; 6leo incolor; [« ]3° -16; EM (IE, 70eV) m/z (int.
relativa): 51 (12); 65 (13); 78 (58); 91 (100); 105 (37); 131 (92); 148 (M*", 3); RMN
'H (250 MHz, CDCls): 1,41 (d, 3H, J = 6 Hz); 2,81 (dd, 1H, J; = 14 Hz; J, = 6 Hz);
2,95 (dd, 1H, J; = 14 Hz; J>= 6 Hz); 3,13 — 3,18 (m, 2H); 7,08 — 7,36 (m, 5H) ppm;
RMN 'C (62.5 MHz, CDCls): 13,43; 34,01; 52,90 (C-2); 57,31 (C-3); 126,54;
128,62; 129,20; 137,80 ppm.
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4.6.2.2. Preparacao do 4-fenil-2,3-epoxibutano a partir da
haloidrina (S,S)-45 obtida no experimento descrito no item 4.6.1.2.

NaOH 2M

>

éter

Esquema 34. Preparacao do 4-fenil-2,3-epoxibutano 46 a partir de (S,S)-45.

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 4,5 mmol da haloidrina em 5 mL
de éter etilico, sob agitacado magnética e, em seguida, foi acrescentado 1,2 mL de
uma solucao NaOH 2M gota a gota. A reacao foi deixada sob agitacdo magnética
por 6 horas e entdo a fase aquosa foi extraida com CH>Cl, em um extrator
continuo liquido-liquido por 24 horas. ApoOs purificacdo por cromatografia em
coluna com silica gel e utilizando como eluente éter/hexano (1:10), obteve-se o
produto 46 com 45 % de rendimento.

Férmula molecular: C1oH120; 6leo incolor; [ec]2® -18; EM; RMN 'H (250 MHz,
CDCl3) e RMN '®C (62.5 MHz, CDCls;) sdo semelhantes aos descritos no item
4.6.2.1.
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4.6.2.3. Preparacao do 4-fenil-2,3-epoxibutano a partir da
haloidrina (2S5,3R)-45 obtida no experimento descrito no item
4.6.1.3.

(25,3R)-45

Esquema 35. Preparacao do 4-fenil-2,3-epoxibutano a partir de (2S,3R)-45.

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 4,5 mmol da haloidrina em 5 mL
de éter etilico, sob agitacado magnética e, em seguida, foi acrescentado 1,2 mL de
uma solucao NaOH 2M, gota a gota. A reacao foi deixada sob agitacdo magnética
por 6 horas e entdo a fase aquosa foi extraida com CH.Cl, em um extrator
continuo liquido-liquido por 24 horas. Ap6s purificacdo por cromatografia em
coluna com silica gel e utilizando como eluente éter/hexano (1:10), obteve-se o
produto 47 com 40 % de rendimento.

Formula molecular: CyoH120; 6leo incolor; [«x]%° - 17; EM (IE, 70eV) m/z (int.
relativa: 45 (100); 65 (9); 78 (28); 91 (30); 105 (14); 115 (1); 131 (15); 148 (M*,
9); RMN "H (250 MHz, CDCls): 1,81 (d, 3H, J = 6 Hz); 2,61 - 2,82 (m, 4H); 7,15-
7,31 (m, 5H) ppm; RMN '3C (62.5 MHz, CDCls): 17,43; 38,01; 54,76 (C-2); 59,91
(C-3); 126,74; 128,64; 128,92; 137,70 ppm.

4.7. Procedimento geral para a reducao de (2)-38 e (2)-39 com
Pichia stipitis em meio aquoso

Em Erlenmeyers de 250 mL contendo de 100 mL a 200 mL de células pré-
cultivadas de P. stipitis foram adicionados 100 mg de (2)-38 ou (2)-39,
solubilizados em 1 mL de etanol. A mistura resultante foi mantida em um agitador

orbital, sob uma rotacao de 200 rpm, por 3 a 72 horas e a temperatura de 30 °C.
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4.7.1. Procedimento para a reducao de (2)-38 e (2)-39 com Pichia
stipitis em meio aquoso por 24 horas

N

Pichia stipitis
>

X
30 °C, 200 rpm

(2)-38, X =Br
(£)-39, X =Cl

Esquema 36. Biorreducéo de (£)-38 e (£)-39 com P. stipitis em meio aquoso por
24 horas.

As reducgdes de (2)-38 e (2)-39 foram realizadas conforme esta descrito no
item 4.7., usando 100 mL de meio com 24 horas de reagédo. O produto foi extraido
com diclorometano em um extrator continuo liquido-liquido por 18 horas, sendo o
produto purificado por cromatografia em coluna com silica gel, utilizando como
eluente AcOEt/hexano (2:8).

Formula molecular: CioH120; 6leo incolor; 51(12); 65 (9); 77 (23); 91 (64); 105;
(92); 133 (19); 148 (M*", 100); IV (NaCl): 3085; 3062; 3027; 3002; 2922; 1718;
1602; 1583; 1496; 1453; 1408; 1357; 1283; 1228; 1161; 1080; 749; 699 cm™"; RMN
'H (250 MHz, CDCls): 2,14 (s, 3H); 2,77 (t, 2H, J; = 8 Hz); 2,91 (t, 2H, J = 8 Hz);
7,16 - 7,31 (m, 5H) ppm; RMN 'C (62.5 MHz, CDCls): 29,72; 30,07; 45,16;
126,10; 128,49; 148,29; 140,97; 207,95 ppm.
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4.7.2. Procedimento geral para a reducao de (2)-38 e (£2)-39 com
Pichia stipitis em meio aquoso com adicao de DNB

N Pichia stipitis ___
X DNB, 30 °C, 200 rpm

(2)-38, X =Br
(2)-39,X=Cl

Esquema 37. Biorreducdo de (2)-38 e (£)-39 com Pichia stipitis em meio aquoso
com adicao de DNB.

Em Erlenmeyers de 250 mL contendo de 100 mL a 200 mL de células pré-
cultivadas de P. stipitis acrescentou-se DNB (0,1; 0,2; 0,5; 0,8; 1; 2; 5 ou 8 mg) e
essa mistura foi deixada sob agitagao orbital por 30 minutos a 30 °C. Entédo, 100
mg de (2£)-38 ou (£)-39 solubilizados em 1 mL de etanol foram adicionados em
frascos distintos. A mistura novamente foi deixada no agitador orbital, a 200 rpm,
por 24 horas a temperatura de 30 °C. O produto foi extraido com diclorometano
em um extrator continuo liquido-liquido por 18 horas. A fase organica foi seca com
sulfato de sédio e o solvente evaporado. Apds andlises por cromatografia gasosa
acoplada ao espectrometro de massas (Tabela 8, p. 45), foi observado que a
adicdo de 1 e 2 mg de DNB forneceram os melhores resultados. Os espectros de
RMN "H, RMN 'C e de massas das haloidrinas sdo semelhantes aos obtidos no
item 4.6.1.1. e 4.6.1.2. enquanto que os intermediarios 40 e 41 nao foram
isolados.
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4.7.3. Procedimento para a reducao de (2)-38 e (2)-39 com Pichia
stipitis em sistema bifasico

Pichia stipitis
>

L1 30 °C, 400 rpm

X

(25, 35)-44
(25, 35)-45

Esquema 38. Biorreducéo utilizando P. stipitis em sistema bifasico.

Em Erlenmeyers de 250 mL contendo de 100 mL a 200 mL de células pré-
cultivadas de P. stipitis foram adicionados 100 mg do substrato a ser reduzido,
solubilizado em 1 mL de liquido iénico. A mistura resultante foi mantida em um
agitador orbital sob rotacdo de 400 rpm por 24 horas a temperatura de 30 °C.
Durante a reagao foram retiradas aliqguotas em tempos determinados (24 a 120
horas) e, ap6s analises por cromatografia gasosa acoplada ao espectrobmetro de
massas, observou-se a formacao dos intermediarios 40 e 41 e das haloidrinas 44
e 45. O liquido i6nico foi separado da fase aquosa e o produto foi extraido com
éter diisopropilico (3X5 mL) e a fase organica seca com sulfato de sodio anidro. As
haloidrinas foram isoladas e seus espectros de RMN 'H, RMN '*C, massas séo
semelhantes aos obtidos no item 4.6.1.1. e 4.6.1.2..
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4.8. Procedimento para a reducao de (2)-38 e (2)-39 com
Geotrichum candidum, Rhorotorula glutinis, Saccharomyces
cerevisiae, Micrococcus Iuteus e Candida albicans em meio
aquoso

X
X

microrganismg

30 °C, 200 rpm X

(2)-38: X =Br 44-(2S, 35)
(2)-39: X =Cl 45-(2S, 35)

Esquema 39. Biorreducao de (2)-38 e (2)-39 utilizando S. cerevisiae, G. candidum,
M. luteus, R. glutinis e C. albicans em meio aquoso.

Foi separado 100 mL de meio com células pré-cultivadas em meio aquoso,
adicionou-se o substrato a ser reduzido (100 mg), dissolvido em 1 mL de etanol. A
mistura resultante foi mantida em um agitador orbital sob uma rotacao de 200 rpm,
de 24 até 120 horas, a temperatura de 30 °C. Durante a reagao, foram retiradas
aliquotas, em tempos determinados previamente, que foram extraidas com
acetato de etila e a fase orgéanica foi seca com sulfato de sdédio anidro. As
aliquotas foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro
de massas e as haloidrinas obtidas tém seus respectivos espectros nos itens
46.1.1. e 4.6.1.2.
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4.9. Procedimento para a reducao de (2)-38 e (2)-39 com
Geotrichum candidum, Rhorotorula glutinis, Saccharomyces
cerevisiae, Micrococcus Iuteus e Candida albicans utilizando
sistema bifasico

X

microrganismo >
X LI 30 °C, 400 rpm X

(2)-38: X = Br 44-(2S, 35)
(2)-39: X =Cl 45-(2S, 35)

Esquema 40. Biorreducao de (2)-38 e (2)-39 utilizando S. cerevisiae, G. candidum,
M. luteus, R. glutinis e C. albicans em sistema bifasico.

Foi separado 100 mL de meio com células pré-cultivadas em meio aquoso,
adicionou-se o substrato a ser reduzido (100 mg), solubilizado em 1 mL de liquido
idnico. A mistura resultante foi mantida em um agitador orbital sob uma rotacéo de
400 rpm, por 24 até 120 horas, a temperatura de 30 °C. As aliquotas foram
extraidas com éter diisopropilico (3X5 mL) e analisadas por cromatografia gasosa
acoplada ao espectrémetro de massas, sendo que as haloidrinas obtidas tém seus
respectivos espectros nos itens 4.6.1.1. e 4.6.1.2..

Os excessos enantioméricos das haloidrinas obtidas nas reagcdées em sistema
bifasico, (S,S)-44 e (S,5)-45, foram determinados por cromatografia gasosa
acoplada ao detector de ionizacdo de chamas, come coluna quiral, conforme

condicdes descritas no item 4.15.3.
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Figura 45. Cromatogramas de (S,S)-44 e (S,S5)-45 obtidas nas biorreducbes em
sistema bifésico.
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4.10. Procedimento geral para a reducao de 2-bromo-2-cicloexen-
1-ona 51, 2-cloro-2-cicloexen-1-ona 52, 2-bromo-2-ciclopenten-1-
ona 58 e 2-cloro-2-ciclopenten-1-ona 59 com Rhorotorula glutinis,
Pichia stipitis e Saccharomyces cerevisiae liofilizado, em meio
aquoso

Em Erlenmeyers de 125 mL contendo de 20 mL de células pré-cultivadas de
R. glutinis, P. stipitis e S. cerevisiae foram adicionados 20 mg do substrato a ser
reduzido, solubilizado em 1 mL de etanol. A mistura resultante foi mantida sob
agitacao orbital a 200 rpm por 24 horas a temperatura de 30 °C. Os produtos
foram extraidos com diclorometano em extrator continuo liquido-liquido por 18
horas e a fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro. Apds, foram
realizadas analises por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de
massas e observada a formacgéo das haloidrinas 55, 56, 62 e 63. Nao foi possivel
realizar as analises por RMN 'H e 'C por ndo terem sido obtidos os produtos

purificados.

4.10.1. Reducao do 2-bromo-2-cicloexen-1-ona 51 em meio

aquoso

microrganismo

30 °C, 200 rpm

Esquema 41. Biorredugéo de 51 utilizando S. cerevisiae, R. glutinis e P. stipitis em
meio aquoso.

Utilizando o procedimento descrito no item 4.10. para a reducédo de 51,
obteve-se a haloidrina 2-bromo-cicloexanol 55 que foi analisada por cromatografia
gasosa acoplada ao espectrémetro de massas. Os dados referentes aos
experimentos estdo apresentados na Tabela 13, p. 69.
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Formula molecular: C¢H11BrO; CG/EM (IE, 70 eV) m/z (int. relativa): 55 (60); 69
(22); 81 (100); 98 (29); 134 (5); 178 (M™ ", 3); 180 (2).

4.10.2. Reducao do 2-cloro-2-cicloexen-1-ona 52 em meio aquoso

microrganismo
—_—

30 °C, 200 rpm

Esquema 42. Biorredugéo de 52 utilizando S. cerevisiae, R. glutinis e P. stipitis em
meio aquoso.

Utilizando o procedimento descrito no item 4.10. para a reducédo de 52,
obteve-se a haloidrina 2-cloro-cicloexanol 56 que foi analisada por cromatografia
gasosa acoplada ao espectrémetro de massas. Os dados referentes aos
experimentos estdo apresentados na Tabela 13, p. 69.

Formula molecular: CgH11CIO; CG/EM (IE, 70 eV) m/z (int. relativa): 57 (100); 69
(8); 80 (41); 88 (17); 96 (10); 106 (1); 116 (5); 134 (M* ", 12); 136 (5).
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4.10.3. Reducao do 2-bromo-2-ciclopenten-1-ona 58 em meio
aquoso

O
‘ 5 OH
mlcrorganlsmo

30 °C, 200 rpm
58 62

Esquema 43. Biorreducao de 58 utilizando S. cerevisiae, R. glutinis e P. stipitis em
meio aquoso.

Utilizando o procedimento descrito no item 4.10. para a reducdo de 58,
obteve-se a haloidrina 2-bromo-ciclopentanol 62 que foi analisada por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas. Os dados referentes
aos experimentos estdo apresentados na Tabela 14, p. 71.

Formula molecular: CsHgBrO; CG/EM (IE, 70 eV) m/z (int. relativa): 57 (100); 67
(23); 85 (20); 136 (2); 146 (1); 164 (M* ", 13); 166 (2).

4.10.4. Reducao do 2-cloro-2-ciclopenten-1-ona 59 em meio
aquoso 0

| ol OH
ﬁ microrganismo, @C'
microrganismo

30 °C, 200 rpm
59 63

Esquema 44. Biorredugéo de 59 utilizando S. cerevisiae, R. glutinis e P. stipitis em
meio aquoso.

Utilizando o procedimento descrito no item 4.10. para a reducdo de 59,

obteve-se a haloidrina 2-cloro-ciclopentanol 63 que foi analisada por cromatografia
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gasosa acoplada ao espectrémetro de massas. Os dados referentes aos
experimentos estdo apresentados na Tabela 14, p. 71.

Formula molecular: CsH11CIO; CG/EM (IE, 70 eV) m/z (int. relativa): 57 (100); 67
(16); 75 (1); 83 (3); 91 (3); 102 (13); 120 (M* ", 7); 122 (3).

4.11. Procedimento geral para a reducao de 2-bromo-2-cicloexen-
1-ona 51, 2-cloro-2-cicloexen-1-ona 52, 2-bromo-2-ciclopenten-1-
onha 58 e 2-cloro-2-ciclopenten-1-ona 59 com Rhorotorula glutinis,
Pichia stipitis e Saccharomyces cerevisiae liofilizado utilizando
sistema bifasico

Em Erlenmeyers de 125 mL contendo de 20 mL de células pré-cultivadas de
R.glutinis, P. stipitis e S. cerevisiae foram adicionados 20 mg do substrato a ser
reduzido, dissolvidos em 1 mL de LI. A mistura resultante foi mantida sob agitacédo
orbital a 400 rpm por 24 horas e a temperatura de 30 °C. O liquido ibnico foi
separado da fase aquosa e o produto foi extraido com éter diisopropilico (3X5 mL),
sendo a fase organica seca com sulfato de sbdio anidro. Foram realizadas
analises por cromatografia gasosa acoplada ao espectrbmetro de massas e
observada a formagéo das haloidrinas 55, 56, 62 e 63. Nao foi possivel realizar as
anélises por RMN 'H e 3C por néo terem sido obtidos os produtos purificados.

4.11.1. Reducao do 2-bromo-2-cicloexen-1-ona 51 em sistema
bifasico

microrganismo
_—

LI, 30 °C, 400 rpm

Esquema 45. Biorredugao de 51 utilizando S. cerevisiae, R. glutinis e P. stipitis em
sistema bifasico.
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Utilizando o procedimento descrito no item 4.11. para a reducédo de 51,
obteve-se a haloidrina 2-bromo-cicloexanol 55 que foi analisada por cromatografia
gasosa acoplada ao espectrémetro de massas, conforme descrito no item 4.10.1.

Os dados referentes aos experimentos estdo na Tabela 13, p. 69.

4.11.2. Reducao do 2-cloro-2-cicloexen-1-ona 52 em sistema

bifasico

microrganismo
—_— >

30 °C, 200 rpm

Esquema 46. Biorredugao de 52 utilizando S. cerevisiae, R. glutinis e P. stipitis em
sistema bifasico.

Utilizando o procedimento descrito no item 4.11. para a reducédo de 52,
obteve-se a haloidrina 2-bromo-cicloexanol 56 que foi analisada por cromatografia
gasosa acoplada ao espectrémetro de massas, conforme descrito no item 4.10.2.

Os dados referentes aos experimentos estdo na Tabela 13, p. 69.

4.11.3. Reducao do 2-bromo-2-ciclopenten-1-ona 58 em sistema

bifasico

microrganismo
—_—

LI, 30 °C, 400 rpm

Esquema 47. Biorredugao de 58 utilizando S. cerevisiae, R. glutinis e P. stipitis em
sistema bifésico.
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Utilizando o procedimento descrito no item 4.10. para a reducdo de 58,
obteve-se a haloidrina 2-bromo-ciclopentanol 62 que foi analisada por
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massas, conforme descrito
no item 4.10.3. Os dados referentes aos experimentos estdo na Tabela 14, p. 71.

4.11.4. Reducao do 2-cloro-2-ciclopenten-1-ona 59 em sistema
bifasico

microrganismo
—_—

LI, 30 °C, 400 rpm

Esquema 48. Biorredugao de 59 utilizando S. cerevisiae, R. glutinis e P. stipitis em
sistema bifésico.

Utilizando o procedimento descrito no item 4.10. para a reducédo de 59,
obteve-se a haloidrina 2-cloro-ciclopentanol 63 que foi analisada por cromatografia
gasosa acoplada ao espectrémetro de massas, conforme descrito no item 4.10.4.
Os dados referentes aos experimentos estdo na Tabela 14, p. 71.

4.12. Teste de inibicao das a-haloenonas frente aos
microrganismos

Foram preparadas placas de Petri com o meio YMA, como descrito no item
4.5. Os meios contendo os microrganismos foram previamente inoculados por um
periodo de 24 horas, em 10 mL de meio YM (item 4.5.) e, em uma capela de fluxo
laminar, foram aplicados e espalhados, com auxilio de uma algca de Drigalski, 100
UL de uma dispersdo de cada microrganismo, em placas distintas e, em seguida,
foram colocados 8 discos feitos com papel de filtro estéreis contendo 10 uL de
uma solucdo 1 mg/mL (concentragdo de trabalho) do composto a ser analisado,
em acetato de etila, na seguinte ordem : (1) 3-oxo-3-fenilpropanoato de etila; (2)
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(2)-3-cloro-4-fenil-3-buten-2-ona; (3) (2£)-bromo-4-fenil-3-buten-2-ona; (4) 3-oxo-3-
(4-nitrofenil)-propanoato  de etila; (5) (E/Z)-2-hidroxiimino-3-(4-nitrofenil)-3-
oxopropanoato de etila; (6) E-2-metoxiimino-3-oxopropanoato de etila; (7) AcOEt;
(8) [BMIM][PF¢]. As placas foram mantidas por 24 horas de incubacgdo a 30 °C
(Figura 46 ).
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Figura 46. Leitura do teste de difusdo em disco (halo de inibicao).

4.13. Determinacao da concentracao das a-haloenonas pela
absorcao das solucoes na regiao do UV-visivel

Os espectros de absorcao na regiao do UV-visivel das solugdes aquosas (2
mg/mL) de (£)-38 (Figura 47), (£)-39 (Figura 48) e LI (Figura 49), foram obtidos.
Verificou-se que as solucdes de (£)-38 e (£)-39 absorviam no comprimento de
onda proximo a regiao de 295 nm, enquanto que o0 mesmo nao acontece com o LI
(Figura 50). Portanto, esse comprimento de onda foi escolhido para se determinar
a concentragcdo de (2)-38 e (£)-39 na fase aquosa, através de curvas de

calibragédo de absorbancia versus concentragao.
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Figura 47. Espectro de absorbancia da solucao aquosa de (2)-38.

Cl

400 500

Figura 48. Espectro de absorbancia da solucao aquosa de (2)-39.
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Figura 49. Espectro de absorbancia do liquido i6nico.

400

Figura 50. Espectros de absorbancia de (2)-38, (£)-39 e LI, sobrepostos.
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Os dados para a construcao das curvas de calibracao para (2)-38 (Figura 51)
e (2)-39 (Figura 52) foram construidas a partir de solu¢des-padrao preparadas em
um baldo volumétrico de 50 mL, com concentragcdo inicial de 0,2 mg/mL
(agua/etanol 1:1) para cada composto separadamente e esta solucdo mae foi
diluida (1:1), sucessivamente, com agua/etanol (1:1) até que fosse atingida a
condicao de linearidade (absorbancia < 1).

200 250 300 350 400

Figura 51. Espectro de absorbancia de UV-visivel das solucbes de (2)-38 a varias
concentragoes.
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Figura 52. Espectro de absorbancia de UV-visivel das solucbes de(2)-39 a varias
concentragoes.

A determinacgéo das concentragdes de (2)-38 (Figura 53) e (£)-39 (Figura 54)
na fase aquosa em sistema bifasico foi efetuada simulando os experimentos de
biorreducéo. Os experimentos foram realizados separadamente, pesando 100 mg
de substrato, dissolvidos em 1 mL de liquido idnico, em cada erlenmeyer de 250
mL e adicionou-se 100 mL de agua. A mistura foi mantida sob agitacao obital de
400 rpm a 30 °C por 24 horas. Apos esse periodo, foi retirada uma aliquota da
fase aquosa e determinada a absorbancia no UV-visivel, efetuando 5 diluigées
(1:1) para cada amostra, a fim de se determinar corretamente as concentragoes
de (2)-38 e (£)-39 nas curvas de calibracao.
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Figura 53. Espectro de absorbancia de UV-visivel da fase aquosa contendo (2)-38
em 18 horas.

Figura 54. Espectro de absorbancia de UV-visivel da fase aquosa contendo (2)-39
em 18 horas.
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4.14. Contagem de células viaveis

4.14.1. Semeadura por espalhamento

O método de contagem de células viaveis € realizado para quantificar certa
amostra por meio de diluicdes, para que se obtenha um numero apropriado de
colénias. Desta maneira, em 10 mL de meio YM (solugdo original), foram
cultivadas células dos microrganismos por um periodo de 24 horas a 30 °C. Foram
preparados 6 tubos Falcon contendo 9 mL do mesmo meio de incubacgéao estéril
(YM). A seguir, dentro de uma capela de fluxo laminar, foram abertos todos os
tubos e, no tubo de numero 1, foi colocado 1 mL da solucao original, resultando na
primeira diluicho com um volume final de 10 mL. No tubo namero 2 foi adicionado
1 mL proveniente do tubo nimero 1 e assim, sucessivamente, foram realizadas
seis diluicbes. Apbds as devidas diluicbes, para cada tubo Falcon foram
previamente preparadas placas de Petri contendo o meio YMA e, em cada placa,
aplicou-se 100 pL, que foram espalhados com o auxilio de uma alca de Drigalski.
As placas de Petri foram incubadas por 24 horas a 30 °C. A Figura 55 ilustra de

forma explicativa o procedimento realizado.
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de coiC ) que
159 x 108 = 1,59 x 10°
Conta Fator Células (unidades
gemem de formadoras de
placa diluicao colénia) por mililitro

de amostra original

Figura 55. Procedimento de contagem de células viaveis por meio de dilui¢cdes.

4.15. Analises Instrumentais

4.15.1. Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN de 'H e *C)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram obtidos nos
espectrdmetros Bruker 250 Advance Il (250 MHz para 'H e 62,5 MHz para '*C) e
Varian INOVA 500 (500 MHz para 'H e 125 MHz para '*C). Os deslocamentos
quimicos (®) de hidrogénio foram registrados em ppm, utilizando como referéncia
o tetrametilsilano (TMS, & = 0,00 para 'H) e os deslocamentos quimicos (3) de
carbono foram registrados em ppm, utilizando como referéncia o cloroférmio
deuterado (CDCl3, & = 77,00). Para o DMSO deuterado os deslocamentos
quimicos (®) de hidrogénio foram registrados em ppm, utilizando como referéncia
o tripleto em & = 2,55 para 'H e os deslocamentos quimicos (5) de carbono foram

registrados em ppm, utilizando como referéncia o quinteto em & = 39,50. As
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analises foram efetuadas pesando-se de 15 a 20 mg das amostras e estas foram
diluidas em 0,5 mL do solvente deuterado.

4.15.2. Cromatografia Gasosa Acoplada ao Espectromentro de
Massas — CG/EM

As analises por CG/EM foram realizadas em um cromatografo gasoso
modelo GC/MS-QP 5000- Shimadzu acoplado a um detector de massas contendo
uma fonte de ionizagao por impacto de elétrons com energia de ionizacao de 70
eV e/ou em outro cromatdgrafo, um Agilent acoplado a detector de massas HP
5973, também operando com uma fonte de ionizagdo por impacto de elétrons com
energia de ionizacdo de 70 eV. Foi utilizada uma coluna capilar HP-5 MS (30m x
0,25mm x 0,25um, 5% fenilsiloxano). O cromatdgrafo operou com fluxo constante
de He (1mL/min), temperatura do injetor a 230°C e detector a 280 °C.

4.15.21 Meétodos para determinacao das haloenonas,
halocetonas, haloidrinas e epoxidos

M1 - rampa: 80 °C/3 min (30 °C/min) a 290 °C/3 min
M2 - rampa: 80 °C/3 min (25 °C/min) a 290 °C/3 min

M3 - rampa: 80 °C/3 min (20 °C/min) a 290 °C/3 min

4.15.2.2. Métodos para determinacao das ciclohaloenonas,
ciclohalocetonas, ciclohaloidrinas

M4 - rampa: 50°C/3 min (40 °C/min) a 290 °C/3 min

M5 - rampa: 50°C/3 min (30 °C/min) a 290 °C/3 min
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4.15.3. Cromatografia Gasosa Acoplada ao Detector por lonizacao
de Chama - CG/DIC

As andlises por CG/DIC foram realizadas em um cromatografo gasoso
modelo Agilent Technologies 6850, utilizando uma coluna capilar quiral Hidrodex
(30m x 0,25mm x 0,25um). O cromatografo operou com fluxo constante de H»
(1mL/min), temperatura do injetor a 200°C e detector a 220 °C.

4.15.3.1. Métodos para determinacao das haloenonas,
halocetonas e haloidrinas

M6 - rampa: 80 °C (0,5 °C/ mim), 180 °C/5 min

M7 - rampa: 80 °C (1 °C/ mim), 180 °C/5 min

M8 - rampa: 80 °C (2 °C/ mim), 180 °C/5 min

M9 - rampa: 80 °C (2 °C/ mim), 150 °C (30 °C/ mim), 180 °C/5 min
4.15.4. Métodos Cromatograficos

As cromatografias em coluna para os substratos organicos foram realizadas
com silica gel flash 230-400 mesh Merck com gradiente de eluicdo hexano/acetato
de etila.

As placas cromatograficas em camada delgada preparativa (CCDP) foram
preparadas com silica gel G (15g) Merck com 1 mm de espessura, sobre placas
de vidro de 20 X 20 cm.

As placas cromatograficas em camada delgada preparativa (CCDP) foram
preparadas com silica gel G (15g) Merck com 10 % de AgNOs;, sobre placas de
vidro de 20 X 20 cm, com expessura de 1 mm.

Todas as reacdes e purificacbes foram acompanhadas por cromatografia em
camada delgada (CCD) através de cromoplacas de 3 cm X 4 cm Merck, suportada

em aluminio com filme de silica gel 60 Fas4.
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A deteccdo dos compostos nas placas cromatograficas foi realizada
utilizando-se irradiagdo ultravioleta no equipamento Spectroline modelo ENF-

260C, com irradiagao no comprimento de onda (A) 254 nm.

A revelacdo das placas de CCD foi realizada com uma solugdo de &cido

sulfarico em metanol.
4.15.5. Espectrofotometria no ultravioleta-visivel (UV-VIS)

Os espectros no ultravioleta foram obtidos em um espectrofotdmetro Agilent,

modelo 8453 com arranjo de diodos.
4.15.6. Espectrofotometria no infravermelho (1V)

Os espectros no infravermelho foram obtidos em um aparelho Bomem MB-
series FTIR-Hartmann & Braun Michelson, na regido de 400 a 4400 cm™,

utilizando partilhas de KBr e NaCl.
4.15.7. Rotacao otica

A determinacgéo dos valores de [« ]%®> foram obtidos em um polarimetro 341
Pelkin Elmer, utilizando celas de 1 cm de caminho 6ptico, sendo as concentragdes

expressas em g/100 mL.
4.15.8. Procedéncia de reagentes

Os solventes e reagentes utilizados foram adquiridos comercialmente das
marcas Synth®, Aldrich® e Merck®.
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5. Conclusoes

As biorreducbes de (£)-38 e (£)-39 utilizando fermento de pao como
biocatalisador foram bem sucedidas, levando a formagdo das haloidrinas
correspondentes com rendimentos de 85 e 75 % e excessos enantioméricos de 89
e 77 %. A determinacado da configuragdo das haloidrinas obtidas, juntamente com
as respostas de alguns testes realizados, permitiu a elaboracdo de uma proposta
de mecanismo, onde a ligacdo C=C é reduzida antes da reducédo da ligacao C=0.

A utilizacdo de P. stipitis como biocatalisador em meio aquoso levou a
formacao do produto desalogenado 4-fenil-2-butanona apds 72 horas de reacao. A
mistura reacional foi entdo analisada em funcdo do tempo e verificou-se que as a-
halocetonas s&o formadas como intermediarios. A adicdo de DNB, utilizado como
inibidor de processos radicalares, inibiu a formagéo do produto desalogenado e
produziu as correspondentes a-halocetonas e haloidrinas.

Para as reacbes com a utilizacdo do liquido ibnico, os resultados
mostraram-se surpreendentes, obtendo-se 77 e 30 % de rendimento e excessos
enantioméricos de 98 e 96 % para as halodrinas 44 e 45 respectivamente.
Experimentos realizados levaram a concluir que o efeito do liquido ibnico ndo é o
de inibir processos radicalares, como faz o0 DNB, e sim semelhante ao processo
quando se utiliza XAD-7 como suporte para o substrato e produtos, que é
chamado de biocatalise extrativa in situ.

As biorredugdes com C. albicans, G. candidum, M. luteus, R. glutinis e S.
cerevisiae em sistema bifasico formaram haloidrinas com excessos
enantioméricos de até 97 %.

Com base no teste dos halos de inibicao dos microrganismos, provocados
por (2)-38 e (£)-39, conclui-se que 0os mesmos possuem efeitos inibitdérios para os
biocatalisadores empregados e que a presenca do liquido i6nico diminui
drasticamente a concentracdo do substrato na fase aquosa, diminuindo assim o
efeito de inibigéo.

As biorreducdes das a-halo-cicloexenonas 51, 52 e a-halo-ciclopentenonas
58, 59 sdo mais reativas que as a-haloenonas (2£)-38 e (£)-39. Quando utilizou-se
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fermento de pdo como biocatalisador em meio aquoso obteve-se ciclohaloidrinas
com até 99 % de conversao.
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7. Anexos
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E04. Espectro de RMN '*C (62.5 MHz, CDCl3) do 4-fenil-3-buten-2-ona 36.
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EO05. Espectro de massas obtido por ionizacao de elétrons (70 eV) do 3,4-dibromo-
4-fenil-2-butanona 37.
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E08. Espectro de RMN '3C (62.5 MHz, CDCls) do 3,4-dibromo-4-fenil-2-butanona
37.
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E11. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) do (2)-3-bromo-4-fenil-3-butan-2-ona
(2)-38.

E12. Espectro de RMN 'C (125 MHz, CDCls) do (2)-3-bromo-4-fenil-3-butan-2-
ona (2)-38.
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E16. Espectro de RMN C (62.5 MHz, CDCls) do (2)-3-cloro-4-fenil-3-butan-2-ona
(2)-39.
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E17. Espectro de massas obtido por ionizacao de elétrons (70 eV) do (E)-3-cloro-
4-fenil-3-butan-2-ona (E)-39.
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E20. Espectro de RMN '*C (62. MHz, CDCls) do 3-cloro-4-fenil-3-butan-2-ona (E)-
39
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E30. Espectro de Infravermelho (NaCl) do 3-bromo-4-fenil-2-butanol 44.
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E31. Espectro de RMN 'H (250 MHz, CDCls) do 3-bromo-4-fenil-2-butanol 44.
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E32. Espectro de RMN *C (62.5 MHz, CDCl3) do 3-bromo-4-fenil-2-butanol 44.
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E33. Espectro de massas obtido por ionizagéo de elétrons (70 eV) do 3-cloro-4-
fenil-2-butanol (S,S)-45.
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E34. Espectro de Infravermelho (NaCl) do 3-cloro-4-fenil-2-butanol (S,S)-45.
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E36. Espectro de RMN '3C (62.5 MHz, CDCl3) do 3-cloro-4-fenil-2-butanol (S,S)-
45.
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[Abundance ' Scan 1027 (8.956 min)
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E37. Espectro de massas obtido por ionizacao de elétrons (70 eV) do 3-cloro-4-
fenil-2-butanol (R,S)-45.
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E38. Espectro de Infravermelho (NaCl) do 3-cloro-4-fenil-2-butanol (R,S)-45.
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E39. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) do 3-cloro-4-fenil-2-butanol (R,S)-45.
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E40. Espectro de RMN '®C (125 MHz, CDCls) do 3-cloro-4-fenil-2-butanol (R,S)-
45,
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Ret. Time: 6.14

E41. Espectro de massas obtido por ionizacao de elétrons (70 eV) do (2S,3R)-4-
fenil-2,3-epoxibutane 46.
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E42. Espectro de RMN 'H (250 MHz, CDCls) do (2S,3R)-4-fenil-2,3-epoxibutane
46.
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E43. Espectro de RMN '*C (62.5 MHz, CDCl3) do (2S,3R)-4-fenil-2,3-epoxibutane
46.
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E44. Espectro de massas obtido por ionizacdo de elétrons (70 eV) do (2S,35)-4-
fenil-2,3-epoxibutano 47.
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E45. Espectro de RMN 'H (250 MHz, CDCls) do (2S,3S)-4-fenil-2,3-epoxibutane
47.
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E46. Espectro de RMN '3C (62.5 MHz, CDCl3) do (2S,3S)-4-fenil-2,3-epoxibutane
47.
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Abundance ; Scan 735 (7.289 min)
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E47. Espectro de massas obtido por ionizacao de elétrons (70 eV) do 4-fenil-2-
butanona 48.

E48. Espectro de infravermelho (NaCl) do 4-fenil-2-butanona 48.
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E50. Espectro de RMN '3C (62.5 MHz, CDCls) do 4-fenil-2-butanona 48.
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Scan 809 (7.710 min)
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E51. Espectro de massas (70 eV) do 4-fenil-2-butanol 49.

E52. Espectro de infravermelho (NaCl) do 4-fenil-2-butanol 49.
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E53. Espectro de RMN 1H (250 MHz, CDCls) do 4-fenil-2-butanol 49.
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E54. Espectro de RMN'3C (62.5 MHz, CDCls) do 4-fenil-2-butanol 49.
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E55. Espectro de RMN 'H (250 MHz, DMSOQys) do hexaflourofosfato de 1-butil-3-
metilimidazolio 65.
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E56. Espectro de RMN '*C (62. MHz, DMSO,5) do hefluorofosfato de 1-butil-3-
metilimadazdlio 65.
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Abundance Scan 904 (8.255 i'mn)
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E57. Espectro de massas obtido por ionizacao de elétrons (70 eV) do 2-bromo-2-
cicloexenona 51.
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ES58. Espectro de infravermelho (KBr) do 2-bromo-2-cicloexen-1-ona 51.

167



1.00 @

0.5 0.0 ppm

E59. Espectro de RMN 'H (250 MHz, CDCl5)

do 2-bromo-2-cicloexenona 51.

b g B A A 5 ST T M e i i

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80

70 60 50 40 30 20 10

0 ppm

E60. Espectro de RMN '°C (62.5 MHz, CDCls)

168

do 2-bromo-2-cicloexanona 51.
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E61. Espectro de massas obtido por ionizacao de elétrons (70 eV) do 2-cloro-2-
cicloexenona 52.

E62. Espectro de infravermelho (NaCl) do 2-cloro-2-cicloexen-1-ona 52.
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E63. Espectro de RMN 'H (250 MHZ, CDCl3) do 2-cloro-2-cicloexen-1-ona 52.

E64. Espectro de RMN 'C (62.5 MHz, CDCls) do 2-cloro-2-cicloexenona 52.
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E65. Espectro de massas obtido por ionizacao de elétrons (70 eV) do 2-bromo-2-
ciclopentenona 58.
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E66. Espectro de Infravermelho (KBr) do 2-bromo-2-ciclopentenona 58.
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E67. Espectro de RMN "H (500 MHZ, CDCls) do 2-bromo-2-ciclopentenona 58.
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E68. Espectro de RMN C (125 MHz, CDCls) do 2-bromo-2-ciclopentenona 58.
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E69. Espectro de massas obtido por ionizagcao de elétrons (70 eV) do 2-cloro-2-
ciclopentenona 59.
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E70. Espectro de Infravermelho (KBr) do 2-cloro-2-ciclopentenona 59.

173




7.6023
7.2765
5622
5588
5532
5484
5445
3865
3824
3772
3724
3681

7.6153
+ 7.6077

. L AL L . . o Loa ke b am A T N

8 6 4 2 0 [ppm]

E71. Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls) do 2-cloro-2-ciclopentenona 59.
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E72. Espectro de RMN '3C (125 MHz, CDCls) do 2-cloro-2-ciclopentenona 59.
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Abundance Scan 754 (7.400 min)
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E73. Espectro de massas obtido por ionizacao de elétrons (70 eV) do 2-bromo-2-
cicloexanol 55.
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E74. Espectro de massas obtido por ionizacao de elétrons (70 eV) do 2-cloro-2-
cicloexanol 56.
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Abundance Scan 583 (6.420 min)
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E75. Espectro de massas obtido por ionizacao de elétrons (70 eV) do 2-bromo-2-
ciclopentanol 62.
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E76. Espectro de massas obtido por ionizacao de elétrons (70 eV) do 2-cloro-2-
ciclopentanol 63.
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