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RESUMO

Neste trabalho foram realizadas reacfes de C-alquilacao via Catalise de
Transferéncia de Fase (CTF) com a finalidade de obter os precursores de
aminoacidos para uma posterior resolugéo cinética enzimatica. As reacoes de
C-alquilagdo ocorreram a 70 °C, varios agentes transferidores de fase foram
testados, e 0 mais promissor foi o cloreto de benziltributilaménio (CBTBA). As
reagOes se processaram com o uso de 3 mmol do cianoacetoamido acetato de
etila, 3 mmol de carbonato de potassio, 6 mmol do agente alquilante, cloreto de

benzila (Esquema 1).

"o o CBTBA, K,CO3 CN Bn

0]
)L OEt Tolueno, 70°C _ )k OEt
N - N

| BnCl |
H ) H @)
rac-29 rac-31

- /

Esquema 1. Reagdo de C-alquilagao do cianoacetoamido acetato de etila via CTF.

~

Apos purificacdo do produto, realizou-se uma reacéo de hidrélise total com
posterior protecdo dos grupos amino e carboxila resultando em trés diferentes

compostos rac-33, rac-34 e rac-35 (Esquema 2).

O ¢cN  Bn

/lk OEt
\
H
rac-31

HCl(ag) 20%
refluxo 30h

o Bn Bn 0

/lk 1. Alcool Alflico, SOCI, o 1. MeOH, SCCl, Bn
N)w(o\/\ <—Z'Py'ACZO’DMAP HCI.H3N+)ﬁ( 2Py RGO DVAP /lk )\H/OMe

| \
H © rac-32 © H 0
rac-35 rac-33

1. BUOH, SCCI
(72%) l 2. Py, A0, DMAP (83%)

0] Bn
/lk )\H/OBU
\
H 0
rac-34
(88%)

Esquema 2. ReacoOes de esterificacdo e N-acilacdo do cloridrato da fenilalanina




A resolugdo cinética enzimatica do rac-33 por reacdo de
interesterificacdo usando o butirato de butila (PrCO,Bu) foi inicialmente testada
com diversas lipases (Candida antarctica Lipase B e sua isoenzima Candida
antarctica Lipase A, ACYLASE | obtida de Aspergillus melleus, PSL-C I, Lipase
a partir da Candida rugosa e a LIPOZYME RM IM) variando tempo,
temperatura e solvente. A LIPOZYME RM IM foi a Unica enzima capaz de
promover a reagdo de interesterificagdo e com altos valores de
enantiosseletividade (E). As melhores reacdes ocorreram a temperatura de 55
°C.

A resolugéo do rac-33 a 55 °C ocorreu em oito horas e quinze minutos, em
sistema sem solvente, com uma conversao de 50%, ees >99%, eep>99% com
um alto valor de enantiosseletividade, E>200 (10633), Esquema 3. A resolucéo
cinética do 2-acetilamino-3-fenil-propanoato de alila (rac-35) ocorreu em quatro
horas e trinta minutos, sem solvente a temperatura de 55 °C, resultando em
49% de conversdo, ees98%, eep>99% e E>200 (9278), (Esquema 3). Os

resultados para as reagdes sem solvente estdo sumariados na Tabela 1.

O Bn O Bn 0] Bn
PrCO,Bu /[k /lk
/lkN)w(o\/\ LIPOZYMERM IM__ NWOR + N%{OBU
| 55 °C - I |
H O H O H O
(rac-33) ou (rac-35) (R)-33 ou (R)-35 (S)-34

R=-Me, rac-33 ou -CH,CH=CHpy, rac-35

Esquema 3. Resolugao cinética dos precursores da fenilalanina rac-33 e rac-35.

Tabela 1. Resultados obtidos nas resolug6es cinéticas enzimaticas via interesterificacao de
rac-33 e rac-35 em sistemas isentos de solventes, com a enzima LYPOZYME RM IM.

Substrato | Tempo (h) | Temperatura (°C) | ees(%) | eep(%) | c(%) E
rac-33 124 30 97,4 >09 49 >200
rac-33 23 45 97,4 >909 49 >200
rac-33 8,2 55 >909 >909 50 >200

rac-35 4,5 55 98 >99 50 >200



ABSTRACT

In this work reactions of C-alkylation were carried out via Phase Transfer

Catalysis (PTC) in order to obtain precursors of amino acids and them to

perform enzymatic kinetic resolution. The reactions of C-alkylation occurred at

70 °C, several phase transfer agents were tested, and the most promising was

the benzyltributylammonium chloride (CBTBA). The reaction were performed

using 3 mmol of ethyl cianoacetoamidoacetate, 3 mmol of potassium carbonate,

6 mmol of alkylating agent, benzylchloride (Scheme 1).
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Scheme 1. Reaction of C-alkylation of the of ethyl cianoacetoamidoacetate via PTC

After purification of the product, a reaction of total hydrolysis was carried

out with subsequent protection of amino and carboxyl groups resulting in three

different compounds rac-33 rac-34 and rac-35 (Scheme 2).
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Scheme 2. Reactions of esterification and N-acylation of hydrochloride of phenylalanine



The enzymatic kinetic resolution of rac-33 via interesterification with butyl
butyrate (PrCO,Bu) was initially tested with different lipases (Candida
antarctica Lipase B and it's isoenzyme, Lipase Candida antarctica Lipase A,
ACYLASE | obtained from Aspergillus melleus, PSL-C I, Lipase from Candida
rugosa and Lipozyme RM IM) varying time, temperature and solvent. The
Lipozyme RM IM was the only enzyme capable of promoting the reaction of
interesterification and with high values of enantioselectivity (E). The best

reactions occurred at 55 °C.

The resolution of rac-33 at 55 ° C occurred in eight hours and fifteen
minutes in system solvent free, with conversion of 50%, ees>99%, eep>99%
with a high value of enantioselectivity, E > 200 (10633), Scheme 3. The kinetic
resolution of allyl 2-acetylamino-3-phenyl-propanoate (rac-35) occurred in four
hours and thirty minutes, without any solvent at 55 ° C, resulting in 49% of
conversion, ees>98%, eep>99% and E > 200 (9278), (Scheme 3). The results

for the reactions without solvent are summarized in Table 1.
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) Bn Bn @) Bn
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/lkN)w(o\/k LIPOZYME RM IM__ NWOR . N&(OBU
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H (0] H 0} H 0]

(rac-33) ou (rac-35)
R= -Me, rac-33 ou -CH,CH=CHpy,

55°C

rac-35

(R)-33 ou (R)-35

(5)-34

Scheme 3. Kinetic resolution of precursors of phenylalanine and rac-33 rac-35.

Table 1. Results obtained in the kinetic resolution via enzymatic interesterification of rac-33

and rac-35 in solvents free systems, with enzyme LYPOZYME RM IM.

Substrate | Time (h) | Temperature (°C) | ees(%) | eep(%) | c(%) E
rac-33 124 30 97,4 >99 49 >200
rac-33 23 45 97,4 >99 49 >200
rac-33 8,2 55 >909 >99 50 >200
rac-35 4,5 55 98 >09 50 >200
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1. Introducao

Devido ao aumento da utilizagdo de a-aminoacidos naturais e nao-
naturais nas industrias farmacéuticas, de cosméticos e no campo da
agroquimica e ocorrendo ao mesmo tempo um aumento no desenvolvimento
de novas metodologias de obtencéo de forma a ndo agredir ao ambiente, neste
contexto a CTF (Catalise com Transferéncia de Fase) demonstrou-se um
procedimento viavel para a obtencdo destes aminoacidos e seus derivados. A
utilizacdo da biocatalise na sintese organica tem se tornado uma estratégia
alternativa e vantajosa possibilitando a obtencdo de produtos com elevada
enantiosseletividade e bons excessos enantioméricos fazendo dela uma

ferramenta poderosa para 0s quimicos organicos sintéticos.

Este estudo tem como objetivo realizar resolucdo cinética enzimatica de

precursores de a-aminoacidos via transesterificacao e interesterificacao.
O presente trabalho esta dividido em trés capitulos:

Revisdo Bibliografica abrangendo aspectos gerais de biocatalise,
resolucdo cinética, reacBes de interesterificacdo, aspectos gerais da Catalise

de Transferéncia de Fase (CTF).

Apresentacao e discussdo dos resultados obtidos para a reacdo de C-

alquilagéo e resolugao cinética dos precursores de a-aminoacidos.

Parte Experimental e determinacdo estrutural dos compostos

sintetizados.
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2. Revisao bibliografica

2.1 BIOCATALISE

A biocatalise € uma dos mais atrativos recursos da quimica verde.
Condic6es do meio reacional (pH e condi¢des freqiientemente fisioldégica), um
catalisador ambientalmente compativel (enzima) e solvente (muitas vezes
agua) combinada com altas atividades e quimio-, regio- e estereosseletividades
em moléculas multifuncionais. Além disso, o uso de enzimas geralmente evita a
necessidade de protecédo e desprotecdo de grupos, necessitado na tradicional

sintese organica.’
2.2 DEFINICAO DE ENZIMA

Uma enzima é uma proteina com propriedades cataliticas. Como
catalisador, a enzima baixa a energia de ativacdo da reacdo (E,), assim
aumentando a velocidade de reacédo e consequentemente afeta a posi¢cao do
equilibrio. Uma vez que a velocidade de uma reacao quimica é proporcional a
concentracdo do complexo do estado de transicdo (S ¥), diminuindo a energia

de ativacao, efetivamente leva a um aumento na velocidade de reacéo.?

Baseado no ponto de vista de Linus Pauling, Joseph Kraut
eloqiientemente salientou que "uma enzima pode ser considerado como um
modelo molecular flexivel, desenhado pela evolugdo para ser precisamente
complementar aos reagentes na geometria do estado de transicdo ativado, o
qgue o diferencia da sua geometria do estado de transicdo. Assim, uma enzima
liga fortemente 0 reagente ao seu estado de transicdo, aumentando,
consequentemente, a concentracdo do composto ativado, e acelerando a
reacdo. Esta descricdo da catalise enzimatica € agora geralmente referida
como estabilizacéo do estado de transigdo.”?
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Energia

Progresso daReacao
Figura 1. Variagdo na energia interna de um sistema sofrendo uma reagao
quimica a partir de substrato a produto. E, corresponde a Energia de ativagdo
para favorecer a reago (e) catalisada pela enzima e (n) ndo catalisada. S*
corresponde a suposta estrutura do estado de transigao.

2.2.1 CLASSIFICACAO DAS ENZIMAS

Atualmente, cerca de 4000 enzimas tem sido reconhecida pela Unido
Internacional de Bioquimica e se a previsdo de que sao 25000 existentes na
natureza € verdadeira, cerca de 90% deste vasto reservatério de
biocatalisadores permanecem desconhecidos até serem descobertos e usados.
No entanto, somente uma fragdo minima destas enzimas ja investigadas

(aproximadamente 300, ~10%) é vendida comercialmente.®

Como apresentado na Tabela 2, as enzimas tem sido classificadas em

seis categorias de acordo com o tipo de reacéo que podem catalisar.?
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Tabela 2. Classificacao de enzimas.3

Classe de Numeros Tipos de reacoes Utilidade
enzimas a
Classificadas  Avaliadas
Oxidoredutases 650 90 REDOX:oxigenacdo de ligacOes +++

C-H, C-C, C=C, ou adicao ou 25%
remocao de hidrogénios.

Transferases 720 90 Transferéncia de  grupos: +
aldeidico, cetOnico, acilas, ~5%
acucares, fosforilas ou metila.

Hidrolases 636 150 Hidrdlises: formacao de +4++
ésteres, amidas, lactonas, 65%
lactamas, epoéxidos, nitrilas,
anidridos, glicosideos e
organo-haletos.

Liases 255 35 Adigdo-eliminacao de ++
pequenas  moléculas em ~5%
ligagdes C=C, C=N, C=0.

Isomerases 120 6 Isomerizagcoes  tais como *
racemizacao, epimerizacdao e ~1%
rearranjos.

Ligases 80 5 Clivagem-formacao de ligagcdes +
C-0, C-S, C-N, C-C como ~1%

concomitantemente clivagens
de trifosfato.

a A utilidade estimada de uma classe de enzimas para a transformacdo de substratos ndo-
naturais varia de +++(muito usado) a * (pouco usado). Os valores em % indicam a porcentagem de
pesquisa realizada com as enzimas a partir do periodo 1987-99.

2.3 BREVE HISTORICO DA BIOCATALISE

As células séo sistemas extraordinariamente complexos onde um grande
namero de reacBes quimicas ocorre. Os catalisadores que permitem a
ocorréncia de tais reacfes quimicas sao chamados de enzimas. Sem sua
existéncia, a reacdo realizada por células vivas, chamado de metabolismo,

aconteceria em ritmo lento demais para o organismo ficar vivo.*

A histéria das enzimas e a aplicacdo de biocatalisadores remontam
milhares de anos para o0 Egito antigo. Assim, a partir de enzimas,
microrganismos foram usados na cozinha antiga, seja para panificacao,
producdo de cerveja, de alcool e até mesmo, producdo de queijo. Um antigo

papiro egipcio revela métodos desenvolvidos para preservar alimentos e
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bebidas alcodlicas. O mais interessante é o processo utilizado para a producao
de cervejas, onde os gréos germinados sao consideravelmente aquecidos para
fornecer acucar e aroma. O cozimento dos grdos tornaram-nos mais
suscetiveis ao ataque de enzimas que convertem o amido em agucares. Essa
porcao foi entdo misturada com o |évedo, mas ndo aquecida. A combinacao de
acucar e amido na solucdo contendo leveduras provocou a fermentagdo

levando a producao da cerveja (Figura 2).*

Figura 2. Producgio de cerveja no antigo Egito.

Durante os séculos XVIII e XIX, a biocatélise aplicada foi desenvolvida
em mais uma metodologia cientifica. Em 1833, Payen e Persoz (da Franca)
isolaram um complexo enzimatico de malte, nomeando-o de "diastase" (uma
mistura de amilases). Poucos anos mais tarde (1835), o quimico sueco, Jons
Jacob Berzelius, descreveu a primeira hidrélise enzimética de amido utilizando
diastase, que tem sido usado na producdo de dextrinas a partir de 1830 em
diante. Em 1836, Theodor Schwann (da Alemanha) isolou uma substancia
responsavel pela digestdo no estbmago e a denominou "pepsina™, a primeira
enzima isolada a partir de tecidos animais. A fermentacdo do acUcar para o
etanol pela levedura é um processo que tem sido conhecida por muito tempo.
Em 1839, o quimico alemdao, Justus Von Liebig, desenvolveu uma explicacao
mecanicista para o papel da levedura no processo fermentativo. Ele mostra que
a matéria que sofre fermentacao pela levedura, em decomposicédo emite certas
vibracbes (os atomos de acucar sofrem um deslocamento, pois eles se
reorganizam em tal forma que produzem alcool etilico e diéxido de carbono,

reacdo espontanea).*
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Quase duas décadas depois, o Francés, quimico e biologo, Pasteur
mostrou que as fermentacdes, conhecidas como préticas artesanais para
obtencdo de certos produtos como bebidas alcodlicas e vinagre, estavam
associadas a presenca de microrganismos. O trabalho pioneiro de Eduard
Bichner (laureado com o Nobel de 1907), publicado em 1897 no Berichte der
Deutschen Chemischen Geselschaft, demonstrando que as fermentacdes sao
acOes puramente quimicas podendo ocorrer em meio livre de células, conduziu
ao surgimento da Enzimologia - o estudo das enzimas, 0s agentes quimicos

responsaveis por essas acdes de fermentacéo.’

Os trabalhos de Wohler (1828) e de Buchner (1897), relatando a sintese
da uréia por termoisomerizacdo do isocianato de amonio, sdo marcos na linha
de esforcos dos quimicos no sentido de descrever e interpretar em termos
moleculares as transformacdes que ocorrem nas células vivas, vencendo
assim, a resisténcia vitalista de boa parte do pensamento corrente da época.
Os sistemas deixavam de ser intratdveis pelas leis universais das ciéncias
fisicas para serem considerados como ’“sistemas altamente estruturados
obedecendo a lei da dinamica Quimica”, no expressar de Lotka (1925).

Surgiram, assim, a Bioquimica e a Biofisica.”

Atualmente a biocatalise tem se tornado uma metodologia aplicavel nas
industrias de quimica fina, o que é refletido pelo niamero de processos
industriais de biotransformacdo em execucdo em uma escala comercial. Nos
altimos anos, um crescente numero de livros e revisdo de artigos vem
descrevendo processos de biotransformacéo industrial e tém discutido a forma
como a tecnologia pode ser aplicada sobre uma producéo de nivel de escala.
Até agora, porém, ndo houve nenhuma indicacédo clara dos critérios técnicos
que o0s processos de biotransformacdo devem respeitar para serem de

importancia comercial.®

O nuamero total de processos industriais de biotransformacdes que estdo
sendo realizados tem crescido rapidamente nas Ultimas décadas (Grafico 1). E

de se esperar que este crescimento continue.®
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Grafico 1. N° de processos acumulados que tem sido iniciado em escala
industrial.

A andlise das biotransformacgfes industriais que foram identificados
mostra que elas conduzem geralmente a compostos naturais ou seus
derivados, Grafico 2. Nenhuma das classes de compostos naturais predomina.
Carboidratos e derivados de gorduras sao utilizados principalmente no setor
alimentar, enquanto que o0s outros tipos de compostos sao aplicados
principalmente em setores agroindustriais e farmacéuticos. Globalmente, a

aplicacdo no setor farmacéutico domina fortemente (Grafico 3).°

W carboidratos

M derivados de acidos
esterdides

B peptideos/B-lactamas

B aminodcidos

M alcoois secundarios

nucleotideos

B outros compostos quirais

outros compostos nao-quirais

Grafico 2. Os tipos de compostos produzidos usando processos de biotransformagao

(baseado em 134 processos industriais).
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Nenhum dos nove produtos que sdo produzidos em uma escala granel
(arbitrariamente definida como >20000 toneladas por ano) deriva de aplicagbes
farmacéuticas, estes, sdo principalmente carboidratos. O pequeno numero de
produtos em granel parece indicar que as biotransformacdes sao

particularmente importantes no setor de quimica-fina.°

Dois bons exemplos da aplicacdo sdo as industrias quimicas que
utilizam a biotransformacédo para produzir produtos em uma escala de 100 a
10000 toneladas por ano. Nestes exemplos, a producdo de acrilamida pelo
processo Mitsubishi Rayon. O outro, a producdo do derivado da penicilina G/V
acido-6-aminopenicillanico. Freqlientemente muitas empresas produzem o0s
mesmos compostos citados acima e acabam tendo custos altissimos, quando

comparados com os processos biocataliticos.®

B farmacéutico
M polimeros

M cosméticos
M alimento

M racao

H agroquimicos

varios setores

Grafico 3. Processos de biotransformacdo industrial e seus respectivos
setores.
Muitas das pesquisas biocataliticas envolve enzimas hidroliticas,
somente 1/4 dos estudos envolvem oxidorredutases e menos que 15%
corresponde as outras categorias.® Com grande aplicacdo, as lipases s&o as

enzimas que ganham destaque na classe das hidrolases.’
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2.4 LIPASES E SUA APLICACAO EM SINTESE

Enzimas hidroliticas geralmente sdo de grande interesse devido o seu

potencial biotecnoldgico.

As enzimas que hidrolisam triglicerideos tem sido estudadas a mais de
300 anos e a habilidade das lipases de catalisarem a hidrélise bem como a

sintese de ésteres tem sido relatado a 72 anos atras por Van Der Walle.®

Enzimas, especialmente as lipases, sdo usadas para a sintese de
farmacos enantiopuros como o sobrerol,1 (Esquema 4)°, na resolucdo cinética
de B — aminoAcidos (Esquema 5)°, producdo de biodiesel, producdo de

compostos aromatizantes* e outros.***3 ¢

4 ) N
HO AcO,, HO
Lipase PS, )J\o/\‘
Solvente organico™

.
OH OH /i\OH

k (+)-trans-1 (1S, 5R)-2 (1R, 58)-1/

Esquema 4. Resolugdo cinética enzimatica do (t)-trans-sobrerol, sofrendo uma reagdo de
transesterificagdo com auxilio da Lipase PS e acetato de vinila.

Um dos mais importantes processos quimicos industriais, a producédo de
acidos graxos a partir de 6leo vegetais por processos quimicos (fazendo-se uso
de acidos, ou bases, fortes), pode ser obtida via hidrélise enzimatica com
aplicacdo de lipases, em grande velocidade e superior especificidade

dependendo das condi¢des do meio.”

A quimio-, regio-, e 0 comportamento enantioespecifico das lipases

causam enorme interesse entre pesquisadores académicos e industriais.’
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Esquema 5. Tipos de reag¢0es catalisadas por lipase da Candida antarctica

Lipases fazem parte da familia das hidrolases que agem na ligacéao
carboxilica de ésteres. A regra fisiologica das lipases € a hidrolise de
triglicerideos a diglicerideos, monoglicerideos, gerando respectivamente acidos
graxos e glicerol.” Em adicdo a sua funcdo natural de hidrolisar ésteres, as
lipases podem catalisar reacdes de esterificacdo, transesterificacao,

interesterificacdo e outras, em meio ndo aquoso (Esquema 6)."°

0 . o
)k . hidrdlise )k
R + H>,O R O/H + R'OH

(0] . (0]
)k . R'OH alcoolise )k . ROH
B R R - R~ S0~ R

o~
(0] 0
R' + R"NH amindlise )k R" + R'OH
C RAO/ 2 — > R I?l/
H
(0]
)k RYSH tidlise )k R ROH
R+ - woo,
D r" o~ - R s~

0]

i aciddlise 0 0
R+ /L — /lk R+ /k
£ rRTO7 R*” “OH R N0~ R~ “OH

0 0
)k : /lk interesterificacéo
R + Rlll N
O/

o~ R"

Esquema 6. Reagdes catalisadas por lipases.
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O uso de solventes organicos tem sido o topico de maior pesquisa na
area de biotransformacdo. A respeito disso, menos que 10 processos
industriais ocorrem na presenca de solventes. Estas aplicacdes envolvem
reacoes de esterificacdo, ou transesterificacdo, e amidacdo. Embora essa seja
a realidade, existem varias vantagens para as reacfes ocorridas em solventes

organicos.

2.4.1 BIOCATALISE EM SOLVENTES ORGANICOS

A catalise enzimatica em solvente organico amplia significativamente as
possibilidades para a biocatalise.® A 4gua é um péssimo solvente para quase
todas as aplicacBes na industria quimica , desde que muitos compostos de
interesse industrial s&o moderadamente solUveis e a0 mesmo tempo, instaveis
em solucdo aquosa. Além disso, a remoc¢ao da agua é tediosa e dispendiosa
devido ao alto ponto de ebulicdo e ao seu elevado calor de vaporizagéo.
ReacOes laterais como hidrélises, racemizacdo, polimerizacdo e
decomposicdo, freqientemente acompanham esses processos. Estas
limitacbes levaram aos quimicos a desenvolver procedimentos em solventes

organicos.™

Transformacfes biocataliticas em solventes organicos oferecem varias
.4,16

vantagens, como:
- melhor rendimento global e facilidade de remocé&o do produto pelo uso
de solventes organicos de baixo ponto de ebulicao;
- substratos ndo-polares sao convertidos em um ritmo mais rapido,
devido a sua crescente solubilidade;
- reacoes laterais sdo desfavoraveis como, por exemplo, a hidrélise que
€ amplamente reprimida;
- imobilizag&o de enzimas néo € necessaria; as enzimas podem ser
recuperadas por simples filtracéo;
- desnaturagdo de enzimas € minimizada em solventes organicos
(exceto em etanol);
- equilibrios termodinamicos séao desviados para favorecer uma sintese

em detrimento a hidrélise.*
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O uso de enzimas em solventes organicos, no entanto, tem alguns

inconvenientes:*

- diminuicdo da atividade catalitica devido a heterogeneidade do

sistema;*

- Muitas reacdes enziméticas sao propensas a inibicao pelo substrato ou

produto, o que desativa as enzimas em maior concentracao do substrato

ou do produto, levando a uma diminui¢ao na velocidade de reacéo e

enantiosseletividade

2.4.2 A ESCOLHA DO SOLVENTE

A escolha do solvente depende de varios fatores. Preferencialmente

deve ser liquido em temperatura ambiente e suficientemente volatil para ser

removido por uma simples destilagcdo. Outra importante questdo, em uma

industria, é o valor.?

O solvente dever ser também reaproveitado, ele ndo pode ser liberado

no ambiente. Atualmente, isto tem se tornado demasiadamente rigoroso com a

questado de uso de solventes na producdo de compostos quimicos e em outras

industrias. Os solventes séo divididos em quatro classes:*

Classe 1: os solventes ndo devem ser empregados na producao
de farmacos devido a sua inaceitavel toxicidade ou efeito nocivo
ao ambiente. Estado inclusos benzeno e hidrocarbonetos clorados.
Classe 2: os solventes devem ser limitados em processos
farmacéuticos por causa de sua toxicidade inerente e inclui mais
hidrocarbonetos clorados, como, diclorometano, acetonitrila,
dimetilformamida e metanol.

Classe 3: os solventes pode ser considerados como poucos
toxicos e de baixo risco a vida humana. Pertencentes a esta
classe séo alcodis, éteres, ésteres e cetonas.

Classe 4: os solventes em que os dados nao foram encontrados,

inclui diisopropil éter, metiltetra-hidrofurano e isooctano.



25 METODOS USADOS PARA OBTENCAO DE COMPOSTOS

ENANTIOMERICAMENTE PUROS

Os meétodos usados para obtencdo de compostos enantiomericamente
puros sao divididos em trés categorias dependendo do tipo do material
inicialmente usado (Figura 4).)” Dois métodos sdo usados para a preparacio

dos enantidbmeros com auxilio de enzimas;

1. Sintese estereosseletiva e;

18,19

2. Resolucédo cinética de racematos.
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Figura 3. Métodos para se obter compostos enantiomericamente puros.
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2.5a SINTESE ESTEREOSSELETIVA

/ (R)-B (R)-B + (S)—A\
- A
Kq Kg
7~ -~
A ~ (R/S)-A ~
K¢ K
™ (5)8 ™= (5)-B + (R)-A
ka-Sintese Estereosseletiva b-Resolugao de Racemato /

Figura 4. Sintese estereosseletiva versus resolugao de um racemato.

A sintese estereosseletiva parte de um substrato proquiral cujo produto
pode ser apenas um enantiomero, dependendo de quao regiosseletiva for o
processo. Diferentemente, a resolucdo de racematos parte de uma mistura
racémica, que por diferenca de velocidade de reacdo apenas um enantibmero
reage preferencialmente com o catalisador. A diferenca entre sintese

estereosseletiva e a resolucdo de racematos é ilustrado na Figura 4.%°

2.5b RESOLUCAO DE RACEMATO

Apesar dos impressionantes novos progressos na sintese assimeétrica, o
método de producdo dominante para obter um simples enantibmero nas
sinteses industriais consiste na resolucdo de racematos.”** A resolucdo de
enantiomeros pode ser dividida em quatro categorias: cristalizacao preferencial
direta, cromatografia e resolucao cinética.

e CRISTALIZACAO PREFERENCIAL

Haarmann & Reimer, a empresa lider na sintese do (-)-mentol, utiliza a
cristalizacdo preferencial dos enantibmeros do benzoato de mentila. Isto pode
ser induzida pelo processamento de um grande volume e obtendo um dos
enantidmeros puro que é usado na sintese supracitada.?® Este processo é
tecnicamente praticavel somente com racematos que formam conglomerados
(consiste na mistura desiguais de dois tipos de cristais). Infelizmente, menos
que 20% de todos os racematos formam cristais conglomerados, o0 resto

consistindo de compostos racémicos que nao pode ser separados por
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cristalizacdo preferencial. O sucesso da cristalizacdo preferencial depende do
fato de que um dos enantibmeros que compdem o racemato seja mais soluvel
que o outro.’
e RESOLUCAO CINETICA

De acordo com a IUPAC, resolucdo cinética é definida como a
realizacdo da resolucdo parcial ou completa em virtude das velocidades
desiguais de reacdo dos enantibmeros em um racemato promovido por um
agente quiral (catalisador, reagente, solvente, etc.).

A resolucéo cinética rende no maximo 50% do enantiémero desejado.*’
De maneira ideal, um dos enantibmeros reage mais rapido que o outro, por
exemplo, se o reagente (R) tem somente um enantibmero reagindo (Ks=0,
onde Ks é a constante de velocidade do enantibmero S). Neste caso, 50% de
conversdo da mistura inicial 50/50 leva a uma mistura final de 50% do reagente
e 50% do produto. As resolugcbes cinéticas mais comuns de compostos

racémicos s&o as que fazem uso de lipases como catalisadores.?°

2.6 ENANTIOSSELETIVIDADE DAS LIPASES EM SOLVENTES
ORGANICOS

Dois importantes conceitos devem ser entendidos em reacdes
catalisadas por enzimas, 0 excesso enantiomeérico (ee) e a enantiosseletividade
(E).

A pureza enantiomérica de alguns compostos é expresso em termos do

valor de ee, que € definido como:
A-B
%eedo enantiomero = A+B X 100
majoritario
Onde A é a concentracdo do enantibmero majoritario e B é a
concentragdo do enantibmero minoritario. Deste modo, o valor de ee para uma
mistura  racémica €& zero, diferentemente para um = composto

enantiomericamente puro, na qual o valor de ee € um (ou 100%).

J& que as lipases sdo quirais, elas possuem a habilidade de distinguir
entre os dois enantidbmeros de um mistura racémica. O parametro da escolha
descreve a estereosseletividade ou a enantiosseletividade das reacdes

catalisadas por lipases € chamado de enantiosseletividade, que também é
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conhecida como razdo enantiomérica (E). O valor de E é definido como a

proporcao da constante especifica dos dois enantibmeros:

(Kcat/KM)R

Egs =
Kcat
C % ks

Onde K¢a € a constante da velocidade e Ky € a constante de Michaelis-

Menten. Sih?82°

e colaboradores desenvolveram a equacdo em termos do ee
do produto (eep), substrato ndo reagido (ees) e a converséo (c). Deste modo,

para uma reacao reversivel, o valor de E pode ser expresso por:

Il - (1 4+ K)e(1+ eep)] _ Inifl — (1 +K)(c + ees{1 —c})]
B Inffil — (1 + K)c(l — eep)] CInffl — (1 +K)(c — ees{1 —c})]

onde K é a constante de equilibrio. Quando a reacéo € irreversivel ou a

reacao reversivel é insignificante (K=0), a equacéo é reduzida a:

_Inffl —c(1+ee,)] (1 —c)(1 —eey)]
I — c(1—ee,)] i1 — ¢)(1 + eey)]

onde c é expressado por:

eeg

ees + eey,

E também pode ser expresso em termos de ees e eep, somente por:*

- 1l—ee
Inff——pp——]
1+ ( S/eep)

E= 1+ee
Ini S ]

1+ (ees/eep)

Assim, calcular o valor de E pode ser realizada pela medida de duas das
trés variaveis: ees, eep. Uma reacdo nédo-seletiva tem o valor de E proximo a 1,

o valor de E acima de 20 é o minimo para uma resolucéo aceitavel.*
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2.7 METODOS DE DETERMINACAO DO ee
e Cromatografia Gasosa

Um método atraente para a determinacdo do ee de substratos e
produtos resultantes das resolucdes cinéticas catalisada por enzimas de
alcodis secundarios € a cromatografia gasosa com auxilio de colunas quirais
(CG).*3? Este método é sensivel, rapido, simples de realizar, e ndo afetado
pela presenca de impurezas na amostra analisada, portanto, o isolamento e
purificacdo da amostra analisada ndo € necessaria. Pequenas quantidades da
amostra € necessdria para a analise, portanto, estas reacbes podem ser
realizadas em pequena escala. Uma das limitagbes associadas a este método
€ que a amostra deva ser suficientemente volatil, termicamente estavel e

separavel na fase quiral estacionaria usada.>®
e Cromatografia Liquida de Alta Performance (CLAE)

Métodos que fazem uso de CLAE seguem 0Ss mesmos principios e
vantagens do que o método de analise de CG. A grande diferenca € que
compostos mais polares e também néo volateis podem ser analisados, o tipo

de compostos a serem analisados depende do detector.
2.8 RESOLUCAO CINETICA POR REACAO DE INTERESTERIFICACAO

Como apresentado no Esquema 6 (p. 31), as lipases aceitam uma vasta
gama de compostos como 0s seus substratos. Além da hidrélise de éster (A),
em solventes organicos lipases catalisam alcodlise (B), amindlise (C), tidlise
(D), aciddlise (E) e interesterificacdo (F) quando a 4gua ndo esta presente. Em
um amplo sentido, estas rea¢des podem ser consideradas como acilacdo de
um nucledfilo (NuH) e como desacilacdo de um doador de acila (RCONu?)
para a reacao apresentada no Esquema 7.

[ RCONu! + Nu?H ——- RCONW? + Nu'H ]

Esquema 7. Modelo simplificado de reagdo que as
lipases catalisam em solvente organico.
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Vale a pena mencionar que os conceitos de inter- e transesterificacdo
sdo freqiientemente utilizadas como sinénimos.’® No entanto alguns
pesquisadores julgam necessério reservar o termo para descrever reacdes de
interesterificacdo (F, no esquema 6, p. 31). Sdo escassos 0s exemplos de
interesterificacdo na literatura.3**

As reacdes mais comuns de interesterificacdo sdo as de obtencéo de
biodiesel, onde o triacilglicerideo € interesterifcado com ésteres simples como

acetato de etila ou acetato de metila (Esquema 8).**

9 0 i
I I

CH-O—C—R; CH,-O—C—CHjs R;C—OMe
0 o) o) 0
I I I I

CH—0O—C—R; + CH3C—OMe kel CH—0O—C—CH; + R,C—OMe
0

CH,0O—C—R3 CHrO—C—CHs  R,C—OMe

; ; "

Esquema 8. Reagdo de interesterificagao para obtenc¢iao de biodiesel usando acetato de metila.

Gedey e colaboradores® estudaram resolucdes cinéticas catalisadas por
lipases (Candida antarctica Lipase B e Candida antarctica Lipase A) do 3-
aminobutirato de etila, 5 (Esquema 9), um precursor de B-aminoacido, um

aminoacido nao-protéico, com diversos ésteres.

4 A N
NH, CAL-A NHCOPr
)i PICO,CH,CFy )/ ):
Acetonitrila .,
CO,Et cetonitriia 'CO,Et CO,Et
rac-5 C 30 75%/4h (R)-5 (S)-6
ONVETSao 7570 ee=96% ee=33%
CAL-B
B PrCO,CH,CF
Conversao 4%% /9.5h
NHCOPr NHCOPr
):cozsu ):COZE'[

\ o2 560% /

Esquema 9. Resolugao sequencial do racémico 5.
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Os autores concluiram que a Candida antarctica Lipase A (CAL-A) e B
(CAL-B) catalisam resolugdes cinéticas de ésteres de a-metil-B-alanina em
butanoato de etila e butila e butanoato de 2,2,2-trifluoroetila em solventes
organicos. A possibilidade da resolucdo cinética pela reacdo de
transesterificacdo em n-butanol e MeOH (0,8 M) em diisopropil-éter foram
estudadas. Para as resolugOes por transesterificacdo foram obtidas baixos
valores de E (E=10). Os autores concluiram que o comportamento das lipases
supracitadas em catalisar resolucdes cinéticas depende da estrutura do éster
utilizado. Excelentes enantiosseletividades foram observadas (E=100) quando
se fez uso de ésteres, indicando que a resolucdo sequencial pode ser usada
como ferramenta para resolucdes deste tipo.

Posteriormente, Kanerva e colaboradores* estudaram a resolucédo
cinética catalisada por lipases em solventes organicos. Varios grupos N-
protetores foram usados porque eles sdo de grande importancia em sintese
(Esquema 10).

Ovcone PrCo,Bu (j\/cozsu Meozc\/(j
N enzima - N N
ée D. Interesterificacdo ||q IlQ
rac-8a-f (S)-9b-f (R)-8b-f
% H(8a), Ac(8b), Boc(8c), Ns(8d), Fmoc(8e), Cbz(8f) j

Esquema 10. Exemplos de Resolugdo cinética de varios precursores de B-aminoacidos.

As melhores reacdes de interesterificacdo ocorreram com 48h,
temperatura de 23 °C em butirato de butila puro e resultou em uma
enantiosseletividade de até 138, ees= 95% e eep= 12% com converséo de 10%
(Entrada 1, Tabela 3).




CAPITULO2
REVISAO BIBLIOGRAFICA 41

Tabela 3. Reagdes catalisadas pela Lipase PS-C Il (75mg/mL) interesterificagdo de 8b (0,1 M);
tempo de reagao 48h.

Entrada Meio Temp (°C) ee®® (%) ee®™™ (%) ¢ @) E
1 PrCO,Bu (puro) 23 12 99 10 138+8
2 PrCO,Bu (puro) a7 23 95 19 42+ 2
3 PrCO,Bu (puro) 80 4 55 7 3+1

2.9 CARACTERISTICAS GERAIS DA CATALISE DE TRANSFERENCIA DE
FASE

Para que uma reacado ocorra é necessario que as espécies reagentes:
moléculas e/ou ions, etc., possam estar intimamente em contato. Por essa
razdo, uma tendéncia natural € que as reacfes quimicas ocorram em meio
homogéneo, em solventes capazes de dissolverem, ao menos parcialmente, 0os

reagentes envolvidos.

Em muitos casos, para uma reacdo, a formagcdo de um meio
homogéneo encontra sérias dificuldades, particularmente quando um regente
ibnico reage com um composto organico apolar. Além deste, como em muitos
outros casos, a Catalise de Transferéncia de Fase (CTF) oferece uma simples
e eficiente solucdo.**

As reacdes de transferéncia de fase podem ser classificadas de acordo
com a natureza e solubilidade do catalisador, 0 numero e o tipo de fases
envolvidas no sistema reacional. Os mais familiares séo as rea¢des do tipo
liquido-liquido (CTF-LL) e solido-liquido (CTF-SL). Existindo também liquido-
sélido-liquido (CTF-LSL), por exemplo, onde os catalisadores de transferéncia
de fase estdo suportados em uma matriz polimérica, e liquido-liquido-liquido
(CTF-LLL) onde o catalisador forma uma terceira fase liquida, menos usual.*®>*

Um classico exemplo, relatado por Starks*®, é a reacgéo entre o cianeto
de sbdio aquoso e 1-bromo-octano: agitando-se a mistura reacional por varios
dias sob condicdes de refluxo, ndo se observou nenhuma reagcéo a nao ser a
hidrélise lenta do cianeto a amonia. Entretanto com a adicdo de quantidades

cataliticas de brometo de tetrabutilamdnio (sal quaternario de aménio) ao meio,
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a reacao de Sy2 se processou em poucos minutos. Para explicar tal resultado,

Starks elaborou um mecanismo que envolve duas etapas:

i) transferéncia do anion (Y’) da fase aquosa para a fase organica
pelo catalisador(Q*X);
i) reagao entre o anion transferido e com o substrato encontrado na

fase organica (Esquema 11).

Fase organica
/RX + QY —» RY~+QX ° 'C\

Fase aquosa

M'X +Q'Y MY+ Q"X
\Y'=CN'/ M*=Na*/ Q"= (BusN*)/ X'= Br'/ R= CH3(CH,)CH,- /

Esquema 11. Mecanismo extrativo proposto por Starks.

Conforme o Esquema 11, o processo de extracdo envolve trés
equilibrios, sendo Q" o agente responsavel pela transferéncia do ion Y™ da fase
aguosa para a fase organica. Uma vez, na fase organica, o anion Y reage com

o haleto de alquila, RX, formando o produto RY.

A necessidade da particdo do catalisador entre as duas fases para que
ocorresse o processo foi questionado por Bransdtrom®' e Montanari®,
independentemente. Estes autores demonstraram que a presenca do céation do
catalisador na fase aguosa ndo era um requisito basico para a catélise,
principalmente no caso de catalisadores muito lipofilicos, e que a formacao do
par iénico entre o sal de 6nio e o0 anion do reagente poderia ocorrer na interface

do sistema (Esquema 12).%
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/ RY + Q'X ; RX + QY \

Fase aquosa
\ M*Y” M*X /

Esquema 12. Modificagdo de Bransdtrom-Montanari para o mecanismo extrativo.

2.9.1 VANTAGENS DA CTF SOB OS METODOS TRADICIONAIS

Do ponto de vista preparativo a CTF apresenta varias vantagens sobre os

métodos classicos, tais como:>3

e utilizacdo de solventes sem a necessidade de tratamentos prévios para
torna-los anidros;

e aumento da velocidade de reacdo e/ou emprego de temperaturas
menores;

e uso de hidroxidos e carbonatos alcalinos em lugar de reagentes como
hidretos, amidetos e alcéxidos;

¢ baixo custo de investimentos;

e simplicidade operacional,

e baixo consumo de energia.

2.9.2 SAIS QUATERNARIOS DE AMONIO

A escolha dos sais de ambnio deve-se ao seu baixo custo e facil sintese.
Muitos sais de aménio sdo empregados em Catalise de Transferéncia de Fase,
além deles, sais de fosfonios e arsonios. A eficiéncia destes catalisadores
deve-se a lipofilicidade do cétion e da habilidade do anion em efetuar a troca

com o reagente contido na fase organica.

Os sais tetra-alquilamoénios classicos em CTF sdo os que foram

desenvolvidos por Starks (Aliquat® 366)*°, 0 que Makosza™ introduziu (TEBA)
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e o catalisador de Bransdtrom®* (TBAB), porém recentemente houve a
aplicacéo de um catalisador, DDAB, na qual foi comprovada sua eficacia diante
dos trés supracitados. A avaliacdo verificou a estabilidade térmica e sua

estabilidade em elevado pH.>®
2.9.3 POLIETERES MACROCICLICOS

A habilidade de poliéteres macrociclicos (éteres-coroa e criptandos) de
formar complexos com varios ions e moléculas € uma das mais importantes
descobertas da Quimica Orgéanica moderna. O constante e crescente interesse
em poliéteres como catalisadores de transferéncia de fase esta baseada na
sua capacidade de complexacdo especifica com cations, permitindo a
solubilizag&o de sais organicos e inorganicos de metais alcalinos em solventes

organicos apolares.>®

Um dos primeiros relatos do emprego destas estruturas foi o de Durst
em 1974 que, na reacdo de substituicdo de brometo por acetato, utilizou como

catalisador o éter dicicloexil-[18]- coroa-6, 12, (Esquema 13).°’

10 11 Eter coroa*
/1 = 92-98%

/" N/ \

0 (e} (@)

L, A
NN
\ *Dicicloexil-[18]-coroa-6
12

/p-Br-CGH4COCHzBr + RCO,K _CH3CNouGCeHs p-Br-c6H4COCHzocoh
13

/

Esquema 13. Reacgdo realizada por Durts, em 1974, empregando poliéteres macrociclicos

O cétion potassio forma um complexo mais facilmente com
macrociclicos de 18 membros cujo didmetro da cavidade é igual a 2,6 a 3,2 A,
correspondendo ao didmetro do ion potassio 2,66 A (Figura 6). A formac&o de
um éter coroa lipofilico protege o cation metalico permitindo a dissolucdo de

sais organicos e inorganicos em um meio apolar. A complexacdo do cétion
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causa um aumento na reatividade do anion do par iénico devido a diminuicado

da interacao cation-anion, um exemplo é mostrado na Figura 5.

Figura 5. Complexagdo do éter-
[18]-coroa-6 com cation
potassio.

2.9.4 DISPONIBILIDADE DOS SAIS DE AMONIO

Com acessibilidade comercial de muitos sais quaternarios de aménio, a
disponibilidade dos catalisadores de transferéncia de fase é grande e dessa
forma € possivel testar varios sais de amoénio na otimizagdo dos rendimentos

obtidos nas reacoes.

A efetividade do catalisador pode ser considerada a partir de dois

aspectos:

a) a habilidade do céation quaternario de amonio transferir o anion
nucleofilico reativo através das duas faces da interface, e;

b) o aumento da reatividade do anion na fase organica.*®

2.9.5 INFLUENCIA DO SOLVENTE

A extracdo do cation para a fase organica depende muito do solvente.
Muitas vezes, pequenas mudancas nha estrutura do solvente alteram
drasticamente 0 modo como o catalisador se distribui na interface. Os

solventes comumente empregados nas reacdes realizadas sob condi¢cbes de

CTF sao:

i) imisciveis em agua, para minimizar a hidratagéo do nucleofilio;
i) aproticos, para evitar as ligacdes de hidrogénio entre solvente e

nucledfilo;
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i) de polaridade média suficiente para separar o par ibnico Q*Y" e com
baixo grau de solvatacdo de Y-, proporcionando sua reacdo com o
substrato.

Solventes do tipo hidrocarbonetos clorados s&o bastante utilizados na
CTF devido ao baixo ponto de ebulicdo e também a facilidade de remoc¢éo do

meio reacional.*®

2.10 CONSIDERAGOES GERAIS SOBRE a-AMINOACIDOS

A grande maioria dos aminoacidos tem o grupo amino ligado ao carbono
adjacente, denominados assim de a-aminoacidos. A sintese de aminoécidos,
de forma geral, e seus derivados tém despertado um consideravel interesse
com o passar das décadas.”® Quando os aminoacidos s&o constituintes de
macromoléculas passam a ser denominados de proteinas ou enzimas. Na
natureza existe mais de 500 tipos de aminoécidos, porém apenas 21
aminoacidos sdo protéicos e encontram-se em maioria na natureza, destes
apenas oito aminoacidos s&do considerados essenciais (encontrados em
proteina de animal) e treze sdo nao-essenciais, encontrado em proteinas

vegetais.

O interesse na sintese deve-se a grande aplicabilidade em diferentes
areas, citando:

cosmética — sdo empregados na producdo de xampus,

protetores solares e hidratantes, desodorantes e anti-

transpirantes;®*®°

e bioquimica — na sintese de peptideos e proteinas, na sintese de
inibidores enzimaticos;®¢¢8

e agroquimica — usado como reguladores do crescimento de
plantas, fungicidas, herbicidas e pesticidas;**®*

e industria farmacéutica — usados como esqueletos de diversos

farmacos (Figura 6).%
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Figura 6. L-ter-Leucina como precursor de varios farmacos importantes.
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2.11 SINTESE DE PRECURSORES DE a-AMINOACIDOS VIA REACAO DE
C-ALQUILACAO

Vérias séo as referéncias que citam a reacdo de C-alquilacdo fazendo
uso da CTF para a sintese de precursores de a-aminoacidos. O’'Donnel e seu
grupo, foram os pioneiros com os trabalhos de C-alquilacdo, em 1978.7° Assim
como O’Donnel, a maioria dos pesquisadores fazem alusdo a sintese

assimétrica, com aplicacédo de catalisadores de transferéncia de fase quirais.

Em 1978, O’Donnel e colaboradores realizaram um experimento de
alquilagdo da base de Schiff 15 derivada da benzofenona, com o éster etilico
da glicina, na qual desejava observar a diferenca entre a reacdo de C-

alquilacao pelo método convencional e por CTF.

A alquilacdo realizada pela metodologia convencional ocorreu pela
adicao da base de Schiff 15, em THF, a uma solucdo de LDA, a -78 °C, usando
HMPA como co-solvente (Esquema 14-a). O meio reacional foi agitado por uma
hora seguida da adicdo do haleto de alquila. Em um Uultimo passo, a
temperatura foi aumentada até 0 °C. Os resultados estdo sumariados na
Tabela 4.

/ RX/THF \

a) LDA/HMPA
‘ -78 °C/1h l
Ph,C=N—CH»CO,Et Ph,C= N—CliH—COZEt
b) ‘ RX, n-BuyN"HSO, T
\ NaOH-10%/CH,CI, /

Esquema 14. ReagOes realizadas por O'Donnel e colaboradores para ver a diferenga entre a
metodologia tradicional e a CTF frente a nrecursores de aminodcidos.

A aplicacdo da CTF foi realizada em um sistema bifasico liquido-liquido
contendo a base de Schiff 15 o agente transferidor de fase HTBA
(hidrogenossulfato de tetrabutilamonio), haleto de alquila, uma solucéo aquosa

de NaOH-10% e diclorometano (Esquema 14-b). A mistura reacional foi agitada
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por uma noite a temperatura ambiente. Apdés devido tratamento, O’Donnel

conseguiu obter os devidos precursores de a-amino4cidos (Tabela 4).

Tabela 4. Resultados obtidos por O'Donnel comparando as reagdes realizadas
tradicionalmente e por CTF.

RX METODO CONVENCIONAL CTF

Me-| 93 89

Et-Br 87 -2

Et-l ----2 77
PhCH,Br 85 78

Pr-1 73 60
CH3CH3(CH3)CH-I 65 59

---* Nao observacao do produto

Por mais que os valores dos rendimentos dos produtos obtidos via CTF
tenha sido ligeiramente mais baixos quando comparados com a metodologia
tradicional, os autores consideraram que a alquilacao por CTF € especialmente
notavel devido a sua simplicidade operacional, fazendo uso de reagentes mais

acessiveis e solventes ndo anidros.

Posteriormente O’Donnel e colaboradores’™ realizaram uma série de
reacbes de C-alquilacdo de varias bases de Schiff, seguida de hidrélise
obtendo como resultado a-aminoacidos. Como exemplo citaremos a reacao
com a base de Schiff que produziu o cloridrato do aminoacido 20, derivado do
p-clorobenzaldeido e o éster etilico da glicina (Esquema 15). Os autores
testaram a atividade das bases hidroxidos e carbonatos de metais alcalinos. Os
resultados estdo na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados obtidos na alquilagao da base de Schiff 17 e o haleto de alquila 18.

BASE (Eq)/SOLVENTE QX n(%)
KOH (2,0) / CH,Cl, TEBA 80
NaOHaq)-50% (2,5) TEBA 86

K2COs3 (3,0) / CH3CN TEBA 38
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CH,CI
4-CIPh_ BASE/Q*X"
_C=N—CHyCOEt -+ SOLVENTE _  Ph,C=N—CH-CO,Et
" 17
Cl
18 19

Cl

Hs"N—CH-CO; ‘%ESPROTE(;AO

Cl
20

Esquema 15. Esquema de sintese do aminoacido 20

Através dos resultados apresentados na Tabela 5 e de outros
mencionados no trabalho®’ os autores concluiram que a base mais eficiente
sdo os hidroxidos, e por seu elevado poder de basicidade resulta na nao-

necessidade de condi¢Ges anidras.

O uso de carbonato de potassio como um efetivo agente nao-nuclefilico
para promover reacfes catalisadas por base sob condicbes de CTF-SL foi

introduzida por Ferdorynski.”?

Landini e Penso, em 199173, relataram uma metodologia com apenas
uma etapa para a N-alquilagdo da trifluoroacetamida com excelentes
rendimentos. Esta mesma metodologia foi aplicada posteriormente em 19927,
para uma reacao seletiva de mono N-alquilacdo da CF;CONH, com ésteres de
alquil-2-bromo. A partir do intermediario 23 conseguiu-se hidrolisar facilmente e
chegar aos respectivos aminoacidos. Este procedimento resultou em uma nova
metodologia para obtencdo de aminoacidos naturais e ndo-naturais (Esquema
16).”
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/CFchNHZ + RCH(Br)CO,R' K2CO3(5), QY > R(CFgCONH)CHCOB

21 22 CH3CN, refluxo 23
KOH, MeOH
R=H, n-C6H13,(Me2)CHCH2 25 °C, 2h
R'= Me, Et, t-Bu
Q"Y'= CgHsCHoNEL,CI, R(NHZ)CHCOH
@4N+Br‘, Bu,N*CI", Bu,P*Br. 24 /

Esquema 16. Metodologia empregada por Landini e Penson para a sintese de a-
aminoacidos.
Os produtos alquilados foram isolados em 51-95% de rendimento e apos
a hidrolise, obtiveram os aminoacidos com rendimentos variando de 90 a
100%. O sal de amonio mais eficiente foi o TEBA. O rendimento para a reacao
com auséncia do agente transferidor foi baixissimo e a reac&o se processou de

forma muita lenta.”

Ramachandran e Kumar”® realizaram a sintese de varios intermediarios
de amidas que sdo precursores de ésteres pipecélicos como exemplo
citaremos a alquilacdo de 25 com 1-cloro-4-iodobutano e um agente

transferidor de fase quiral 26, usando CsOH.H,0 (Esquema 17).

Os autores conseguiram bons resultados nos rendimentos das

alquilaces (de 54 a 85%) e obtendo excessos enantioméricos de até 99%."

/ (CH2)4<:\
h
P 26(0,1 eq), 1(CHy),Cl N )ﬁ( H

h H
“c= N/ﬁ( . C=N
pH y CsOH, CH,Cl, pH 5
o5 27
(83%)

o
T
<

CH,=CHCH,0 N ‘
H

Esquema 17. Sintese de glicinamidas, por reagao de C-alquila¢ao realizado por
Ramachandran.
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3.  Resultados e Discussao

3.1 PREPARAGAO DOS PADROES PARA A REACAO ENZIMATICA
3.1.1 REACAO DE C-ALQUILACAO

O substrato utilizado para as reacdoes de C-alquilagao, via CTF, foi o
cianoacetoamidoacetato de etila (rac-29), como agente alquilante usou-se
cloreto de benzila (1:1). A base utilizada na reac¢éo foi carbonato de potassio
(K2CO3). A temperatura do banho foi mantida a 70 °C por cinco horas (5h)
utilizando como catalisador cloreto de benziltributilaménio (CBTBA) e como
solvente, tolueno. ApoOs obtencdo do produto rac-31, o material bruto foi
submetido a cromatografia em uma coluna suportado de gel de silica, utilizando
como eluentes misturas de hexano/acetona 8:2, 7:3 e 1:1, obtendo-se o

produto isolado em 25% de rendimento.

Em um outro experimento, repetindo as condi¢cdes reacionais anteriores,
porém duplicando a quantidade do agente alquilante, cloreto de benzila, foi
obtido o aumento de rendimento da reacdo para 75%, em cinco horas de

reacao a 70 °C (Esquema 18).

O CN O cN  Bn
/M oet + BnCl CTF /M OEt
I 30 |
H o) H @)
rac-29 rac-31

Esquema 18. Reagao entre o cloreto de benzila e o cianoacetoamido acetato de etila
empregando CTF como metodologia.

Outra variavel estudada foi a influéncia do catalisador para a reacao
supracitada. Assim, oito catalisadores disponiveis foram testados nas mesmas
condicbes, a saber: TEBA (Brometo de benziltrietiaménio), TBAH
(Hidrogenossulfato de tetrabutilam®onio), DTMA (Cloreto de
dodeciltrimetilamdnio), CTMA (Brometo de cetiltrimetilaménio), éter-18-coroa-6,
BBTBA (Brometo de benziltributiiaménio), ALIQUAT (Cloreto de
tricaprilmetilaménio e cloreto de metiltrioctilamonio) e CBTBA (Cloreto de

benziltributilaménio). Os resultados estdo sumariados na Tabela 6.
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Tabela 6 Estudo de catalisadores e tempos utilizados para a reagao de C — alquilagao do
cianoacetoamidoacetato de etila usando como agente alquilante cloreto de benzila e seus
respectivos rendimentos a 70°C.

Entrada Catalisador Tempo (h) Rendimento (%)
1 TEBA 5 62
2 TEBA 8 75
3 TBAH 5 59
4 DTMA 5 65
5 CTMA 5 64
6 éter-18-coroa 6 5 66
7 BBTBA 5 63
8 ALIQUAT 5 66
9 CBTBA 5 75

10 CBTBA 10 75
11 CBTBA 15 75

Com os resultados apresentados na Tabela 6 (acima) foi possivel
concluir que o catalisador mais eficiente para esta reacdo foi o CBTBA, pois 0
produto alquilado, rac-31, foi obtido com 75% de rendimento em cinco horas de

reacao (Tabela 6, entrada 9).

Apds a sintese do composto rac-31 a préxima etapa consistiria na
resolucao cinética enzimatica. Porém o rac-31 possui um centro estereogénico
do tipo quaternario. E sabido que centro estereogénicos quaternarios ndo s&o
facilmente resolvidos.”® Dessa forma, optamos em realizar algumas

transformacdes em rac-31 conforme ilustrado no Esquema 19.
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3.2 HIDROLISE, ESTERIFICACAO E N-ACILACAO DOS SAIS DE
AMINOACIDOS

O precursor da fenilalanina (rac- 31) foi submetido a uma reacao de
hidrolise total, resultando em 95% do cloridrato da fenilalanina, (rac-32). Em
seguida, os grupos amino e carboxila foram protegidos. Para a reacdo de
esterificacdo foram usados trés alcoois distintos, metilico, alilico e o n-butilico
com a finalidade de se obter trés diferentes precursores de a-aminoacidos
sendo os trés amino-ésteres acetilados com anidrido acético (Esquema 19).

Os resultados apos as etapas de protecdo estdo sumariados na tabela abaixo

(Tabela 7, p. 56).

/O CN Bn Bn Bn\

OEt  HCI 20%, Refl o . OR'
/lk’w&( 30‘?{ €rluxo HC|.H3N+)w( SOCl, , R'OH HC|.H3N+)w(
H (0] (0] (6]
rac-31 rac-32 |C|> |C|>
HCI(ag) 5%| 5 ons -
CuSO4(aq) | Ppiridina
R'=-CHjs (rac-33); -Bu (rac-34) 0 Bn
-CH,CH=CH, (rac-35) /lL OR'
|
H (0]

\ rac-33-35/

Esquema 19. Hidrdlise, esterificacdo e N-acetilagcdao do rac-31
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Tabela 7. Relagdo entre produtos e rendimentos apds a sintese de protegdo dos grupos
funcionais aménio e carboxila.

PRODUTO RENDIMENTO
@) Bn
)LN/K‘/O\/\
| | 72%
H O
O Bn
PR )WOMe
N
| 83%
H O
@) Bn
/”\ /K/OBU
N
| | 88%
H O

3.3 RESOLUCAO CINETICA ENZIMATICA DOS PRECURSORES DA
FENILALANINA ATRAVES DE REACOES DE INTERESTERIFICACAO USANDO
LIPASES COMO BIOCATALISADORES.

As resolucdes foram inicialmente realizadas em tetra-hidrofurano (THF)
usando uma proporcdo 2:1 massa-massa do catalisador:substrato. As reacfes

foram monitoradas em temperaturas de 30, 45 e 55 °C.

Esperavamos que a Candida antarctica lipase B (CAL-B) atuasse como
biocatalisador nas reacdes empregadas, interesterificacao e transesterificacao.
No entanto, o observado foi a ineficiéncia ndo apenas dela, porém de outras
enzimas como a CAL-A, PSL-C |, Candida rugosa e Acilase | (Tabela 8, p. 57).



CAPITULO 3 )
RESULTADOS E DISCUSSAQ 57

Tabela 8. Relacdo de Lipases e sua capacidade de reacdo de interesterificacdo com
solvente, THF, em diferentes tempos e temperaturas.

TEMPERATURA 30°C 45 °C 55 °C
LIPASE TEMPO 5h 18h 5h
CAL-B - - -
CAL-A - - -
PSL-CI - - -

Candida rugosa - - -
LIPOZYME RM IM + +2 +2

ACILASE | - - -

(-) Indica na tabela a ndo observacao de interesterificagdo dos precursores usando
como éster o butirato de butila, enquanto o (+) indica a observacéo.  Detectado nas
primeiras horas.

A possibilidade da resolucdo cinética enzimética por uma reacdo de
transesterificacdo foi também avaliada usando n-butanol. Da mesma forma que
resultados de interesterificacdo também néo foi observada com a enzima CAL-
B, enzima na qual é muito utilizada para reacdes de interesterificacdo e
transesterificacdo. A reacdo de interesterificacdo s6 foi obtida com a
LIPOZYME RM IM. Mesmo em uma temperatura relativamente alta, e por

tempo de 320 horas a reagdo com a CAL-B néo ocorreu (Tabela 9).

Tabela 9. Relagé@o entre CAL-B e LIPOZYME RM IM na reac&o de interesterificagdo com
auséncia de solvente.

TEMPERATURA 30 °C 45 °C
48h 320h
LIPASE EMPO
CAL-B - _
LIPOZYME RM IM + +2

(-) Indica na tabela a ndo observacao de interesterificagdo dos precursores usando
como éster o butirato de butila na auséncia de THF. ? Detectado nas primeiras horas.
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A reacado de interesterificacdo usando a LIPOZYME RM IM foi monitorada
até o limite da capacidade de conversdo da enzima nas temperaturas de 30, 45
e 55 °C, na presenca ou auséncia de solvente. Os resultados estdo sumariados
nas Tabelas 10-16.

Para a resolucdo a 55 °C na auséncia de solvente (Esquema 20), 0s
rendimentos isolados dos produtos foram 70 e 84% para os ésteres metilico e
butirico, respectivamente. Para o éster (R)-2-acetilamino-3-fenil-propanoato de
metila, (R)-33, obtivemos [a]¥= -93,1° (1.0, CHCl;; ee>99%), sendo da
literatura, [a]= -101,3 (1,0; CHCls; ee >99%).”” Para o (S)-2-acetilamino-3-
fenil-propanoato de butila, (S)-34, [a]?= +3,9° (1.0, MeOH; ee>99%), a
literatura relata [a]3°= -7,4° (1,0; MeOH; ee >99%)’®, os resultados obtidos na
reacdo de interesterificacdo estdo sumariados na Tabela 16, Grafico 9 (p. 64 e

p. 65, respectivamente).

0] Bn PICO,BU 0] Bn 0 Bn
/lk O LIPOZYMERM IM _ /lk : OMe , /Ik OBu
N ~ 5 oC > N/ﬁ( N
I I I
H O H O H O
(rac-33) (R)-33 (S)-34
Esquema 20. Resolugao cinética do 2-acetilamino-3-fenil-propanoato de metila usando LIPOZYME
RM IM.

Tabela 10. Reacdo de interesterificagdo usando a LIPOZYME RM IM, em THF a
temperatura de 30 °C.

t (h) ees (%) eep (%) c (%) E

1 0,52 >99 1 >200 (2019)
2h 4,6 >99 4 >200 (2080)
3h 4,6 >99 4 >200 (2080)
17h 15 >99 13 >200 (2316)
18h 16 >99 14 >200 (2338)
19h 16 >99 14 >200 (2338)
24h 20 >99 17 >200 (2431)
27h 22 >99 18 >200 (2479)
29h 24 >99 19 >200 (2528)
35h 34 >99 25 >200 (2789)
38h 36 >99 26 >200 (2846)
41h 39 >99 28 >200 (2933)

43h 40 >99 29 >200 (2964)
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58h 58 >99 37 >200 (3607)
62h 60 >99 38 >200 (3694)
65h 63,3 >99 39 >200 (3834)
67h 63,3 >99 39 >200 (3834)
81h 66,3 >99 40 >200 (3985)

c(%)

45

40

35

30

25

20

15

10

5

0

1 2 3 17 18 19 24 27 29 35 38 41 43 58 62 65 67 81 t(h)

Grafico 4. Relagdo entre conversdo e tempo na reagao de interesterificacio do precursor de
metila, em THF na temperatura de 30 °C.

Tabela 11. Reacdo de interesterificacdo usando a LIPOZYME RM IM, em THF a
temperatura de 45 °C.

t(h) ee, (%) ee, (%) c (%) E

1h 3 >99 3 >200 (2059)
2h 5 >99 5 >200 (2100)
3h 5 >99 5 >200 (2100)
16h 17 >99 15 >200 (2361)
19h 21 >99 17 >200 (2455)
22h 23 >99 19 >200 (2503)
24h 26 >99 21 >200 (2577)
39h 37 >99 27 >200 (2874)
42h 42,4 >99 30 >200 (3025)
45h 45,3 >99 31 >200 (3121)
47h 47 >99 32 >200 (3188)
61h 63 >99 39 >200 (3834)
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C%
45 +

35 A
30 -
25 -
20 -
15 +
10 A

1 2 3 16 19 22 24 39 42 45 47 61 67 t(h)

Grafico 5. Reagdo de interesterificagao usando a LIPOZYME RM IM, em THF a temperatura de
45 °C.

Tabela 12. Rea¢dao de interesterificagdo usando a LIPOZYME RM IM sem solvente a
temperatura de 30 °C.

t (h) ees (%) eep (%) c (%) E

1 4 >99 4 >200 (2080)

2 6,3 >99 6 >200 (2121)

3 8,1 >99 7 >200 (2163)
16 38,9 >99 28 >200 (2933)
18 41,4 >99 29 >200 (2994)
22 47,8 >99 32 >200 (3223)
24 50,5 >99 33 >200 (3294)
27 53,4 >99 35 >200 (3405)
41 74,03 >99 43 >200 (4467)
43 75,8 >99 43 >200 (4611)
46 78,8 >99 44 >200 (4852)
51 80 >99 44 >200 (4940)
69 83,1 >99 45 >200 (5236)
75 85,28 >99 46 >200 (5464)
77 85,82 >99 46 >200 (5591)
79 86,22 >99 46 >200 (5591)
91 90,5 >99 47 >200 (6212)
96 92,3 >99 48 >200 (6628)
98 93,5 >99 48 >200 (6878)
101 94,35 >99 48 >200 (7169)

117 96,7 >99 49 >200 (8493)
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122 97,1 >99 49 >200 (8493)
124 97,38 >99 49 >200 (8493)

C%
60

1

2

3 16 18 22 24 27 41 43 46 51 69 75 77 79 91 96 98 101117122124
t(h)

Grafico 6. Reagdo de interesterificacdo usando a LIPOZYME RM IM sem solvente a
temperatura de 30 °C.

Tabela 13. Reacao de interesterificagdo usando a LIPOZYME RM IM sem solvente a
temperatura de 45 °C.

t (h) ees (%) eep (%) c (%) E
1 14,26 >99 12 >200 (2293)
2 21 >99 17 >200 (2455)
3 29,4 >99 22 >200 (2654)
4 37,57 >99 27 >200 (2874)
5 43,51 >99 30 >200 (3057)
6 49,64 >99 33 >200 (3294)
7 56,78 >99 36 >200 (3565)
8 60,78 >99 38 >200 (3740)
9 69,22 >99 41 >200 (4151)
10 73,74 >99 43 >200 (4467)
11 77,68 >99 44 >200 (4768)
12 80,99 >99 45 >200 (5033)
14 85,06 >99 46 >200 (5464)
16 90,51 >99 47 >200 (6212)
18 92,97 >99 48 >200 (6878)
21 94,64 >99 49 >200 (7315)
23 97,41 >99 49 >200 (8493)
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CAPITULO 3

C(%)
60

12

14 16

18 21 23 t(h)

Grafico 7. Reagao de interesterificagdao sem solvente usando a LIPOZYME RM IM a 45 °C.

A influéncia do THF (tetra-hidrofurano) para a reacdo foi examinada
quando se avaliou a reac¢des na presenca de hexano. Dessa forma foi possivel
comparar THF com hexano. Através das analises das Tabelas 10 (p. 58) e 14
(p. 62) é possivel verificar que a reacdo de interesterificacdo do rac-33 ocorre
mais rapida em presenca de hexano como solvente e que tal reacdo € ainda

mais rapida na auséncia de solventes (Tabela 13, p. 61).

Tabela 14. Reagdao de interesterificagio usando a LIPOZYME RM IM com hexano a
temperatura de 30 °C.

t (h) ees (%) eep (%) c (%) E
1 14 >99 12 >200 (2293)
2 17 >99 15 >200 (2361)
3 19,59 >99 17 >200 (2431)
4 26,99 >99 21 >200 (2603)
5 27,07 >99 21 >200 (2603)
6 31,4 >99 24 >200 (2707)
7 35,63 >99 26 >200 (2846)
8 40,25 >99 29 >200 (2964)
9 47,01 >99 32 >200 (3188)
10 52,59 >99 35 >200 (3405)
11 55,75 >99 36 >200 (3523)
12 60,48 >99 38 >200 (3694)
14 66,74 >99 40 >200 (4039)
16 71,21 >99 42 >200 (4271)
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18 74,1 >99 43 >200 (4467)

21 76,8 100 44 >200 (4688)

23 90,3 100 47 >200 (6212)
C(%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 16 18 21 23 t(h)

Grafico 8. Reagao de interesterificagdio em hexano usando a LIPOZYME RM IM a 30 °C.

A resolucao cinética enzimatica do 2-acetilamino-3-fenil-propanoato de
alila, rac-35 (Esquema 21), ocorre semelhante a resolucao do 2-acetilamino-3-

fenil-propanoato de metila, rac-33.

O Bn @) Bn @) Bn
PrCO,Bu /[k H /lk
/lkN)ﬁ(o\/k LIPOZYMERM IM _ NWOV\ + N&(OBU
| 55 °C - | |
H (0] H (0] H 0]
(rac-35) (R)-35 (S)-34

Esquema 21. Resolugdo cinética enzimatica do rac-35

Para tal reacéo testamos o efeito da temperatura a 55 °C, e foi observado
gue a reacdo se processou em quatro horas e trinta minutos com 49% de
conversdo e excesso enantiomérico de 98% (Tabela 15). Terminada a reacéo
o meio reacional foi submetido a uma filtracdo sob presséao reduzida e a enzima
foi lavada com metanol. Apds evaporacdo do solvente, realizou-se a
purificagdo do produto bruto em coluna vertical usando gel de silica. Os ésteres
alilico e butirico foram obtidos com rendimentos de 56% e 48%,

respectivamente. Para o (S)-2-acetilamino-3-fenil-propanoato de butila, (S)-34,
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[a]®= +3.9° (1.0,MeOH), o relatado na literatura para o enantidmero (R)-2-
-7,4° (1,MeOH)"® e para o (R) -

25—

acetilamino-3-fenil-propanoato de butila, [a]5’=

2-acetilamino-3-fenil-propanoato de alila obtido,(R)-35, [a]?= -34,0° (0,9;

CH.CL,).
Tabela 15. Resultados obtidos na resolucdo cinética do éster alilico do N-acetil-
fenilanina.

t(h) ee;% ee,% C% E

4,5 98 >99 50 >200 (9278)

Como houve coeluicdo de dois sinais na Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (produto e substrato), ndo foi possivel construir um grafico para

analisarmos o comportamento da reacdo com o tempo.

Para comparar o efeito do grupo de saida realizamos o seguinte:

0 Bn
I
H 0]

(rac-33)

@)

LIPOZYMERMIM /lk

(R)-33

Bn 0 Bn

OMe /lk OBu
A
H @) H @)

(5)-34

Esquema 22. Resolugdo cinética enzimatica do rac-33 a 55 °C

Os resultados obtidos nesta resolucéo estdo sumariados na Tabela 16.

Tabela 16. Reacao de interesterificagdo sem solvente usando a LIPOZYME RM IM, a

temperatura de 55 °C.

t(h) ees (%) eep (%) c (%) E
1 16 >99 14 >200 (2338)
2 27 >99 21 >200 (2603)
3 39 >99 28 >200 (2933)
4 52 >99 34 >200 (3367)
5 62 >99 38 >200 (3785)
6 73 >99 42 >200 (4399)
7 85 >99 46 >200 (5591)
8 96 >99 49 >200 (7940)

8,2 >99 >99 50 >200 (10633)
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Grafico 9. Reagdo de interesterificacdo usando a LIPOZYME RM IM sem solvente a
temperatura de 55 °C.

Podemos verificar que para a resolugcédo cinética usando o butirato de
butila, a por¢do -OCH,CH=CH, do rac-35 é melhor grupo de saida que a
por¢cdo —OMe do rac-33, pois em mesmas condi¢cdes o rac-35 foi resolvido em
guase na metade do tempo que levou o 2-acetilamino-3-fenil-propanoato de

metila, rac-33.

3.4 RESOLUCAO CINETICA ENZIMATICA DOS PRECURSORES DE a-
AMINOACIDOS ATRAVES DE REACOES DE TRANSESTERIFICACAO USANDO
LIPOZYME RM IM COMO BIOCATALISADOR

A eficiéncia da LIPOZYME RM IM foi testada frente a alcodlise, reacéo

de transesterificacdo, usando o alcool n-butilico (Tabela 17, p. 66).

|O Bn O| Bn O| Bn
n-BuOH /K /K
/J\ N)\(O\ LIPOZYMERM IM N/YO\/\ + N/k(OBU
. 30°C Ll L
H @) H ) H 0]
(rac-33) (R)-33 (9)-34

Esquema 13. Reagdo de transesterificagdao do rac-33 usando a LIPOZYME RM IM e alcool n-

butilico.
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Tabela 17. Reagdo de transesterificacdo usando o alcool n-butilico a 30°C e a LPOZYME RM
IM.

t (h) ees (%) een (%) c (%) E
2 >99 2 >200 (2039)
2 2,2 >99 2 >200 (2039)
3 2,3 >99 2 >200 (2039)
16 12,7 >99 12 >200 (2271)
18 12,7 >99 12 >200 (2271)
22 14,4 >99 12 >200 (2293)
24 16,05 >99 14 >200 (2333)
27 18,79 >99 16 >200 (2408)
41 29,38 >99 22 >200 (2408)
43 29,38 >99 22 >200 (2408)
46 32,35 >99 24 >200 (2734)
51 34,7 >99 25 >200 (2789)
69 42,2 >99 30 >200 (3025)
75 45,7 >99 32 >200 (3155)
77 46,3 >99 32 >200 (3155)
91 56,4 >99 36 >200 (3523)
96 58,5 >99 37 >200 (3607)
117 68,9 >99 41 >200 (4151)
124 71,3 >99 42 >200 (4271)

C%

1 2 3 16 18 22 24 27 41 43 46 51 69 75 77 91 96 117 124 t(h)

Grafico 10. Reagdo de transesterificagdo, usando alcool n-butilico e LIPOZYME RM IM a 30 °C
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Proposta de mecanismo da resolucdo cinética pela reacdo de

transesterificagao citado por Kanerva para resolucéao de -aminoécidos:

o N

0
I
ut NulH Nu?H R—C- Nu?

i
R-C-N

E (E'RCONu'—= E-COR-:Nu'H) E-COR (E-COR:Nu"H —= E'RCONU%) E
Nu'= OMe
Nu?= OBu

Figura 7. Proposta mecanistica para a reacao de transesterificacao usando a
LIPOZYME RM IM.

A reacao de transesterificagcdo ndo se mostrou como uma boa alternativa
para a resolucdo cinética enzimatica dos tais precursores da fenilalanina, uma
vez que levou 124h para chegar a 42% de conversédo (E > 200). Em mesmas
condicBes de temperatura (30 °C) e tempo, a reacao de interesterificacao levou

a uma conversao de 49% e E > 200.
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4. Conclusoes

Em relacdo as reacgbes de C-alquilacdo do cianoacetoamidoacetato de etila
sob condicdes de Catalise de Transferéncia de Fase (CTF) é possivel concluir

que:

= A propor¢cdo de substrato:agente alquilante, em que o rendimento é
maximizado é de 1:2, respectivamente.

m O catalisador mais eficiente foi o cloreto de benziltributilaménio.

Para as resolucdes cinéticas podemos constatar que a enzima propicia para
a reacao de interesterificacdo dos precursores da fenilalanina é a LIPOZYME
RM IM, uma vez que outras lipases foram testadas (PSL C-I, Candida rugosa,
Acilase), assim como a CAL-B e sua isoenzima, CAL-A, e nenhuma delas
mostraram-se reativas frente ao substrato em temperaturas de 30, 45 e 55 °C
em tempos tempos reacionais de até 320 horas, para a CAL-B, pois a referida
enzima tem sido relatada na literatura como principal lipase para as reacoes de

interesterificagdo em B-aminoé&cidos.

Para as reacgdes ocorridas em presenca de solvente, 0 hexano mostrou-se
mais promissor que o THF. Com a reacdo em hexano a 30 °C obteve-se
conversdo de 44% com E > 200, ees=76,8% e ee,>99% em 21 h. Em THF, a
45 °C levou um tempo maior (61 h) com o maximo de conversdo de 39%, E >
200, ees=63% e eep>99%.

Com as reagOes realizadas na auséncia de solvente foram obtidas as
melhores conversfes e excelentes excessos enantioméricos (ee). A reacao
ocorrida em butirato de butila revelou-se promissora a 30 °C, onde foi
alcangada uma converséo de 49%, E > 200, ees= 97,4% e ee,>99% em 124h.
O aumento de temperatura para 45 °C favoreceu a reacdo e conseguiu-se

chegar a 49% de conversao, E > 200, ees= 94,7% e eep>99% em 21h.

A possibilidade de uma reacéo de transesterificacdo também foi avaliada,
na qual comparada com a reacdo de interesterificacio em mesmo tempo,

124h, e temperatura de 30 °C, néo se revelou promissora, onde foi obtida uma
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conversao de 42%, E > 200, ees=71,3% e ee,>99%. Para a interesterificacao
sem solvente, foi conseguida uma conversao de 49%, E > 200, ees=97,4% e

eep>99% em 21h a temperatura constante de 45 °C.

A resolucdo cinética do 2-acetilamino-3-fenil-propanoato de alila (rac-35)
ocorreu em quatro horas e trinta minutos, sem solvente e a temperatura de 55
°C, resultando em 49% de conversdo, excesso enantiomérico do substrato
>98%, eep>99% e enantiosseletividade maior que 200, a reagdo teve que ser
finalizada antes de alcancar 50% de converséo (valor maximo para conversao
em uma resolucdo cinética), porque o produto formado co-eluia com o
enantiomero  R-acetilamino-3-fenil-propanoato de alila  nao-reagente,
impossibilitando de verificarmos excesso enantiomérico do substrato nos
cromatogramas de CLAE. Em mesmas condigdes o 2-acetilamino-3-fenil-
propanoato de metila (rac-33) levou oito horas e quinze minutos para atingir
uma conversdao de 50%, ees>99%, ee,>99% e com um alto valor de

enantiosseletividade, E > 200.
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5. Parte Experimental

5.1 INSTRUMENTOS

Os espectros de Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN) uni-(1D)
foram adquiridos em um espectrometro Bruker DRX 500, operando a 500 MHz
para hidrogénio (RMN *H), e 125 MHz para carbono-13 (RMN **C) com pulso

de frequéncia e transformada de Fourier.

Os dados de ponto de fusédo (p.f.) foram obtidos no aparelho de
MQAPF-302, aparelho digital de ponto de fusdo, Microquimica Equipamentos
LTDA.

Os acompanhamentos das reacdes foram feitas em um cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia da marca SHIMADZU-10A com detector de UV-VIS no
comprimento de onda de 254 nm acoplado a uma coluna quiral OD-H
suportado com uma fase estacionaria de celulose  tris-(3,5-
dimetilfinilcarbamato) revestido em 5 um de silica-gel, de tamanho 150 mm x 4.
6 mm® (LxD.l.)

As medidas de Rotacdo Especifica e Rotacdo Otica foram feitas em um
polarimetro Perkin-Elmer 341 digital.

Os espectros de absorcdo na regido infravermelho (1.V.) foram

registrados em um espectrofotdmetro Perkin-Elmer, modelo 1000.
5.2 SOLVENTES E REAGENTES

5.2.1 SOLVENTES UTILIZADOS

Tolueno, alcool etilico, alcool metilico, éter etilico, alcool alilico, alcool
n-butilico, acetona, hexano, diclorometano, cloroférmio todos de procedéncia
Synth. THF (tetra-hidrofurano), grau HPLC, de procedéncia MERCK.
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5.2.2 REAGENTES UTILIZADOS

o Cianoacetoamidoacetato de etila (C;H1oN2O3) comercial, de
procedéncia ALDRICH.

o Carbonato de potassio (K,CO3z) comercial, de procedéncia
VETEC.

o Cloreto de benzila (C;H7CI) comercial, de procedéncia SIGMA.

o Cloreto de tionila (SOCI,) comercial, procedéncia MERCK.

o Acido cloridrico (HCI) comercial, de procedéncia DINAMICA.

o Bicarbonato de sédio (NaHCOg3) comercial, de procedéncia
VETEC.

o Acido butandico (C4HsO;) comercial de  procedéncia
PROANALYSI.

o Alcool n-butilico (C4HsOH) comercial de procedéncia VETEC.

o Anidrido acético (C4HsO3) comercial, de procedéncia DINAMICA.

o Piridina (CsHsN) comercial, de procedéncia DINAMICA.

o Sulfato de cobre (CuSO,) comercial, de procedéncia VETEC.

o Butirato de alila (C¢H1002) comercial de procedéncia ALDRICH
CHEMICAL Comp.

o Butirato de butila (CgH160-) sintetizado conforme procedimento da

literatura.®’

5.3 CATALISADORES E BIOCATALISADORES UTILIZADOS

e Cloreto de N-benziltributilamoénio (CBTBA) comercial, de
procedéncia FLUKA;

e Brometo de benziltributilamoénio (BBTBA) comercial, de
procedéncia MERCK;

e Brometo de Cetiltrimetiiambnio (CTMA) comercial, de
procedéncia MERCK;

e Eter 18-coroa-6, comercial, de procedéncia MERCK;

e Brometo de trietilbenzilaménio (TEBA) comercial, de
procedéncia MERCK;
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e Hidrogenossulfato de tetrabutilamoénio (TBAH) comercial, de
procedéncia MERCK;

e Dodecil trimetilaménio (DTMA) comercial, de procedéncia
SIGMA-ALDRICH,;

e Cloreto de tetraoctiamoénio (ALIQUAT) comercial, de
procedéncia MERCK.

e Candida antarctica Lipase B (7300 PLU/g) ou NOVOZYME 435,
de procedéncia NOVOZYME

e Candida antarctica Lipase A de procedéncia NOVOZYME.

e Lipase a partir da Candida rugosa de procedéncia SIGMA.

e LIPOZYME RM IM de procedéncia NOVO NORDISK.

e Dimetilaminopiridina (DMAP) comercial, de procedéncia ACROS
ORGANIC.

e Acylase | a parir de Aspergillus melleus de procedéncia SIGMA-
ALDRICH.

e Pseudomonas cepacia lipase PSL-C | (1638 U/g) de
procedéncia SIGMA-ALDRICH.

5.4 ADSORVENTES UTILIZADOS

As cromatografias em coluna vertical foram efetuadas utilizando silica
gel 70-230 mesh, comercial, de procedéncia VETEC. Nas cromatografias de
camada delgada (CCD) foi empregada silica gel 60 G 5-40 um comercial, de
procedéncia VETEC.

55 PRE-TRATAMENTO DE SOLVENTES PARA AS REACOES DE
BIOCATALISE

O tetra-hidrofurano foi tratado com adi¢c&o continua de sodio metalico na

presenca de benzofenona em refluxo até atingir coloracdo azul escura.

O hexano grau CLAE, foi tratado através de adicdo de peneiras

moleculares ativadas.
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5.6 SINTESE DOS PADROES PARA A RESOLUCAO CINETICA.

5.6.1 PROCEDIMENTO GERAL PARA ALQUILACAO DO
CIANOACETOAMIDOACETATO DE ETILA USANDO CTF-LL

A um baldo de fundo redondo de 10,0 mL, equipado com um agitador
mecanico, adicionou-se 3mmol de cianoacetamidoacetato de etila (rac-29), 3
mmol de carbonato de potassio, 6 mmol do agente alquilante, 10% em mol do
agente transferidor de fase, sais de amonio, e 3 mL de tolueno. Introduziu-se o
baldo num banho de glicerina. A mistura reacional foi mantida, sob agitacao
vigorosa, a 70 'C por 5 a 15 horas. Verificou-se a formagéo do produto por
cromatografia de camada delgada. Apoés finalizar a reacao, diluiu-se a mistura
com adicdo de 20,0 mL de cloroférmio e lavou-se com agua destilada. Secou-
se 0 extrato organico com sulfato de sodio anidro (Na,SO,), filtrou-se e
evaporou-se o0 solvente sob pressao reduzida. O produto bruto foi purificado

através de cromatografia em coluna suportada com gel de silica.

5.6.1.1 ALQUILACAO DO CIANOACETAMIDOACETATO DE ETILA
SEGUINDO O PROCEDIMENTO 5.6.1 USANDO O CLORETO DE BENZILA
COMO AGENTE ALQUILANTE.

Fazendo-se uso da metodologia de CTF-LL, sob aquecimento
convencional, com agitacdo mecanica, realizou-se a reacdo entre 0
cianoacetamidoacetato de etila (rac-29) com o cloreto de benzila (30),
guantidades cataliticas de TEBA como agente de transferéncia de fase. O
produto foi purificado da mesma forma que o citado no procedimento 5.6.1,
obtendo-se um rendimento de 25% do 2-acetilamino-2-ciano-3-fenil-propanoato
de etila, rac-31, na forma de um soélido branco com ponto de fusdo de 128,2-
129,0 °C. Os rendimentos foram maximizados com a adicdo do dobro de

agente alquilante (75%).

A fim de confirmar a formacdo do produto das reacbes e obter os
espectros padrbes, realizou-se a analise do reagente de partida,
cianoacetamidoacetato de etila, e do produto 2-acetilamino-2-ciano-3-fenil-
propanoato de etila, rac-31, por espectroscopia de RMN *H, *C-BB e DEPT
135°.
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5.6.2 HIDROLISE TOTAL DO ALQUILADO

Em um baldo de fundo redondo de 15 mL foi adicionado 500 mg do 2-
acetilamino-3-fenil-propanoato de etila (rac-31) e 4 mL de acido cloridrico 20%.
O baléao foi acoplado a um condensador de bolas e a reacdo ocorreu por 30
horas, sob refluxo. Em seguida, evaporou-se o solvente do meio reacional e os
cristais obtidos foram lavados com éter etilico. Obteve-se um rendimento de

95% para o cloridrato da fenilalanina.

O cloridrato de fenilalanina (rac-32) foi submetido a uma reacdo de

esterificacdo e acilacdo, respectivamente.

5.6.3 PROCEDIMENTO GERAL PARA A REACAO DE ESTERIFICACAO DO
CLORIDRATO DA FENILALANINA

Em um bal&o de fundo redondo de 15 mL foram adicionados 1,79 mmol
do cloridrato da fenilalanina, 2 mmol do cloreto de tionila e 6 mL de alcool
(metanol, n-butanol ou alcool alilico). Apés a adicao o baldo foi conectado a um
tubo de cloreto de calcio. A mistura reacional foi agitada por meia hora a
temperatura de 0 °C, por uma hora a temperatura ambiente e por trés horas
sob refluxo. Em seguida, evaporou-se o0 solvente sob pressdo reduzida,
obtendo-se cristais do cloridrato do aminoéster, os quais foram lavados com
éter etilico. Em seguida o produto bruto foi solubilizado em 30 mL de
diclorometano e tratado com uma solucao de bicarbonato de sédio 5%. Apos a
filtracdo, evaporou-se o0 solvente e obtiveram-se os produtos esterificados do
cloridrato da fenilalanina (éster metilico, 99%; éster butirico, 98%; éster alilico,
96%).

5.6.4 PROCEDIMENTO GERAL PARA A REACAO DE N-ACILACAO DOS
AMINOESTERES

Em um bal&o reacional de 50 mL, o éster da fenilalanina (1,77 mmol) foi
diluido em 30 mL de diclorometano, adicionou-se 19,6 mmol de anidrido
acetico, 30 mmol de piridina e N-N-dimetilaminopiridino (DMAP) em
quantidades cataliticas. O baldo, vedado com uma rolha esmerilhada, teve o
seu sistema reacional agitado por 24h. Em seguida, o meio reacional foi

submetido a uma particdo usando sulfato de cobre 0,4 M, seguida de particéo
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com &cido cloridrico 5% (v/v). A fase organica foi secada com sulfato de sodio
anidro apos filtracdo do secante, evaporou-se 0 solvente obtendo os produtos
N-acilados. Finalmente realizou-se a purificacdo dos produtos utilizando uma
coluna cromatografica com 100 mL de hexano:acetona (9:1), 200 mL de
hexano:acetona (8:2), 200 mL de hexano:acetona (7:3) e 100 mL de

hexano:acetona (1:1).
5.7 PREPARACAO DOS REAGENTES NAO COMERCIAIS
5.7.1 SINTESE DO BUTIRATO DE BUTILA

A um baldo de 20 mL foram adicionados 113,6 mmol de &cido butandico,
227,2 mmol de alcool butilico e 170,4 mmol de cloreto de tionila, apds a adicdo
o baldo foi acoplado a um tubo de cloreto de calcio. Adicionou-se cloreto de
tionila & mistura reacional com o baldo imerso em um banho de gelo. A mistura
reacional foi agitada por meia hora. Em seguida a mistura reacional ficou por
uma hora a temperatura ambiente e trés horas sob refluxo. Finalmente
evaporou-se o solvente e o produto bruto foi submetido a cromatografia em
coluna de gel de silica utilizando 50 mL de hexano:acetato de etila (9:1), 100
mL de hexano:acetato de etila (8:2) e por fim, 200 mL de hexano:acetato de

etila (7:3) resultando em um rendimento de 87%.
5.8 IMOBILIZAQAO DA LIPASE A PARTIR DA Candida rugosa

Em um béquer de 50 mL foi adicionado 500 mg de PEO, poli(6xido de
etileno), um polimero natural, 200 mg da enzima de procedéncia comercial,
SIGMA 1170 U/mg e 25 mL de agua destilada que foi aquecido em um banho
de areia a 50 °C. O resultado foi um filme que foi cortado em pequenos

pedacos e armazenado em geladeira na presenca de hexano.

59 SEPARACAO DOS ENANTIOMEROS DOS PADROES EM
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Os enantibmeros dos padrdes foram separados em uma CLAE
suportado com uma coluna CHIRALCEL OD-H, 150 mm X 4,6 mm X 5
pum com fluxo de 1,0 mL/min com uma fase mével isocratica composta de

hexano:isopropanol (90:10).
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5.10 RESOLUCAO CINETICA DOS PRECURSORES DA FENILALANINA

5.10.1 RESOLUCAO CINETICA ENZIMATICA DOS PRECURSORES DA
FENILALANINA VIA REACAO DE INTERESTERIFICACAO USANDO
SOLVENTE

Para a resolucdo cinética, tendo como método a reacdo de
interesterificacdo com solvente foram utilizados THF previamente tratado e
hexano grau CLAE secado com peneira molecular. Em um erlenmeyer 10 mL
foram adicionados 1,9 mL de solvente (sendo THF ou hexano); 50mg do
substrato; 65mg (0,4524 mmol) do butirato de butila e 100mg de lipase. A
reacao foi monitorada em temperatura de 30, 45 e 55 °C. Inicialmente manteve-
se 0 meio reacional e comparou-se enzimas e temperaturas. Testou-se como
lipases capazes de promover a reacao, Acilase |, CAL-B, CAL-A, Lipase a partir
da Candida rugosa, PSL e a LIPOZYME RM IM. As reacoes foram em 30, 45 e
55 °C.

5.10.2 RESOLUGCAO CINETICA ENZIMATICA DOS PRECURSORES DA
FENILALANINA VIA REAGCAO DE INTERESTERIFICACAO SEM SOLVENTE

Para a resolucdo cinética, tendo como base a reacdo de
interesterificacdo sem solvente usou-se 1,9 mL de butirato de butila; 50 mg do
substrato e 100 mg de lipase. Apds iniciada a reacao foi retirada aliquotas de
hora em hora e analisado via CLAE.

AplOs a reacdo de interesterificacdo, o meio reacional foi filtrado, o
solvente evaporado e o produto bruto foi submetido a uma cromatografia em
coluna de gel de silica. Dessa forma, separou-se o produto obtido da
interesterificacdo do substrato. Finalmente obteve-se as rotacfes Opticas

especificas de cada composto.



CAPITULO 5
PARTE EXPERIMENTAL 79

5.10.3 RESOLUGCAO CINETICA ENZIMATICA DOS PRECURSORES DA
FENILALANINA VIA REACAO DE TRANSESTERIFICACAO

Para a reacdo de transesterificacdo usou-se um volume de 1 mL de n-
butanol (0.1 M), a reacao iniciou apdés a adicdo de lipases (75 mg/mL). A

reacao foi acompanhada com auxilio da CLAE.

5.11 METODOS DE ANALISE

5.11.1 METODOS CROMATOGRAFICOS EM CCD

Para a eluicdo das amostras em CCD, reagente e produto, utilizaram-se
0s solventes hexano/acetona (7:3).

A revelacdo das placas cromatogréaficas foram realizadas na presenca
de iodo.

5.11.2 METODOS ESPECTROSCOPICOS:

5.11.2.1 ESPECTROMETRIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
DE HIDROGENIO (RMN *H) E DE CARBONO (RMN *3C)

Os espectros de RMN *H e RMN *3C unidimensionais, foram realizados
pelo Centro Nordestino Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear
(CENAUREM) da Universidade Federal do Ceard. As dissolucdes das
amostras, enviadas ao CENAUREM, foram realizadas em cloroférmio (CDCls).
Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
foram referenciadas para RMN 'H pelo pico do atomo de hidrogénio
pertencente as moléculas residuais n&o deuteradas do cloroformio (6 = 7,27) e

para RMN *3C, pelo pico do &tomo de carbono-13 do cloroférmio (5 = 77,23).

OBS.: As numeracdes apresentadas nas estruturas abaixo foram
utilizadas apenas para a identificacdo dos atomos de carbono e hidrogénio e

por isso, ndo se relaciona com a nomenclatura da IUPAC.
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DADOS ESPECTROSCOPICOS DO CIANOACETAMIDOACETATO DE

ETILA
RMN *H (500 MHz, CDCls): 1,3 (t, 3H): 2,2 (s, 3H); 4,32 0 oN
: - I |
(9, 2H); 5,6 (d, 1H) (Figura 8). C!"SQ—'T'—CU—gonHngHs
RMN C-BB (75 MHz, CDCls): 14,1 (Csg); 22,7 (Cy); H
43,13 (Cy); 64,44 (C); 114,2, (Cs); 163,7 (C,); 169,8, (Cs) rac-29
(Figura 9).

DEPT 135° (75 MHz, CDCa3): 14,1 (Cs); 22,7 (C1); 43,13 (Cy); 64,44 (C-) (Figura
10).

Figura 8. RMN 'H do rac-29 em CDCl;.
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Figura 9. RMN **C -BB do rac-29 em CDCl;

Figura 10. RMN *3C DEPT-BB do rac-29 em CDCl;
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DADOS ESPECTROSCOPICOS DO ALQUILADO 2 (2-ACETILAMINO-2-
CIANO-3-FENIL- PROPANOATO DE ETILA)

RMN *H (500 MHz, CDCls): 1,27 (t, 3H); 2,0 (s, 3H); -
3,35 (d, 1H, J=13 Hz); 3,62 (d, 1H J= 13,5 Hz); 4,22- 10 .
4,30 (m, 2); 6,23 (s, 1H); 7,21-7,37 (m, 5H) (Figura ° 13
0 O
11). T I
GHIG—N=C—C—0—CH-GHs
RMN *3C-BB (75 MHz, CDCl3): 14,0 (C;); 22,9 (C1); H CN
41,6 (Ce); 64,1 (Cg); 116 (Cas); 128,7-130,21 (Co a 14); rac-31
131,9 (C,); 165,95 (C>); 169,8 (Cs) (Figura 12).

DEPT 135° (75 MHz, CDCl3): 14,0 (Cy); 22,9 (Cy); 41,6 (Cg); 64,1 (Cg); 128,7-
130,21 (Cg 414) (Figura 13).

I.V. (NaCl) (v-cm'l): 3277 (v Ny, def. axial); 1753 (v c=o0 éster, def. axial); 1667
(v n-n amida, def. axial); 1527 e 1439 (v c=c, def. angular); 1220 (v co, def
angular); 701 e 740 (v c.4 arom., def. axial) (Figura 14).
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Figura 11. RMN *H do rac-31 em CDCl;

Figura 12. RMN *C-BB do rac-31 em CDCl;
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Figura 13. RMN **C DEPT-BB do rac-31 em CDCl,
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4000

Figura 14. Espectro de I.V. do rac-31
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DADOS ESPECTROSCOPICOS DO CLORIDRATO DA FENILALANINA

RMN H (500 MHz, CDCls3): 3,17 (d, 2H); 4,11 (t, 1H); 7,26-7,34
(m, 5H); 8,58 (s, 2H) (Figura 15).

A
CI'H3"N-C(H)-COy
| J

RMN *3C-BB (75 MHz, CDCls): 36,11 (Cg); 53,69 (Ca); 127,6-135,54
(Cc-Ch); 170,64 (C;) (Figura 16). 2

RMN *3C-DEPT (75 MHz, CDCls): 36,11 (Cg); 53,68 (Ca); 127,6-
130,0 (Cp-Cy) (Figura 17).

I.V. (NaCl) (v-cm™): 3031 (v n.u, def. axial); 1721 (v c-o éster, def. axial); 1656
(Vv c=o0 amida, def. axial); 1596 e 1493 (v c=c, def. angular); 1206 (v c.o, def.
angular); 701 (vc.n arom., def. axial) (Figura 18).
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Figura 15. RMN 'H do rac-32 em €DCl,

Figura 16. RMN 3¢ do, rac-32 em CDCl;
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Figura 17. RMN *C-DEPT-BB do rac-32 em CDCl;

149389

303103

271 <
44000 4000 3000

Figura 18. Espectro de I.V. do rac-32
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DADOS ESPECTROSCOPICOS DO 2-ACETILAMINO-3-FENIL-

PROPANOATO DE METILA

RMN H (500 MHz, CDCls): 1,93 (s, 3H); 3,02-3,12 (m, 2H): 3,68
(s, 3H); 4,82-4,86 (g, 1H); 6,2 (d, 1H); 7,06-7,25 (m, 5H) (Figura
19).

RMN *3C-BB (75 MHz, CDCls): 23,08 (Ca); 37,93 (C.); 52, 37 (C));
53,31 (Cp); 127,19-136,04 (Ci-Cp); 169,93 (Cp); 172,27 (Co)
(Figura 20).

O
[l 2
CH3CN(H)C(H)C
a b c¢’|d e
O?Hg

h g

m i
i
K
rac-33

RMN 3C-DEPT (75 MHz, CDCl3): 23,08 (Ca); 37,93 (C.); 52,37 (C)): 53,31 (Cy);

127,19-129,31 (C-Cy) (Figura 21).

L.V. (NaCl) (v-cm™): 3279 (v n.u, def. axial); 1743 (v c-o éster, def. axial); 1656
(v c=o amida, def. axial); 1544 e 1437 (v c=c, def. angular); 1217 (v c.o, def

angular); 700 (v c.4 arom., def. axial) (Figura 22).
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Figura 20. RMN **C do rac-33 em CDCl;
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Figura 22. Espectro de I.V. do rac-33
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DADOS ESPECTROSCOPICOS DO 2-ACETILAMINO-3-FENIL-
PROPANOATO DE BUTILA

RMN *H (500 MHz, CDCls): 0,8 (q, 3H); 1,4 (m, 2H); 0 H

1,6 (m, 2H); 1,99 (s, 3H); 3,2 (t, 2H); 4,2 (m, 2H); Me'& N (I:d C//O

421,38) (d, 1H); 6,07 (d, 1H); 7,1-7,4 (m, 5H) (Figura| 'a b ll_'c | N O— CH,CH,CH,CH,
. f g h i

|
RMN 3C-BB (75 MHz, CDCl3): 13,8 (C): 19,2 (Cp): P
23,2 (Ca); 30,6 (Cg); 38,1 (C)); 53,3 (Cq); 655 (Cj)| o m o fac34
127,2-136,1 (Cp); 169,8 (Cp); 171,9 (Co) (Figura "
24).

RMN C-DEPT (75 MHz, CDCl3): 13,8 (Cy); 19,2 (Cn); 23,2 (Ca); 30,6 (Cy); 38,1
(C); 53,3 (Cy); 65,5 (Cy); 127,2-136,1 (Cip) (Figura 25).

L.V. (NaCl) (v-cm™): 3282 (v n.u, def. axial); 1740 (v c-o éster, def. axial); 1660
(Vv c=o0 amida, def. axial); 1549 e 1455 (v c-c, def. angular); 1212 (v c.o, def
angular); 700 e 745 (v c.y arom., def. axial) (Figura 26).
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Figura 24. RMN “*C-BB do rac-34 em CDCl;
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Figura 26. Espectro de I.V. do rac-34
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DADOS ESPECTROSCOPICOS DO 2-ACETILAMINO-3-FENIL-
PROPANOATO DE ALILA

RMN *H (500 MHz, CDCl5): 2,01 (s, 3H); 3,15 (g, 2H); o o
4,62 (d, 2H); 4,93 (d, 1H); 5,29 (q, 2H); 5,88 (M, 1H); |cr,ENHCH)C?
5,97 (d, 1H): 7,12 (d, 2H); 7,28 (m, 3H) (Figura 27). ab e\ocszcéH:cth

0

RMN *3C (75 MHz, CDCls): 23,3 (C.); 38,08 (Cy); n ]

53,37 (Cq); 66,30 (Cy); 119,36 (Cn); 127,35 (Cy); k
128,77-135,97 (Ci-Co); 169,89 (Cy); 171,57 (Ce) rac-35
(Figura 28).

RMN *3C-DEPT (75 MHz, CDCl3): 23,33 (C.); 38,08 (C)); 53,37 (Cq); 66,31 (Cy);
119,36 (Cp); 127,35 (Cy); 128,77-131,56 (C-C,)) (Figura 29).

L.V. (NaCl) (v-cm™): 3284 (v \.u, def. axial); 1743 (v c-o éster, def. axial); 1659
(Vv c=o0 amida, def. axial); 1453 e 1539 (v c=c, def. angular); 1230 (v c.o, def
angular); 934 (v c.4 arom., def. axial) (Figura 30).
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Figura 28. RMN “*C do rac-35 em CDCl;
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Figura 30. Espectro de I.V. do rac-35
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5.11.2.2 CROMATOGRAMAS DOS PADROES OBTIDOS VIA CLAE

ﬂbs

200

100y

) Bn
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/\L OBu
\
H @)
(5)-34
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Figura 32. Cromatograma do rac-34
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Figura 33. Cromatograma do rac-35
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