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RESUMO

A Dbiocatalise é uma ferramenta Gtil na sintese orgéanica devido as reacdes enzimaticas
serem estereosseletivas aos produtos e também por atender aos principios da Quimica
Verde. Dentre as aplicacOes esta a sintese de cloridrinas quirais que sdo utilizadas na
formagdo de epdxidos e amino-alcoois. Estes sdo intermediarios para a sintese de
compostos com atividades farmacoldgicas. Com o objetivo de estudar a reducdo
enantiosseletiva de a-clorocetonas 2a-d utilizou-se fungos de ambiente marinho.
Inicialmente sintetizou a a-clorocetona 2a por radiacdo micro-ondas (70%) e agitacdo
convencional (97%). A reacdo por aquecimento convencional foi utilizada na sintese
das cetonas 3a-d. Em seguida, utilizou-se o fungo Penicillium citrinum CBMAI 1186
na biorreducdo da a-clorocetona 2a. A reacdo foi realizada através da sintese quimica e
seguida da reacdo biocatalitica sem prévia purificacdo da cetona 2a, a qual foi
monitorada por 6 d e obteve-se 32% de conversdo e 15% e.e. da cloridrina 3a. Para
obter melhores resultados fez-se a adi¢do de co-solventes (glicerol, hexano, isopropanol
e metanol). Contudo, ndo houve alteracdo significativa no excesso enantiomeérico, mas a
reacdo em metanol apresentou melhor resultado. Também utilizou-se outros fungos de
ambiente marinho (Mucor racemosus CBMAI 847, Aspergillus sydowii CBMAI 935,
Penicillium raistrickii CBMAI 931 e Penicillium oxalicum CBMAI 1185) e os
derivados 2b-2d [( 2-cloro-1-(4-fluor-fenil)etanona 2b, 2-cloro-2-(furanil)etanona 2c e
2-cloro-1-(p-toluil)etanona 2d] os quais forneceram excessos enantioméricos de 3-94%
e conversdes de 15-97% para as respectivas cloridrinas 3a-d. Este foi o primeiro estudo
envolvendo a sintese de a-clorocetonas seguida de reacdo biocatalitica para a obtencao

de cloridrinas enantioenrriquecidas 3a-d.



ABSTRACT

Biocatalysis is a useful tool in organic synthesis because the enzymatic reactions are
stereoselective to products and also are in accordance to the principles of Green
Chemistry. Among the applications are the synthesis of chiral chlorohydrins that are
used in the formation of epoxides and amino-alcohols. These are intermediates for the
synthesis of compounds with pharmacological activities. With the aim of studying the
enantioselective reduction of a-chloroketones 2a-d was used marine-derived fungus.
Initially was synthesized a-chloroketone 2a under microwave radiation (70%) and
conventional stirring (97%). The reaction by conventional heating has been used in the
synthesis of ketones 3a-d. Then, we used the fungus Penicillium citrinum CBMAI 1186
for bioreduction of the a-chloroketone 2a. The reaction was performed through
chemical synthesis and then by biocatalytic reaction without further purification of the
ketone 2a, which was monitored for 6 d and gave 32% conversion and 15% e.e. of
chlorohydrin 3a. For best results made the addition of solvents (glycerol, hexane,
isopropanol and methanol). However, there was no significant change in the
enantiomeric excess, but the reaction in methanol showed better results. It is also used
other marine-derived (Mucor racemosus CBMAI 847, Aspergillus sydowii CBMAI 935,
Penicillium raistrickii CBMAI 931 and Penicillium oxalicum CBMAI 1185) and a-
cloroketones 2b-2d  [(2-chloro-1-(4-fluoro-phenyl) ethanone 2b, 2-chloro-2-
(furanyl)ethanone 2c and 2-chloro-1-(p-tolyl)ethanone 2d] which gave enantiomeric
excesses of 3-94% and conversions of 15-97% for chloridrins 3a-d, respectively.This
was the first study involving the synthesis of a-chloroketones 2a-d followed by

biocatalytic reaction to obtain enantioenriched chloridrins 3a-d.
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1. INTRODUCAO

1.1 Microrganismos em biocatalise

Os microrganismos, tais como, fungos e bactérias apresentam propriedades
interessantes para aplicacdo em reacfes enzimaticas em relacdo aos processos quimicos
convencionais, ja que sdo biodegradaveis, realizam reacfes quimio, estereo e regiosseletivas,
e sdo de facil cultivo em laboratdrio. Estas reacGes podem ser realizadas em condicGes
brandas de temperatura e pressdo, reduzindo possiveis reacdes laterais e a consequente
formacdo de subprodutos indesejaveis, requisitos fundamentais do ponto de vista
econdmico/ambiental, quando empregados pela industria na producdo de moléculas bioativas.
Também possibilitam promover reacfes em multiplas etapas uma vez que possuem vasta
diversidade de processos metabdlicos e enzimas envolvidas evitando exaustivas reacdes de
protecdo e desprotecdo de grupos funcionais (Rocha et al., 2010; Trincone, 2011; Tortora et
al., 2012).

Fungos derivados de ambiente marinho tém interesse biotecnolégico devido a sua
capacidade de produzir metabdlitos secundarios e enzimas intra e/ou extracelulares diferentes
daquelas produzidas por seus homologos terrestres. Estes fungos, com milhdes de anos de
evolucdo no ambiente marinho foram adaptados as condigdes diferenciadas nos seus
ecossistemas, como por exemplo, alta concentragdo de sais, diferentes faixas de pH, baixa
temperatura e alta pressdo. Tais condi¢des permitem que os fungos sejam capazes de produzir
enzimas mais robustas, as quais podem gerar propriedades quimicas diferenciadas ao serem
empregadas em reacdes de biotransformacéo.

Em geral, 0 ambiente marinho possui baixo potencial hidrico, logo esses organismos,
que neles vivem, necessitam manter o potencial hidrico de suas células menor que o potencial
externo (agua do mar) para que possam absorver a dgua (Raghukumar, 2008; Raghukumar et
al., 2008). Para manter o potencial hidrico menor dentro das células, os fungos derivados de
ambientes marinhos acumulam osmdlitos, tais como, glicerol, manitol e trealose para
manutencdo das células vidveis nesses ambientes extremos (Blomberg et al., 1992). Portanto,
é possivel que as enzimas de fungos de ambiente marinho possam apresentar funcGes

especificas as condi¢des em que sdo cultivados apresentando atividades especificas.



A partir de 2009 o Grupo de Quimica Orgéanica e Biocatalise (IQSC-USP) tém
utilizado fungos derivados de ambiente marinho em reacGes biocataliticas, os quais sdo
cultivados no laboratorio na presenca de agua do mar artificial. Como exemplo, o uso de
células do fungo filamentoso Penicillium citrinum CBMAI 1186 em &agua do mar artificial
bio-hidrogenou quimiosseletivamente a ligacdo dupla C=C da (E)-3-(4-fluor-fenil)-1-
fenilprop-2-en-1-ona ao respectivo 3-(4-fluor-fenil)-1-fenilpropan-1-ol (Esquema 1) (Ferreira
et al., 2015). Células do fungo Aspergillus sydowii CBMAI 934 também catalisaram a reacédo
de hidroxilacéo regiosseletiva do (-)-Ambrox em 10 dias de fermentacdo ao correspondente
derivado hidroxilado (Esquema 2) (Martins et al., 2015). Desta maneira, tem-se verificado
que fungos de ambiente marinho apresentam potencial para diferentes tipos de

biotransformacoes.

Esquema 2 - Bio-hidrogenagdo da (E)-3-(4-flGor-fenil)-1-fenilprop-2-en-1-ona pelo fungo P. citrinum CBMAI
1186.

0] O H
P. citrinum
O = O CBMAI 1186 O O
6d, 130 rpm H
F 32°C F
(E)-3-(4-fluor-fenil)-1- 3-(4-fluor-fenil)-1-fenil-
fenilprop-2-en-1-ona propan-1-ona (rend.= 98 %)

Esquema 3 - Bio-oxidacao regiosseletiva do (-)-Ambrox pelo fungo A. sydowii CBMAI 934.

OH
A. sydowii o)
CBMAI 934 N
10 d, 32°C,
130 rpm
(-)-ambrox 1B-hidroxi-ambrox

rend. =14%

A reducdo assimétrica de cetonas é uma reacdo eficiente no processo de obtencédo de
haloidrinas quirais, as quais sdo utilizadas como intermediarios na preparacdo de um grande
grupo de compostos com atividade farmacol6gica (Barbieri et al., 2001; Nakamura et al.,
2003). Compostos farmacéuticos que possuem a unidade 2-amino-1-ariletanol, tais como
Nifenalol e Sotalol sdo importantes agentes bloqueadores p-adrenérgicos. Sao utilizados no
tratamento de asma, broquites e insuficiéncia cardiaca. A aplicacdo dos enantidbmeros (R)-
Nifenalol e (S)-Sotalol s&o mais eficientes no tratamento de doengas cardiovasculares em
relagdo a mistura racémica dos seus respectivos enantiomeros (Figura 1) (Kapoor et al.,
2005).
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Figura 1 — Exemplo de substancias quimicas com atividade farmacol()gica.

Nifenalol Sotalol

Fonte: Barbieri et al., 2001, p. 416.

A biocatalise representa uma metodologia util também para a sintese de cloridrinas
quirais, as quais sao utilizadas como intermediarios na producdo de diversos compostos de
interesse biologico (Esquema 3) (Rocha et al., 2009). As cloridrinas quirais sdo importantes
na formacdo de epoxidos e amino alcoois quirais, 0s quais sdo utilizados em diversas
transformacoes organicas.

O Esquema 3 ilustra uma sequéncia de reacOes a partir da reducdo de a-
cloroacetofenona visando a obtencdo de intermediarios enantioenriquecidos de interesse
sintético e bioldgico (Pamies et al., 2002; Mei et al., 2008; Zhang et al., 2011; Ferreira et al.,
2014).

Esquema 4 - Biorredugdo de a-clorocetona pelo fungo Triochoderma sp. e aplicagdo da cloridrina em diferentes
transformagdes organicas.

oH A\

o

‘(\ )
400 N (S)—2—(1H-imidazo|-1—|l)-1—
«@o? feniletanol
&k
0 o o
Cl' Trichoderma sp. Ge1 - NaOH "BuSH : S.
©/\/ __thoc _ ©/\‘ 10 mol%, InCls ©/\/ C4Hg
°C, 12h
48 h, pH 7, 32°C EtOH DCM, 25
) . 96% oy 80% (S)-2-(butiltio)-1-feniletanol
alfa-cloroacetofenona (S)-2-cloro-1-feniletanol (S)-2-feniloxirano

(cloridrina)

> L”VEte
HE; 2500 OH
839 1, @/\/ NEt,

(S)-2-(dietilamino)-1-
feniletanol

1.2 Enzimas como catalisadores bioldgicos
Enzimas sdo macromoléculas protéicas e fundamentais para qualquer processo
bioquimico. Elas sdo formadas por uma sequéncia de L-aminoacidos através de ligacOes

peptidicas, as quais adotam uma complexa estrutura tridimensional responsavel por sua
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funcdo. Além de regular as vias metabolicas na manutencdo de processos vitais de um
organismo Vvivo, sdo capazes de acelerar uma reagdo quimica com uma eficiéncia catalitica
superior a muitos catalisadores sintéticos. A Figura 2 ilustra a formacdo de uma ligacédo

peptidica (Leningher et al., 2000).

Figura 2 - Formagdo de uma ligagdo peptidica entre dois aminoacidos.

R! H R
HyN CI‘H C—OH + H \l‘ éu CO0"
O
- ,_/:\*-. 1.0
R H R
HJ&—(’LH—C—zlxx—(l"H—(".(>(‘>
5

Fonte: Leningher et al., 2000.

A acdo enzimatica esta associada a seu sitio ativo ou uma regido especifica capaz de se
ligar ao substrato por meio de forcas intermoleculares. Um dos aspectos mais importantes em
sintese organica estd na estereosseletividade das reacbes que catalisam. Por serem
catalisadores quirais, apresentam configurac6es e conformacdes pré-determinadas e por isso
sdo capazes de reconhecer a quiralidade do substrato na formacdo do complexo enzima-
substrato (Lehninger et al., 2000). Assim, as reacOes catalisadas por enzimas podem ser
quimio- e/ou regiosseletivas, podendo atuar tanto sobre um grupo funcional preferencial de
um substrato que contenha diferentes func6es organicas ou distinguindo entre posi¢des de um
grupo funcional em uma determinada molécula (Esquema 4) (Faber, 2004; Birolli, et al.,
2015).
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Esquema 4 — Exemplos de regiosseletividade (A-grupos funcionais em diferentes regides da molécula) e
quimiosseletividade (B-molécula com diferentes grupos funcionais).

A- Regiosseletividade

o OH
S. cerevisiae
o 30 C pl:i 3,0 o)

_ agitacao
1-fenilpropano-1,2 75-90 min (R)-1-hidroxi-1-fenil-2-propanona

-diona conv.= 28-31% e.e.= 96%
B- Quimiosseletividade

@) ) OH
O/\ P. Kkluyveri g O/\

tanque de agitacao
30 °C, 300 rpm, 24 h (S)-etil 3-(fenil)-3-hidroxipropanoatos
R = H (conv.= 79%, e.e. = 99%)
NO, (conv.= 87%, e.e. = 99%)
OCHg3 (conv.= 79%, e.e. = 99%)

Benzoilacetato

1.3 Sintese organica em reator de micro-ondas

Embora os fornos de micro-ondas domésticos tenham sido utilizados desde os anos
1970, o primeiro relato de que estas fontes de energia também eram adequadas para acelerar
reacOes organicas surgiu em 1986 (Larhed et al., 2001). A partir dos trabalhos pioneiros de
Gedye e Guiguere 0s quimicos organicos passaram a utilizar o forno micro-ondas doméstico
como uma ferramenta para realizacdo de reacOes organicas. Nesses estudos 0s autores
descreveram os resultados obtidos em reacOes de esterificacdo e ciclo-adi¢do (de Souza et al.,
2011).

O uso da radiacdo por micro-ondas tém sido empregado em diversas aplicacGes na
sintese de compostos organicos a fim de reduzir o tempo reacional de reacOes biocataliticas
podendo fornecer altos rendimentos e seletividades. Essa importante ferramenta tecnoldgica
esta concordante com os principios da Quimica Verde e por isso tem sido utilizada em reacGes
organicas e mais recentemente, em reacdes catalisadas por enzimas isoladas e micro-
organismos (Ribeiro et al., 2012; Ribeiro et al., 2013).

Como exemplo, pode ser citada a reacdo de acetilagdo enantiosseletiva do (+)-2-
octanol catalisada pela lipase de Candida antarctica B (CALB-hidrolase) com acetato de
vinila por radiagdo micro-ondas a temperatura de 60 °C em 2 h de reacdo, obtendo o (S)-2-
octanol com 50% de conversdo e excesso enantiomeérico >99% (Esquema 5) (Yu et al.,
2007).
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Esquema 5 - Resolugdo enzimatica do (z)-2-octanol por radiagdo micro-ondas.
OAc

OH OH

MW, 2 h, 60 °C

O Grupo de Quimica Organica e Biocatalise comecou a realizar trabalhos de
biotransformacdo utilizando radiacdo micro-ondas a partir de 2012. O primeiro estudo
envolveu a biorreducdo da 2,2,2-trifllor-acetofenona na obtencdo do respectivo (S)-alcool
com celulas do fungo de origem marinha Mucor racemosus CBMAI 847. A mesma reacao

também foi realizada por aquecimento convencional (Esquema 6) (Ribeiro et al., 2013).

Esquema 6 — Reducdo da 2,2,2-triflGior-acetofenona com o fungo M. racemosus CBMAI 847 por radia¢do micro-
ondas e aquecimento convencional.

0 OH

M. racemosus
CFs CF4

MW e AC 6 h, 40 °C

AC: conv. 100 %, e.e. 74 %
MW: conv. 64 %, e.e. 91 %

Assim, neste trabalho realizou-se um estudo com fungos de ambiente marinho frente a
redugdo de a-clorocetonas por uma metodologia de sintese quimica acoplada com uma reacao

biocatalitica.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo o emprego de fungos de ambiente marinho na
reducdo enantiosseletiva de a-clorocetonas: 2-cloro-1-feniletanona 2a, 2-cloro-1-(4-fltor-

fenil)etanona 2b, 2-cloro-2-(furanil)etanona 2c e 2-cloro-1-(p-toluil)etanona 2d (Figura 3).

Figura 3 — a-clorocetonas empregadas nas reacfes de biorreducéo enantiosseletiva.

0] 0]
©)‘\/CI /©)‘\/CI
. F . .
2-cloro-1-feniletanona 2a 2-cloro-1-(4-flior-fenil)etanona 2b
@)
O
o Cl
\ / Cl
2-cloro-2-(furanil)etanona 2c¢ 2-cloro-1-(p-toluil)etanona 2d

Para atingir os objetivos realizaram-se as seguintes etapas:

a) As sinteses de a-clorocetonas 2a-d por radiacdo de micro-ondas e aquecimento

convencional;

b) As biorreducdes de a-clorocetonas 2a-d pelos fungos Penicillium citrinum CBMAI
1186, Mucor racemosus CBMAI 847, Aspergillus sydowii CBMAI 935, Penicillium
raistrickiit CBMAI 931 e Penicillium oxalicum CBMAI 1185.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Reagentes e solventes

Os reagentes acetofenona la (99%), 4-fluor-acetofenona 1b (99%), 2-furil-metil-
cetona 1c, 4-metil-acetofenona 1d (95%) foram obtidos da Sigma-Aldrich. O NH4CI
(99,99%) e o peroximonossulfato de potassio-Oxone® (KHSOs-0,5KHSO4-0,5K2S04)
também foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os solventes isopropanol, metanol e hexano
foram adquiridos da Panreac. Todos os sais utilizados na composi¢do da agua do mar foram

adquiridos da Merck e Vertec.

3.2 Métodos cromatogréaficos
3.2.1 Cromatografia em coluna e em camada delgada

Para as purificacdes por cromatografia em coluna (CC) foi utilizada silica gel flash 60
230-400 da Across. Para a cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada
cromatofolha de silica gel 60 Fass da Sorbent Technologies. A revelacdo dos compostos
impregnados nas cromatofolhas foi realizada com solucfes de &cido fosfomolibdico
(HsPMo012040) (6,5 g de acido fosfomolibdico em 100 mL de alcool etilico). Para as fases

moveis foram determinadas as misturas de solventes mais adequadas em cada separacao.

3.2.2 Cromatografia a gas por ionizacéo de chama (CG-FID)

As andlises por CG-FID foram realizadas no equipamento Shimadzu®, modelo GC-
2010 plus equipado com autoinjetor modelo AOC-29i com detector de ionizacdo de chamas
(FID) e uma coluna quiral Varian CP-Chiralsil-DEX (pB-ciclodextrina) (25 m x 0,25 mm x
0,39 mm). As condigdes utilizadas nas anélises por cromatografia a gas foram: relacdo de split
1:10, gés de arraste nitrogénio (69 kPa), volume de injecdo (1,0 uL), temperatura do injetor
(250 °C), temperatura do detector (250 °C), temperatura inicial da coluna (120 °C),
mantendo-se durante 2 min, velocidade de aquecimento (2 °C/min) até 165 °C com
programacéo total de 32 min.

3.2.3 Cromatografia a gas por espectrometria de massas (CG-EM)
As andlises por CG-EM foram realizadas no equipamento Shimadzu®, modelo GC-

EM-QP 2010 plus equipado com autoinjetor modelo AOC-20i com detector de massas (MS) e
uma coluna Agilent Technologies DB-5MS contendo 5% fenil e 95% dimetilpolisiloxano (30

m x 0,25 mm x 0,25 mm). As condicdes utilizadas nas andlises foram: relacéo de split 5, gas
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de arraste hélio (62,8 kPa), volume de injecdo (1,0 uL), temperatura do injetor (250 °C),
temperatura da coluna (80 °C), temperatura inicial da coluna (80 °C), mantendo-se durante 2
min, velocidade de aquecimento (5 °C/min) até 200 °C mantendo-se por 4 min com

programacéo total de 30 min.

3.3 Métodos espectroscopicos
3.3.1 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Espectros de RMN de *H e *3C foram obtidos em espectrometro Agilent Technologies,
500/54 Premium Shielded (Central de Analises Quimicas Instrumentais - IQSC) operando nas
frequéncias de 500 MHz (RMN H) e 125 MHz (RMN *3C). Os deslocamentos quimicos ()
foram expressos em partes por milhdo (ppm) e referenciados pelo sinal de cloroférmio
deuterado (CDCls, 7,26 ppm).

3.3.2 Espectroscopia no infravermelho

Os espectros no infravermelho foram obtidos por analise em um equipamento
Shimadzu®, modelo IRAffinity-1 com Transformada de Fourier. As analises foram realizadas
em pastilhas de KBr quando solidas e em cristal de silicio quando liquidas na faixa de 400

cma 4000 cm™ com 32 scans de resolugéo.

3.4 Otimizacao para a sintese da 2-clorol-feniletanona 2a por radiagdo micro-ondas
(MW) e aquecimento convencional (AC)

Em um baldo de 25 mL adicionou-se a acetofenona l1a (1,0 mmol, 120 mg), NH4CI
(2,2 eq., 58,84 mg) e Oxone® (2,2 eq., 338,12 mg) em metanol (5 mL). A mistura reacional
foi mantida em refluxo em um reator de micro-ondas por 15 min a temperatura de 70 °C na
poténcia de 150-200 W. Percorrido o tempo de reacdo, realizou-se uma filtracdo simples e o
solvente foi removido por pressdo reduzida em rotaevaporador. A 2-cloro-1-feniletanona 2a
foi purificada por cromatografia em coluna (silica gel 60) utilizando como eluente hexano e
acetato de etila (9:1). A sintese da 2-cloro-1-feniletanona 2a foi realizada também com outros
solventes (dgua, acetonitrila, etanol e dimetilsulfoxido - DMSO). Em diferentes tempos
reacionais (15, 30 e 60 min) foram utilizados diferentes equivalentes de cloreto de amonia e
de Oxone®, ao determinar o melhor rendimento para a formagéo da 2-cloro-1-feniletanona 2a

nas diferentes condicGes utilizadas em reator de micro-ondas.
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O mesmo procedimento foi realizado utilizando 1,0 mmol da acetofenona l1a 2,2 eq.
de NH4Cl e Oxone® em 5 mL de metanol em refluxo por aquecimento convencional a
temperatura de 70 °C por 30 min. A mistura reacional foi realizada por aquecimento
convencional em refluxo (70 °C). Percorrido o tempo de reacdo (30 min) realizou-se uma
filtracdo e rotaevaporou o solvente (Esquema 7). O produto 2a foi purificado por coluna
(silica gel 60) em uma mistura de hexano e acetato de etila (9:1) e caracterizado por RMN *H
e C, IV e EM. Em aquecimento convencional também foi realizada a sintese das a-
clorocetonas 2b-d a partir da 4-flGor-acetofenona 1b, 2-furanilmetil cetona 1c e 4-metil-

acetofenona 1d.

Esquema 7 - Sintese de a-clorocetona 2a em reator de micro-ondas e por aquecimento convencional.

0] O
NH,4CI, Oxone . cl
Metanol
1a AC ou MW 2a MW (70 %)
(70°C, 30 min) AC (97 %)

35 Isolamento e identificacdo dos fungos filamentosos de ambiente marinho

Os fungos Penicillium raistrickii CBMAI 931 e Aspergillus sydowii CBMAI 935
foram isolados da esponja Chelonaplysilla erecta. O fungo Penicillium citrinum CBMAI
1186 foi isolado da alga marinha Caulerpa sp. O fungo Mucor racemosus CBMAI 847 foi
isolado da alga Mussismilia hispida. As algas e a esponja marinha foram coletadas pelo
Grupo de Quimica Organica de Sistemas Biologicos (IQSC/USP) coordenado pelo Prof. Dr.
Roberto G. S. Berlinck, na cidade de S&o Sebastido, Litoral Norte do Estado de S&o Paulo,
Brasil. O isolamento dos fungos foi realizado em colabora¢do com o Grupo de Pesquisa em
Ecologia de Microrganismos Aquaticos sob coordenacédo da Profa Dra. Mirna H. R. Seleghim
(UFSCar).

Os fungos utilizados neste trabalho foram depositados na Colecdo Brasileira de
Microrganismos de Ambiente e Industria — CBMAI

(http://webdrm.cpgba.unicamp.br/cbmai/).



http://webdrm.cpqba.unicamp.br/cbmai/
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3.6 Cultivo dos fungos de ambiente marinho em meio sélido

As células totais do fungo P. citrinum CBMAI 1186 foram cultivados em placa de
Petri contendo 0,5 g de malte (Acumedia) e 0,5 g de Agar (Acumedia) em 25 mL de &gua do
mar artificial. A solucdo contendo o meio solido foi esterilizada em autoclave vertical para
posteriormente realizar a inoculagéo dos fungos.

As células do fungo marinho P. citrinum CBMAI 1186 de uma cultura estoque foi
inoculada na placa de Petri, previamente preparada em um fluxo laminar para evitar
contaminacdo. A placa contendo o fungo foi mantida em estufa a temperatura de 32 °C para o
crescimento dos miceélios por 6 d. Este procedimento foi realizado para os demais fungos
utilizados: M. racemosus CBMAI 847, A. sydowii CBMAI 935, P. raistrickii CBMAI 931 e
P. oxalicum CBMAI 1185. A composicdo da dgua do mar artificial utilizada foi constituida
por uma mistura de sais: CaCl2.2H,0 (1,36 g.L!), MgCl..6H20 (9,68 g.L™), KCI (0,69.L™}),
NaCl (30,0 g.L 1), NazHPO4 (0,014 mg.L ), Na2SO4 (3,47 g.LY), NaHCOs (0,17 g.LY), KBr
(0,1 g.LY), SrCl..6H20 (0,040 g.L%), HsBO3z (0,030 g.L ) em pH 7. A Figura 4 ilustra o

crescimento das colonias dos fungos utilizados.

Figura 4 — Placas de Petri contendo os fungos de ambiente marinho (6 d, 32 °C).
M. racemosus CBMAI 847 A. sydowii CBMAI 935 P. citrinum CBMAI 1186

P. oxalicum CBMAI 1185

Fonte: Birolli, W. G. 2014.
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3.7 Cultivo dos fungos de ambiente marinho em meio liquido

A cultura do fungo de ambiente marinho P. citrinum CBMAI 1186 em meio liquido
foi realizada pela transferéncia de fragmentos do meio solido (0,5x0,5 cm?), contendo
micélios da cultura estoque para inocular 100 mL de meio de cultura em extrato de malte 2%
(Acumedia) em &gua do mar artificial contidos em um frasco Erlenmeyer (250 mL), em pH 8.
O meio liquido foi esterilizado em autoclave vertical para posteriomente realizar inoculacdo
dos fungos no meio sélido.

Os micelios do fungo P. citrinum CBMAI 1186 foram inoculados no meio liquido em
uma camara de fluxo laminar para evitar contaminagdo. Os micélios foram incubados por 6 d
a temperatura de 32 °C em agitador orbitalar (130 rpm). Este procedimento foi realizado para
os demais fungos: M. racemosus CBMAI 847, A. sydowii CBMAI 935, P. raistrickii CBMAI
931 e P. oxalicum CBMAI 1185. A Figura 5 ilustra o crescimento dos fungos P. raistrickii
CBMAI 931, A. sydowii CBMAI 935 e M. racemosus CBMAI 847 em meio liquido.

Figura 5 - Frascos Erlenmeyer contendo micélios dos fungos P. raistrickii CBMAI 931, A. sydowii CBMAI 935
e M. racemosus CBMAI 847 em meio liquido.

ickii CBMAI 931 Aspergillus sydowii ’CBMAI 935 Mucor racemosus CB?IVIAI 847
il R : 4 "
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3.8 Sintese de a-clorocetonas 2a-d seguida pela reacdo de reducdo pelo fungo P.
citrinum CBMAI 1186

Experimento a: Apos realizar a sintese da 2-cloro-1-feniletanona 2a em refluxo por
aquecimento convencional, a mistura reacional foi integralmente transferida para um frasco
Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de uma solucéo tampéo fostato (Na2HPO4/ KH2POs,
pH =7/0,1 mol.L?) e 5,0 g (massa timida) de micélios midos do fungo P. citrinum CBMAI
1186 previamente filtrados em funil de Buchner.

Experimento b: Apos realizar a sintese da 2-cloro-1-feniletanona 2a em refluxo por
aquecimento convencional, filtrou-se a mistura reacional por filtragdo simples retirando o
excesso do sal de Oxone® e lavou-se com metanol (1 mL). O micélio obtido foi adicionado
em um frasco Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de uma solucdo tampéo fostato
(NazHPO4/ KH2PO4, pH = 7 / 0,1 mol.L?) e 5,0 g (massa imida) de micélios do fungo P.
citrinum CBMAI 1186 previamente filtrados em funil de Buchner.

Experimento c: ApOs realizar a sintese da 2-cloro-1-feniletanona 2a em refluxo por
aquecimento convencional, a mistura reacional foi filtrada por filtracdo simples e o excesso de
metanol foi evaporado a pressao reduzida em rotaevaporador. Em seguida a mistura reacional
adicionou-se 300 pL de DMSO e transferiu-se para um frasco Erlenmeyer de 250 mL
contendo 100 mL de uma solucio tampdo fostato (NazHPO4/ KH2PO4, pH=7/0,1 mol.L%) e
5,0 g (massa imida) de micélios do fungo P. citrinum CBMAI 1186 previamente filtrados em
funil de Buchner.

A Figura 6 ilustra os protocolos utilizados nos experimentos a, b e c.
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Figura 6 - Fluxograma da sintese de a-clorocetona 2a seguida pela reacdo de reducdo pelo fungo P.

citrinum CBMAI 1186 em diferentes experimentos.

1,0 mmol da 2-cloro-1-
feniletanona 2a no meio reacional
contendo 2,2 eq. de NH,CI e
Oxone e 5,0 mL de metanol

Experimento a Experimento b Experimento ¢
Em um  frasco Filtrou-se a reacdo
Erlenmeyer de 250 Filtrou-se a reacdo para retirar 0 excesso
mL foi adicionado gara nlangar (:) €XCesso ?e sal ge O)((ioneze
. e sal de Oxone e avagem do produto 2a
100 mL  tampdo lavagem do produto com metanol.

fosfato (Na,HPO,/
KH,PO,, pH=7), 5,0
g do micélio de P,
citrinum CBMAI

2a com metanol.

/

1186.
Evaporou-se o solvente

Em um  frasco em pressao reduzida.
Erlenmeyer de 250
mL foi adicionado
1000 mL tampdo

Reacdo mantida por 6 d em fosfato (Na,HPO,/

Shaker (32 °C, 130 rpm). KH,PO,, pH=7), 5,0 Em um  frasco
g do micélio de P Erlenmeyer de 250
citrinum CBMAI mL foi adicionado
1186. 100 mL tampao

fosfato (Na,HPO,/
KH,PO,, pH=7), 5,0
g do micélio de P,
citrinum CBMAI
1186.

Reag¢do mantida por 6 d em
Shaker (32 °C, 130 rpm).

Reagdo mantida por 6 d em
Shaker (32 °C, 130 rpm).
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Em todos os casos as misturas reacionais foram incubadas durante 6 d em agitador
orbital (130 rpm) a temperatura de 32 °C. As reagdes foram monitoradas por CCD a cada 48
h. Apds 6 d de incubacéo as células foram filtradas em funil de Bunchner. A massa micelial
obtida foi transferida para um frasco Erlenmeyer e mantida em agitacdo magnética por 30 min
com 50 mL da mistura de acetato de etila e agua (1:1) para rompimento das células. Apos este
tempo foi novamente filtrada em funil de Bunchner e extraida com AcOEt (3 x 50 mL). A
fase orgénica foi seca com Na>SO4 anidro, filtrada e evaporada no rotaevaporador. Os extratos
obtidos foram purificados por CC com silica gel e 0 excesso enantiomérico da (R)-2-cloro-1-

feniletanol 3a foi determinado por CG-FID/coluna quiral.

3.9  Sintese das cloridrinas racémicas 3a-d

As cloridrinas racémicas 3a-d foram sintetizados a partir da reducdo das
correspondentes cetonas comerciais com boroidreto de s6dio em metanol. As reacGes de
reducdo foram realizadas em um baldo de 50 mL sob agitacdo magnética em banho de gelo a
temperatura de 0 °C. Para cada 1 equivalente das correspondentes cetonas foram adicionadas
1,1 equivalente de boroidreto de sddio em metanol (10 mL) e manteve-se a reacdo em
agitacdo magnética por 30 min. Em seguida, a reacdo foi monitorada por cromatografia em
camada delgada (CCD) e reveladas em solucdo de anisaldeido. Apds confirmacao da reducéo
da cetona, foi adicionada a reacdo agua destilada (15 mL) e extraiu-se com acetato de etila (3
x 20 mL). A fase organica foi seca com Na,SOs anidro, filtrada e concentrada sob vacuo no

rotaevaporador obtendo-se bons rendimentos.

3.10 Medida da rotacdo Optica das cloridrinas 3a-d obtidas por biorreducéo

A leitura de rotacdo Optica das cloridrinas 3a-d foi realizada no polarimetro Jasco
modelo P2000 equipado com lampada de sodio (A = 589 nm) e software Spectra manager,
utilizando cela de 0,98 dm de diametro e concentracdes expressas em g/100 mL, o solvente
utilizado foi o acetato de etila e as analises foram realizadas em quintuplicatas. A
configuracdo absoluta das cloridrinas 3a-d foi determinada por comparacdo da rotagédo

especifica descrita na literatura .
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em vista do protocolo relatado por Zhou et al. (2012) para monocloracdo de cetonas
com NH4Cl e Oxone® decidiu-se estudar tais condic@es de reagdo com o objetivo de preparar
a-clorocetonas monocloradas 2a-d empregando um reator de micro-ondas. Como pode ser
observado na Tabela 1, inicialmente foi utilizada a acetofenona 1a (1,0 mmol, 120 mg) para
reagir com 1,1 eq. de NH4Cl e 1,1 eq. de Oxone® em etanol (5,0 mL), como solvente limpo e
renovavel, a temperatura de 70 °C durante 15 min em radiagdo de micro-ondas, formando
16% de converséo da 2-cloro-1-feniletanona 2a (entrada 1, Tabela 1).

Em tentativa de preparar a 2-cloro-1-feniletanona 2a em maior rendimento focou-se o
estudo na otimizacdo destas condi¢des reacionais (Tabela 1). Entdo, aumentou-se o tempo
reacional para 30 min com a acetofenona 1a (1,0 mmol, 120 mg) reagindo com 1,1 eq. de
NH4Cl e 1,1 eq. de Oxone® em etanol (5,0 mL) a temperatura de 70 °C em reator micro-
ondas, formando 29% de conversdo 2-cloro-1-feniletanona 2a (entrada 2, Tabela 1). No
entanto, o rendimento do produto 2a ndo foi significativo e entdo se fez o uso de outros
solventes organicos.

Quando a transformacéo foi realizada em metanol (5 mL) 1,1 equivalentes de NH4Cl
e 1,1 eq. de Oxone® foi convertido em 55% para a 2-cloro-1-feniletanona 2a (entrada 3,
Tabela 1). Os solventes acetonitrila (5,0 mL) e 4gua (5,0 mL) foram utilizadas separadamente
na reacao a temperatura de 70 °C em radiacdo por micro-ondas por 30 min e foi observado
por andlise de CG/FID somente 2 e 3%, respectivamente para a formacdo da 2-cloro-1-
feniletanona 2a (entradas 4 e 5, Tabela 1). A reacdo na presenca de DMSO (5,0 mL) néo
levou a formacdo de 2-cloro-1-feniletanona 2a (entrada 6, Tabela 1). Neste caso, pode-se
concluir que o solvente teve influéncia na formacdo da 2-cloro-1-feniletanona 2a quando se
utilizou NH4Cl e Oxone® por radiacdo de micro-ondas. Neste estudo o metanol foi o solvente
que melhor contribuiu na obtencdo do produto 2a.

Ao utilizar 2,2 eq. de NH«Cl e 1,1 eq. de Oxone® em 5,0 mL de metanol a
temperatura de 70 °C durante 30 min por radiacdo em micro-ondas, o produto 2a foi obtido
em 69% de conversdo (entrada 7, Tabela 1). Em presenca de 1,1 eq. de NH4Cl e 2,2 eq. de
Oxone® nas mesmas condicdes o produto 2a foi obtido 59% de converséo (entrada 8, Tabela
1) e ao reagir 2,2 eq. de NH4Cl e 2,2 eq. de Oxone® a temperatura de 70 °C durante 30 min
porém na auséncia de solvente, obteve-se 14% de conversao do produto 2a (entrada 9, Tabela
1).
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Tabela 1 - Otimizagio da sintese da a-cloro-feniletanona 2a por radiagcdo micro-ondas.

0]
NH4CI, Oxone Cl
MW, 70°C, 30 min
1a 2a
Entrada Solvente Tempo (min) NH,4CI Oxone® (mmol) Converséo (%)?
(mmol)
1 Etanol 15 1,1 1,1 16
2 Etanol 30 1,1 1,1 29
3 Metanol 30 1,1 1,1 55
4 Acetonitrila 30 1,1 1,1 2
5 Agua 30 1,1 1,1 3
6 DMSO 30 1,1 1,1 0
7 Metanol 30 2,2 1,1 69
8 Metanol 30 1,1 2,2 59
9 Sem solvente 30 2,2 2,2 14
10 Metanol 30 2,2 2,2 80 (70)°
11 Metanol 60 2,2 2,2 86 (74)°

@ Converséo obtida em andlise por CG-FID.
b Rendimento isolado por CC.

Ainda visando obter melhores rendimentos realizaram-se novos experimentos em
metanol. Ao utilizar 2,2 eq. de NH4Cl e 2,2 eq. de Oxone® para 1,0 eq. de acetofenona 1a a
temperatura de 70 °C durante 30 min por radiacdo em micro-ondas, o produto 2a foi obtido
com 80% de conversdo ap6s extragdo. Por cromatografia em coluna foi obtido 70% de
conversdo para o produto 2a (entrada 10, Tabela 1). O mesmo procedimento foi realizado em
60 min por radiacdo micro-ondas e a 2-cloro-1-feniletanona 2a foi obtida com 86% de
conversdo e por cromatografia em coluna obteve-se 74% de converséao (entrada 11, Tabela 1).
Este resultado mostrou que a melhor condicédo para formar 2-cloro-1-feniletanona 2a foi na
presenca de NH4Cl, Oxone® e metanol por radiacio micro-ondas por 30 min.

A melhor condi¢do na preparagdo da a-cloro-feniletanona 2a por radiagdo de micro-
ondas também foi realizada em aquecimento convencional em refluxo (70 °C). Seguindo as
mesmas quantidades de 2,2 eq. de NH4Cl, 2,2 eq. Oxone® e 5,0 mL de metanol, & temperatura
de 70 °C por 30 min. A reagdo em aquecimento convencional formou 97% da a-cloro-
feniletanona 2a apds purificacdo por CC (Esquema 7).

Em vista desses resultados também optou-se em realizar a sintese de 2a por

aquecimento convencional e aplicou-se a metodologia para as cetonas 1b-d (Tabela 2).
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Tabela 2 - Sintese de derivados da 2-cloro-1-feniletanona 2a em aquecimento convencional.

(o) (0]
2,2 eq NH4CI, 2,2 eq. Oxone
R)J\ R)Jvcn

AC, 70 °C, 30 min 2a-d
R = Ph (1a)
R= 4-F-Ph (1b)
R = Furanil (1c)
R = 4-Me-Ph (1d)

Derivados da a-clorocetona Converséo (%)?
2-cloro-1-feniletanona 2a 97
2-cloro-1-(4-flaor-fenil)-etanona 2b 93
2-cloro-2-(furan)etanona 2¢ 85
2-cloro-1-(p-toluil)etanona 2d 90

@Rendimento isolado por CC.

A proposta de mecanismo para a mono-cloracio de cetonas utilizando Oxone® e
NH4Cl é apresentada na Figura 7. Primeiramente, os ions cloreto sdo oxidados pelo sal de
Oxone® levando a formagéo de CI*. Em seguida o enol obtido, pelo equilibrio ceto-endlico
com a cetona, reage in situ e promove o ataque nucleofilico ao ion CI* obtendo o

correspondente produto mono-clorado (Zhou et al., 2012).

Figura 7 - Proposta de mecanismo para oxidacdo do NH4Cl pelo Oxone® seguida da mono-cloragdo de cetonas.

O\\ //O + Iﬂ -
K o501 H/[:]T,// Cr _ » HOCI" + KHSO; + NHs
H H
IOH
. 2
(: OH " OH 0
N cl Cl
HOCI* -H,0
1a 2a

Segundo Zhou et al. (2012) os ions HO'CI* sdo instaveis e faceis de se decomporem,
esta observagdo pode contribuir para 0 menor rendimento do produto 2a quando a reagéo foi
realizada por radiagdo micro-ondas em comparagdo ao aquecimento convencional; por
radiagdo micro-ondas houve a formacédo de subprodutos diclorados e também com adicdo de
uma hidroxila junto ao cloro na posicao 2 da cetona, devido também a reatividade da reacéo.
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A Figura 8 mostra o cromatograma obtido em um cromatografo a gas com detector de
massas (CG-EM) com o pico do produto 2a no tempo de 12,5 min e os subprodutos formados

com tempos de retencdo na regido de 12 a 15 min.

Figura 8 — Cromatograma representando a formag&o do produto 2a e os subprodutos gerados na reacéo.

{10000 000)
e

1751 +—

150%
125%
1nu€ o o

qué [:::::I/Jl\\ [::::]//u\\r/

0
cl
o}
OH c
: cl Cl
030 - \ /
000 A

U A B L B L A T
50 735 100 125 150 175 200 75 250 73

025

Devido & importancia de cloridrinas como intermedidrios reativos em quimica
organica, destaca-se seu uso na formacao de epdxidos na presenca de uma solucdo de NaOH a
temperatura de 25 °C por 3 h (Barbieri et al., 1999) com 90% de conversdo. O correspondente
epoxido pode reagir com um vasto nuimero de nucledfilos (Barbieri et al., 2001)
proporcionando uma variedade de produtos Uteis com aplicacdo em sinteses totais de
moléculas bioativas (Esquema 3).

O desenvolvimento por métodos conjugados em sintese organica vem ganhando
espaco, uma vez que o custo do processo pode ser minimizado ja que promove a reducédo de
etapas de purificacdo e facilitacdo na obtencdo do produto desejado.

Neste sentido, selecionou-se o fungo Penicillium citrinum CBMAI 1186 para iniciar
os estudos de biotransformacdo, uma vez que trabalhos prévios realizados no laboratério
indicaram resultados promissores com este microrganismo (Rocha et al., 2009; Ferreira et al.,
2015). Com base nestes estudos houve a necessidade de aprimorar 0 emprego deste fungo em
novas reacdes de biotransformagéo.

A reacgdo descrita como experimento a (Secéo de 3.8.) mostrou que mesmo no tempo
de 144 h de reagdo (130 rpm e 32 °C) nenhuma biotransformagdo ocorreu, possivelmente

tanto o excesso do sal de Oxone® quanto os residuos da propria reacido podem ter sido
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prejudiciais a manutencdo do metabolismo do fungo impossibilitando a reagdo ocorrer nestas
condigdes.

O experimento b (Secdo de 3.8.) foi utilizado sem a presenca do excesso do sal de
Oxone® o qual foi retirado por filtragdo. E mesmo o meio reacional sem a presenca do
excesso do sal de Oxone® as células do fungo P. citrinum CBMAI 1186 ndo promoveram a
biotransformagéo do composto 2a.

Por fim, o experimento ¢ (Secdo de 3.8.) deu-se com a filtragdo e posterior retirada do
excesso de metanol do meio. Apos extracdo da reacdo a cloridrina 2a foi obtida em 20% de
conversdo com excesso enantiomérico de 10% em 48 h de reacdo enquanto que no periodo de
144 h de reagdo ocorreu um acréscimo na conversdo do produto 2a bem como no excesso
enantiomérico (conv. 32%; e.e. 15%). Esses resultados evidenciaram que o meio reacional
influenciou a reacdo de reducdo (Tabela 3).

Com o objetivo de aumentar a conversdo e o excesso enantiomérico da cloridrina 3a a
reacao foi realizada na presenca de 5% (5 mL) de diferentes co-solventes, tais como, glicerol,
hexano e isopropanol. Estes co-solventes podem facilitar a solubilidade do substrato, e no
caso da adicdo dos alcoois como co-solventes, estes também favorecerem a regeneracdo do
cofator NAD*/NADH. Uma desvantagem da biotransformacdo como ferramenta para a
sintese organica € a baixa solubilidade da maioria dos compostos organicos em agua, uma vez
que este processo geralmente é realizado em meio aquoso. Sistemas bifasicos podem ser
usados em reacGes de biotransformacdo minimizando a solubilidade e toxicidade dos
compostos no meio reacional (Silva et al., 2010). E importante destacar que em sistemas
bifasicos tanto o substrato (cetona) quanto o produto (&lcool) tendem a permanecer na fase

organica evitando que causem danos as células do microrganismo.
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Tabela 3 - Reagdo em cascata na sintese de 2-cloro-1-feniletanona 2a seguida pela biorreducao pelo fungo P.
citrinum CBMAI 1186.

O 2,2 eq. NH,CI, 2,2 eq. Oxone 0 Penicillium citrinum OH
5 mL metanol Cl CBMAI 1186 ~_Cl
AC, refluxo 70°C, 6d, 130 rpm, 32 °C ©N
1a (30 min) 2a (S)-3a
Entrada Condicao reacional tempo (h) conversdo (%) 3a? e.e. (%) 3aP
1 Experimento a 48 - -
2 96 - -
3 144 - -
4 Experimento b 48 - -
5 96 - -
6 144 - -
7 Experimento ¢ 48 20 10
8 96 24 12
9 144 32 15

@ Conversdo realizada por anélise CG-FID.
be.e. = excesso enantiomérico.

A presenga de solventes organicos pode influenciar a atividade bem como, a
estabilidade das enzimas. Os solventes organicos também influenciam nas propriedades
dielétricas do meio reacional este, por sua vez, influenciam nas forcas de Van der Waals, que
sdo responsaveis pela estrutura tridimensional de uma enzima (Gagnon et al., 2011).

Nestes estudos, em todas as reacdes na presenca dos diferentes co-solventes utilizados o
excesso enantiomérico sofreu um leve decréscimo, porém ocorreu um aumento nos valores de
conversdo da cloridrina 3a (Tabela 4) quando o fungo P. citrinum CBMAI 1186 foi utilizado
na presenca de 1% de glicerol. A conversdo da cloridrina 3a ndo foi significativa frente a
reacdo contendo apenas tampdo fosfato (pH 7, auséncia de solvente organico). Os resultados
da Tabela 4 indicam que ndo houve um aumento significativo na presenca de co-solventes.
Isso pode ocorrer devido a volatilidade do solvente, no caso do hexano, que pode ter
evaporado durante os 6 d de reacdo. No caso do isopropanol e glicerol a baixa conversdo pode

ser devido ao pequeno volume (5 mL) empregado na reacao de biorreducéo.
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Tabela 4 - Reacdo enantiosseletiva da 2-cloro-1-feniletanona 2a pelo
fungo P. citrinum CBMAI 1186 na presenga de co-solventes.

Entrada Co-solvente conversdo (%) e.e. (%)
3a? 3a°
1 NN 36 10
(hexano)
OH
2 H 3C)\0H3 5 9

(isopropanol)

3 HO™ Y oH 38 10

OH
(glicerol)

4 Tampéo fosfato (auséncia de 32 15
solvente organico)

2 Conversdo foi obtida por analise em CG-FID.
PExcesso enantiomérico.

A partir do estudo de biotransformacdo previamente realizado utilizando células do
fungo P. citrinum CBMAI 1186 fez-se entdo o uso de outros fungos derivados de ambiente
marinho, tais como, Mucor racemosus CBMAI 847, Aspergillus sydowii CBMAI 935,
Penicillium raistrickii CBMAI 931 e Penicillium oxalicum CBMAI 1185 (Secdo 3.8-
Experimento ¢) com o objetivo de obter o produto (S)-2-cloro-1-feniletanol (3a) com melhor
excesso enantiomérico e rendimento.

Diferentes rendimentos e excessos enantioméricos foram obtidos quando os fungos
derivados de ambiente marinho foram utilizados. Quando o fungo Mucor racemosus CBMAI
847 foi utilizado obteve-se a (S)-cloridrina 3a em baixo valor de conversdo (conv.16%), no
entanto com bom excesso enantiomérico (e.e. 60%). Ja o fungo Aspergillus sydowii CBMAI
935 foi capaz de biotransformar em 21% de conversao na (S)-cloridrina 3a e 50% de excesso
enantiomérico. Enquanto que o fungo Penicillium raistrickii CBMAI 931 converteu a
clorocetona 2a na correspondente (S)-cloridrina 3a em baixa conversdao (15%) e baixo
excesso enantiomérico (12%); e o fungo Penicillium oxalicum CBMAI 1185 converteu a
clorocetona 2a no correspondente (S)-cloridrina 3a com baixa conversdo (20%) e baixo
excesso enantiomérico (21%) (Tabela 5).

Conclui-se também que estas reacGes foram realizadas consecutivamente a sintese

quimica seguida da biotransformacgéo (Secéo 3.8-Experimento c) e para nosso conhecimento,
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este foi o primeiro protocolo descrito na literatura utilizando sintese quimica seguida da
reacdo biocatalitica com células microbianas.

Em adicdo a estes estudos prepararam-se as cloridrinas 3b-d utilizando-se esta
metodologia. Diferentes a-clorocetonas 2b-d foram previamente sintetizadas por agitacéo
convencional em refluxo (70 °C), utilizando cloreto de amonio (2,2 eq.) e Oxone® (2,2 eq.)
em metanol (5,0 mL) por 30 min. Em seguida foram utilizadas na reacéo de biotransformacéo
com micélios dos fungos: P. citrinum CBMAI 1186, Mucor racemosus CBMAI 847,
Aspergillus sydowii CBMAI 935, Penicillium raistrickii CBMAI 931 e Penicillium oxalicum
CBMAI 1185 os quais produziram diferentes valores de conversdo e excesso enantiomérico
(Tabela 5 e Figura 6).

Tabela 5 — Sintese quimica das a-clorocetonas 2a-d e seguida da biorreducdo por fungos de ambiente marinho.

0] o .
2,2 eq NH,4CI, 2,2 eq. Oxone fungo marinho =
refluxo, 70°C 6d, 130 rpm, 32 °C

R="Ph (1a .
R= 4-F-§3h )(1b) (30 min) 2a-d (S)-3a-d
R = Furanil (1c)

R = 4-Me-Ph (1d)

Fungo marinho 3 3b 3c 3d
P. citrinum CBMAI c.a. (S) c.a. (S) c.a. (S) c.a. (S)
1186 conv. 32 % conv. 45 % conv. 28 % conv. 40 %
e.e.15% e.e. 48% e.e. 38 % e.e. 60 %
P. oxalicum CBMAI c.a. (S) c.a. (S) c.a. (S) c.a. (S)
1185 conv. 18 % conv. 94 % conv. 31 % conv. 97 %
e.e.21% ee. 25% ee.3% e.e. 94 %
A. sydowii CBMAI c.a. (S) c.a. (S) c.a. (S) c.a. (S)
935 conv. 21 % conv. 68 % conv. 40 % conv. 90 %
e.e. 50 % e.e. 9% e.e. 64 % e.e. 89 %
P. raistrickii CBMAI c.a. (S) c.a. (S) c.a. (S) c.a. (S)
931 conv. 15 % conv. 47 % conv. 27 % conv. 86 %
e.e. 12% ee.72% e.e.15% e.e.82%
Mucor racemosus c.a. (S) c.a. (S) c.a. (S) c.a. (S)
CBMAI 847 conv. 16 % conv. 12 % conv. 12 % conv. 12 %
e.e. 60 % e.e. 66 % ee. 4% e.e. 66 %

*conv.= conversdo determinada por integracdo das areas dos picos por CG-FID;
e.e. = excesso enantiomérico;
c.a. = configuracdo absoluta determinada pela medida da rotagdo Optica.

Células do fungo P. oxalicum CBMAI 1185 produziram boa conversdo do 2-cloro-1-
(4-flaor-fenil)etan-1-ol 3b (conv. 94%), porém com baixo excesso enantiomérico (25%). O
2-cloro-1-(p-toluil)etan-1-ol 3d foi obtido com 97% de conversdo e 94% de excesso

enantiomérico. O produto 3d mostrou-se com altas conversdes e excessos enantioméricos
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para a maioria dos fungos utilizados neste estudo indicando que as enzimas foram
estereosseletivas para a reducdo de 2d (Tabela 5).

Em todos os casos o 2-cloro-1-feniletanol 3a e 2-cloro-2-(furanil)etanol  3c
apresentaram baixas conversdes (12-47%) e excessos enantioméricos (3-38%), quando o0s
fungos derivados de ambiente marinho foram utilizados (Tabela 5). Enquanto que o produto
3b apresentou valores moderados (conv. 47-94%, e.e. 48-72%) nas reacOes de
biotransformacdo com os fungos marinhos. Tais resultados mostram a eficacia das reacdes de
reducdo assimétrica empregando microrganismos de origem marinha, com uma metodologia
que assegura os principios da Quimica Verde na preparacdo de moléculas quirais
enantioenriquecidas.

A configuracdo absoluta das cloridrinas 3a-d foi determinada por comparacdo da

rotacdo especifica descrita na literatura (Tabela 6).

Tabela 6 - Valores de rotacdo Optica para os produtos enantiopuros obtidos pela biotransformacao com os fungos
marinhos comparados com os dados da literatura.

T R T .
Compostos [#lo = experimental® [elo = |iteratura
OH 20 20
S g [elo = + 1,46 (c 19,1 mg/1 mL, AcOEY) [@lo = + 38,5 (c 0,9 9/100 mL, CH,Cl,)
©/\/ (Cheung et al., 2005)
(S)-3a
OH 20 20
o [elo = + 27,2 (¢ 5 mg/2 mL, AcOEt) [2lo = + 34 (¢ 1,6 g/100 mL, CH.Cly)
Q/V (Bandini et al., 2006)
F
(S)-3b
OH 20 25
ol [@Jo = + 10,3 (c 7,1 mg/2 mL, AcOEY) [edo = + 17,1 (¢ 0,97 g/100 ML, MeOH)
©/\/ (Zuhal Gercek et al., 2005)
(6]
(S)-3¢
OH [a]20 25
“_ _cl D =+321 (c238mg/2mL, AcOEt) [@lo' = + 43,1 (c 0,8 g/100 mL, CHCl5)
(Deevi Basavaiah et al., 2006)
H;C
(S)-3d

A rotacdo Optica foi medida em acetato de etila como solvente em um polarimetro JASCO P2000 equipado com
uma lampada de Na-589nm.
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Além das reagBes realizadas com os micélios dos fungos derivados de ambiente
marinho, empregou-se também o0s seus respectivos caldos enzimaticos utilizando a cetona 2a.
Porém, as reacGes com os caldos enzimaticos forneceram apenas tracos da cloridrina 3a, desta
forma pode-se inferir que as enzimas responsaveis pela biorreducéo sdo intracelulares.

A reducdo de compostos carbonilicos como aldeidos e cetonas envolvem normalmente
a acdo de enzimas desidrogenases. Nas reacdes de reducdo de um grupo carbonilico pela
alcool desidrogenase em que envolve a presenca de uma coenzima, NAD(P)H ou NADH,
ocorre a transferéncia de um ion hidreto ao grupo carbonilico da cetona, de tal forma que a
enzima discrima entre as faces do grupo carbonilico para formacéo preferencial de um estado
estereoisomérico do alcool. O mecanismo de a¢do da coenzima no sitio catalitico envolve
uma interacdo do oxigénio carbonilico do substrato ao ion inorganico presente no sitio ativo
da enzima (Zn?*, Mg?*, Mn?*) em que este atua como um acido de Lewis ativando a carbonila
e favorecendo a transferéncia do ion hidreto da coenzima NAD(P)H. A transferéncia do ion
hidreto pelo cofator pode ser por um dos quatro diferentes tipos de estereoespecificidades, e
isto depende da orientacdo da ligacdo do substrato a enzima que levara a formacédo do (R)- ou

(S)-alcool (Esquema 8) (Marsaioli et al., 2010).

Esquema 8 - Transferéncia de um ion hidreto do cofator NADH ao grupo carbonilico.

H OH

O
alcool desidrogenase‘
NADH T (S)
face si face re .
Enzima 2 . HN
Enzima 4 4\ \
O . N
. nzima 3 R -
Enzima 1 N | g em e S
ﬁ Hzc‘a---- -Zn\\ “CH,

Hes) Hr) His) Her) . R
CONH, CONH, Hi.c=0
| || /
N N Ny
ADPR ADPR T aH
H 4 P
_ CONH, N
OH | R NH,
A Syt
R™ "Ry N
alcool quiral ADPR

Fonte: Marsaioli et al., 2010, p. 257.
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4.1 ANALISES ESPECTROSCOPICAS E CROMATOGRAFICAS

Os produtos obtidos pela biorreducdo a partir de células totais dos fungos derivados de
ambiente marinho (3a-d), bem como os sintetizados previamente 2a-d, foram isolados e
identificados por analises espectroscopicas de RMN *H e 3C, Infravermelho (IV) e
cromatografia & gas por espectrometria de massas (CG-EM). A titulo de identificagdo dos
compostos obtidos neste trabalho foi descrito a caracterizagéo da cetona 2a e da cloridrina 3a
pelas técnicas de RMN *H, °C, IV, EM, CG-FID (coluna quiral). Os espectros de todos os

compostos estdo em anexo.
4.1.1 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

O produto clorado 2a foi analisado por espectroscopia de RMN em CDCls. Observou-
se a presenca de um multipleto em 7,97-7,92 ppm referente aos hidrogénios da posi¢do orto
do anel aromatico, este sinal é observado em um campo menor uma vez que este esta sobre
maior influéncia da desblindagem provocada pelo grupo carbonilico e pelo efeito de
anisotropia do sistema aromatico. Outro multipleto aparece em 7,63-7,58 ppm referente aos
hidrogénios na posicdo para do anel e em 7,51-7,46 ppm observou-se o sinal referente aos
hidrogénios da posicdo meta em um campo de menor intensidade. Os hidrogénios do sistema
aromatico ficam desblindados pelo efeito do fenémeno da anisotropia diamagnética do anel
aromatico. O sinal em 4,72 ppm referente aos hidrogénios o —CH>, aparecem em forma de
singleto, este é afetado pela eletronegatividade do &tomo de cloro desblindando os elétrons
dos hidrogénios, o que faz que aparegeram em um campo mais baixo do espectro de RMN *H
(Figura 9).

O espectro de RMN *C em CDCls também confirmou a estrutura do produto clorado
2a. O sinal em 45,9 pmm ¢ referente ao Unico carbono metilénico —CH»-. Em 128,5 ppm e
128,9 ppm sdo referentes aos carbonos orto e meta do anel aromatico, respectivamente. Os
sinais 134,0 ppm e 134,2 ppm referem-se aos carbonos em meta e epsilon do anel aromatico,
respectivamente. Por fim, o sinal em 191,0 ppm ¢é referente ao carbono da carbonila (Figura
10).



Figura 9 - Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) da a-cloro-feniletanona 2a.
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A cloridrina 3a foi analisada por espectroscopia de RMN *H em CDCIs, Observou-se a
presenca de um singleto na regido de 7,3 ppm referente aos hidrogénios do anel aromatico,
este sinal é observado em um campo mais baixo uma vez que este esta sobre maior influéncia
da desblindagem provocada pela hidroxila. Na regido de 5,9 ppm tem-se um sinal referente ao
hidrogénio do grupamento &lcool. O hidrogénio carbindlico encontra-se desblindado pelo
efeito da eletronegatividade do oxigénio, o qual faz uso de um campo mais baixo para excitar
0s nucleos. O sinal em 3,8 ppm é referente aos hidrogénios da ligacdo —CH> que estdo
préximos ao atomo de cloro. Este é afetado pela eletronegatividade do atomo de cloro
desblindando os elétrons dos hidrogénios, o que faz com que aparecem em um campo mais
alto do espectro de RMN *H (Figura 11).

O espectro de RMN 3C em CDCI3 também confirmou a estrutura da cloridrina 3a. O
sinal em 50,9 pmm é referente ao carbono —CH.. O carbono ligado a hidroxila aparece na
regido espectral em 74,0 ppm; e em 128,6 ppm e 126 ppm séo referentes aos carbonos do
anel aromatico. E o sinal em 139,9 ppm é referente ao carbono quaternario ligado ao grupo
substituinte da cadeia lateral, o qual esta mais desblindado pela influéncia do atomo de

oxigénio (Figura 12).



Figura 11 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCls) do 2-cloro-1-feniletanol 3a.
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4.1.2 Espectroscopia no infravermelho (1V)

O espesctro no infravermelho corrobora para a confirmacdo do produto 2-cloro-1-
feniletanona 2a pela analise das bandas caracteristicas (Figura 13). A banda na regido de
3065 cm™ refere-se & vibragdo da ligagdo =C-H (sp?) do anel aromatico. Na regifo de 2955-
2951 cm correspondem as bandas de vibragdo —C-H (sp?). O sinal em 1701 cm™* com forte

intensidade representa o estiramento do grupo carbonilico —-C=0.

As bandas de média intensidade que aparecem no intervalo de 1597 -1398 cm™ séo as
vibracdes das ligagdes —C=C- do anel aromatico. No intervalo de 1213-1001 cm™ s&o bandas
caracteristicas de estiramentos do anel aromatico. E entre 789-559 cm™ apresentam bandas de
média e forte intensidade referente ao estiramento da ligacdo —C-Cl. Na regido de 748-687

cm™? observa-se a deformacdo da ligagdo C-H do anel aromatico, fora do plano com forte

intensidade.

Figura 13 - Espectro no infravermelho da 2-cloro-1-feniletanona 2a.
96
88
80

72

64

56

I

85°9/TT—

48

£9'T85T
£0°L28T—

\ 6888
9£'655—

%Transmittance

90°'T00T—
€Tr9—

40

90°L65T—
€S°TLL

ap-apy— 085
99'989—

32

6€'86ET

a8y T—

24

T

€CETCT

16

2’ 10LT—
€¥°'569T

N I e e e e e N HIL A e e e e e e e B T I e o o e e N B A
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wawenumber (cm-1)



38

Na Figura 14 tem-se o espectro no infravermelho prara o 2-cloro-1-feniletanol 3a. Em
3420 cm™ tem-se uma banda de intensidade intermediéria e larga, resultante da associagdo
polimérica dos grupamentos O-H via fortes ligaces hidrogénio. Este é um forte indicio da
formacdo da cloridrina 3a, devido também a auséncia do sinal em 1701 cm™ referente ao
estiramento do grupo carbonilico —-C=0. As bandas que aparecem no intervalo de 3065-3032
cm? referem-se a vibragdo da ligacio =C-H (sp?) do anel aromatico. Em 2957 cm
corresponde & vibragio da ligagdo —C-H (sp®). As bandas de média intensidade que aparecem
no intervalo de 1495-1454 cm™ s&o as vibragdes das ligacdes —C=C- do anel aromatico. No
intervalo de 1252-1065 cm™ sdo bandas caracteristicas de estiramentos do anel aromatico e
vibragdes -C-O-H. Em aproximadamente 772 cm™ apresenta-se uma banda de forte
intensidade referente ao estiramento da ligagdo —C-Cl. Na regido de 725-615 cm™ observa-se

a deformacao da ligacdo C-H do anel aromatico fora do plano e com fraca intensidade.

Figura 14 - Espectro no infravermelho do 2-cloro-1-feniletanol 3a.
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4.1.3 Cromatografia a gas por ioniza¢édo de chama (CG-FID)

O pico em 15,45 min no cromatograma A (Figura 15) corresponde a a-cloro-

feniletanona 2a. Os picos em 20,1 e 20,9 minutos correspondem aos enantidmeros da

cloridrina racémica 3a no cromatograma B (Figura 15).

A reacdo no tempo de 24 h produziu 20% do composto 3a com e.e. 10%
cromatograma C. J& no tempo de 48 h o produto 3a foi convertido em 24% com e.e 12%,

segundo o cromatograma D. Por fim, em 96 h células do fungo P. citrinum CBMAI 1186

promoveram 32% do composto reduzido 3a em moderado excesso enantiomerico (15%)

como mostrado no cromatograma E (Figura 15 e Tabela 3). As andlises cromatograficas

foram realizadas em coluna quiral de B-ciclodextrina.
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Figura 15 - Cromatogramas obtidos por CG-FID em coluna quiral de B-ciclodextrina da: A) (x)-2-cloro-
feniletanona 2a; B) (R)-2-cloro-1-feniletanol 3a. Etapas da reacdo em cascata: C) 48 h de reacdo; D) 96 h de

reacdo; E) 144 h de reacdo.
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4.1.4 Cromatografia a gas por espectrometria de massas
A reacdo de sintese de 2a na presenca da radiagdo micro-ondas formou varios

produtos, os quais ndo foram isolados. Entretanto, foram obtidos os espectros de massas
(Figura 16) a partir do cromatograma da Figura 8 e sugerida as possiveis estruturas dos
subprodutos obtidos.

A Figura 16 apresenta os espectros da acetofenona 1la como reagente de partida e a
formagéo da 2-cloro-1-feniletanona 2a, bem como, outros subprodutos formados na reacéo.
Ao observar o espectro de massas (Figura 16A) pode-se detectar a presenca do ion molecular
(M* 120) e os fragmentos com razdo m/z 77 e ion mais estavel m/z 105 (100%) referente a
quebra heterolitica da acetofenona, liberando um radical metila (CHs) e o ion acilio (m/z
105). Desta forma sugere-se que o composto obtido corresponde a acetofenona (material de
partida).

Na Figura 16B observa-se uma fragmentacdo liberando um radical (CH2CI) e
formando o ion acilio m/z 105 (100%). O pico do ion molecular apresentou m/z 154 e de baixa
intensidade (<1%). Este correspondeu ao produto 2a via monocloracdo da acetofenona e que
ap6s ser purificado por cromatografia em coluna foi caracterizado por RMN H e 3C.
Portanto trata-se da a-cloroacetofenona 2a.

O espectro da Figura 16C sugere a formacdo do subproduto 2-cloro-2-hidroxi-1-
feniletan-1-ona (MM 170 g/mol) formado pela adicdo de um grupo hidroxi na posi¢do 2 a-
cloroacetofenona 2a. O pico do ion molecular apresentou m/z 169 (30%) com perda do préton
da hidroxila. O pico base m/z 151 corresponde a perda de uma molécula de agua, o que esta
de acordo com a estrutura sugerida. Outros fragmentos caracteristicos de grupos aromaticos
também foram detectados (m/z 105 e 77).

No espectro da Figura 16D observou-se a formacdo do subproduto 2,2-dicloro-1-
feniletan-1-ona, que corresponde a adi¢do de dois atomos de cloro na posi¢do o a carbonila,
cujo ion molecular € de m/z 188 (<1 %). O pico base m/z 105 e o pico m/z 77 (50%) sugerem
a formacdo do composto diclorado. Ainda, a expansdo do espectro da Figura 16D para a
Figura 16E sugere a adicdo de atomos de cloro devido a relacdo isotdpica dos picos. Assim, a

Figura 16 possibilita sugerir a formacdo dos compostos obtidos.



42

Figura 16 — Espectro de massas da reacdo de formacdo da 2-cloro-1-feniletanona 2a por radiacdo micro-ondas.
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5. CONCLUSAO

A sintese da 2-cloro-1-feniletanona 2a com NHiCl e Oxone® foi eficaz quando
realizada em agitacdo convencional formando 97% do produto 2a. Enquanto que por radiacéo
micro-ondas obteve-se 70% de conversdo. Provavelmente se deve ao maior numero de
misturas formadas na reacdo por radiagdo micro-ondas como foi constatado pelos espectros de
massas, bem como a instabilidade dos ions HOCI".

Para as reaces de biotransformacao utilizando células Umidas de fungos de ambiente
marinho (P. citrinum CBMAI 1186, Mucor racemosus CBMAI 847, Aspergillus sydowii
CBMAI 935, Penicillium raistrickii CBMAI 931 e Penicillium oxalicum CBMAI 1185) a
utilizou-se os derivados de a-clorocetonas 2a-d [(2-cloro-1-feniletanona 2a, 2-cloro-1-(4-
fldor-fenil)-etanona 2b, 2-cloro-2-(furanil)etanona 2c e 2-cloro-1-(p-toluil)etanona 2d)] as
quais foram monitoradas por 6 d e produziram diferentes conversdes e excessos
enantioméricos. Destaca-se que as reagdes de sintese foram realizadas sem prévia purificacdo
seguida da biorreducdo com as células microbianas.

O melhor resultado foi na obtencdo do 2-cloro-1-(p-toluil)etan-1-ol 3d o qual
apresentou altas conversdes e excessos enantioméricos para a maioria dos fungos utilizados
neste trabalho, com destaque para o fungo P. oxalicum CBMAI 1185 (conv. 97%, e.e. 94%).
Enquanto que o 2-cloro-1-(4-fluor-fenil)etan-1-ol 3b apresentou valores moderados (conv.
47-94%, e.e. 48-72%), o 2-cloro-1-feniletanol (3a) e 2-cloro-2-(furan)etan-1-ol (3c)
apresentaram baixas conversdes (12-47%) e excessos enantioméricos (3-38%) para os fungos
marinhos utilizados.

Finalmente, este trabalho foi importante, pois desenvolveu-se um protocolo de sintese
quimica acoplada a metodologia biocatalitica sem prévia purificag&o.
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ANEXOS

RMN !H (500 MHz, CDClIs) da 2-cloro-1-feniletanona (2a)
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RMN 3C (125 MHz, CDCls3) do 2-cloro-1-feniletanol (3a)
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RMN BC (125 MHz, CDCls) da 2-cloro-1-(4-flGor-fenil)-etanona (2b)
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2-cloro-1-feniletanona (2a)

e
8
2.0
88
g & | i
3 0 8 = ¢
g = =l |8 3
@ Cl 3 a w o1 @ o|-|
c o<} N 3 | o o
g Lo || 2 s Nl @
o w
> @” ® 2 Ll B30
N \ g 3 N
Q = [y w
° 18 a5
o
2 9o ® &
2w o
g | @
I~ N
I 5 83
53 N &8
oo w
LN
N W
N
B e L L e S B e A
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wawenumber (cm-1)
2-cloro-1-feniletanol (3a)
Shl
S ®
224
X
=
N
3 &
= ©
S 8
5 | o
Q p N N
Q a S g
g ® £ 5 3
= B w =
1S o @ a
2 © I *
[ =
= o
S g 7
oH B
N b
cl 83
)
w
I e e e e e e B e L B e e e e e B o A B e
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavwvenumber (cm-1)

Il — Espectros de Massas

56



2-cloro-1-feniletanona (2a)
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2-cloro-1-feniletanona (2a). CondicOes de analises em CG-FID: Ti=120 °C, T¢ =165 °C (8 min), r =2 °C/min, t;

=32,5 min. Tempo de retencdo 2a= 15,8 min.

4.0

UV/(x100,000)
=

Cl

50 75 16.0 i35 150 175 26.0 225 25.0 275 36.0

2-cloro-1-feniletanol (3a). Condigdes de analises em CG-FID: T;=120 °C, T =165 °C (8 min), r =2 °C/min, t;
=32,5 min. Tempo de retencéo (S)-3a= 20 min; (R)-3a = 20,5 min.
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2-cloro-1-feniletanol (3a) — Reacdo com fungos marinhos A) P. citrinum CBMAI 1186, B) Mucor racemosus
CBMAI 847, C) Aspergillus sydowii CBMAI 935, D) Penicillium raistrickii CBMAI 931; E) Penicillium
oxalicum CBMAIl 1185.
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2-cloro-1-(4-fltor-fenil)-etanona (2b). Condigdes de analises em CG-FID: Ti=120 °C, Tt =165 °C (8 min), r =2

°C/min, tr =32,5 min.. Tempo de retencdo 2b= 15,3 min.
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2-cloro-1-(4-flaor-fenil)etan-1-ol (3b). Condi¢des de analises em CG-FID: T;=120 °C, T¢ =165 °C (8 min), r =2
°C/min, tr =32,5 min. Tempo de retencdo (S)-3b= 21,7 min; (R)-3b = 22,4 min.
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2-cloro-1-(4-fltor-fenil)etan-1-ol (3b) — Reagdo com fungos marinhos: A) P. citrinum CBMAI 1186, B) Mucor
racemosus CBMAI 847, C) Aspergillus sydowii CBMAI 935, D) Penicillium raistrickii CBMAI 931; E)
Penicillium oxalicum CBMAI 1185.
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2-cloro-2-(furanil)etanona (2c). Condigdes de analises em CG-FID: Ti=120 °C, T =165 °C (8 min), r =2 °C/min,

tr =32,5 min. Tempo de retencdo 2c= 10 min.
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2-cloro-1-(furan-2-il)etan-1-ol (3c). Condigdes de analises em CG-FID: Ti=120 °C, T; =165 °C (8 min), r =2
°C/min, tf =32,5 min. Tempo de retencdo (S)-3c= 12,5 min; (R)-3c = 12,7 min.
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2-cloro-1-(furan-2-il)etan-1-ol (3c) — Reacdo com fungos marinhos: A) P. citrinum CBMAI 1186, B) Mucor
racemosus CBMAI 847, C) Aspergillus sydowii CBMAI 935, D) Penicillium raistrickii CBMAI 931; E)

Penicillium oxalicum CBMAI 1185.
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2-cloro-1-(p-toluil)etanona (2d). Condicbes de analises em CG-FID: T;=120 °C, T =165 °C (8 min), r =2
°C/min, tr =32,5 min. Tempo de retenc¢do (R)-3a= 19,3 min.
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2-cloro-1-(p-toluil)etan-1-ol (3d). CondicGes de analises em CG-FID: T;=120 °C, T =165 °C (8 min), r =2

°C/min, tr =32,5 min. Tempo de retengdo (S)-3d= 22,5 min; (R)-3d = 23,4 min.
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2-cloro-1-(p-toluil)etan-1-ol (3d) Reagdo com fungos marinhos: A) P. citrinum CBMAI 1186, B) Mucor
racemosus CBMAI 847, C) Aspergillus sydowii CBMAI 935, D) Penicillium raistrickii CBMAI 931; E)
Penicillium oxalicum CBMAI 1185.
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