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RESUMO

As aminas opticamente puras sdo de grande importancia para a industria
farmacéutica, quimica e agroquimica, sendo usadas principalmente como agentes de
resolucéo para obtencéo de &lcoois, bem como na preparacdo de diversos farmacos.
Uma oOtima alternativa as rotas sintéticas tradicionais para preparar composto de alta
pureza Optica € a biocatalise.

Nesse contexto, diante da necessidade de se obter moléculas
enantiomericamente puras, foi feito um estudo da resolugdo cinética do rac-
feniletilamina e de um intermediario da rotigotina utilizando tecnologia de reatores de
fluxo continuo, através da utilizacdo de um leito fixo preenchido com lipase B de
Candida antarctica imobilizada.

Inicialmente, foi feito um estudo para otimizar as condi¢cdes da resolugcao
cinética do rac-feniletilamina em batelada. Sendo assim, diferentes doadores de acila
e proporc¢des entre os reagentes foram testados. Em uma segunda etapa, foi testado
as melhores condicfes obtidas em batelada para o sistema de fluxo continuo a fim de
comparar ambas metodologias. Por fim, avaliou-se as condi¢cdes otimizadas obtidas
para a resolucdo cinética de um intermediario da rotigotina.

Os resultados obtidos mostram que podem ser obtidas excelentes conversfes
e satisfatérios valores de razdo enantiomérica para a resolucdo cinética da rac-
feniletilamina em pouco tempo de reagdo em fluxo continuo. Entretanto, ndo obteve
valores satisfatérios para a resolucdo cinética de um intermedidrio da rotigotina. Além
disso, observou-se um excelente tempo reacional comparado ao sistema em batelada
para a resolucéo cinética da rac-feniletilamina, entretanto a produtividade para ambos

os sistemas foram similar em conversdes moderadas.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Enantibmeros da cetamina e da talidomida................ccccevviviiiiiiiieeeennnnns 12
Figura 2. Exemplos de aminas QUITAIS. ...........uuuuiiiieeeeieieiiiiiie e e e e e e eeeaain e e e e e e e eennnns 14
Figura 3. Estrutura quimica da rac-feniletilamina. .............ccccccceiiiiiiiiiis 15
Figura 4. Estrutura quimica da rotigotina. .............cceeeeiiiiiiiiiiiiiiee e 15

Figura 5. Diagrama de energia para diferentes enantiomeros (MILNER & MAGUIRE,

12 0 12 SRS S PP 19
Figura 6. Equacao para caculo da razdo enantiomérica da reacgao.............ccccceeeue. 20
Figura 7. Substratos utilizados na otimizag&o da resolugao cinética........................ 27
Figura 8. Doadores de acila UtiliZados. ..............eiiiiieeiiiieiicie e 27
Figura 9. Sistema de resolucéo cinética em batelada. ................ccccevvviiiiiiinienennns 30

Figura 10. A) Sistema de fluxo continuo; B) Leito fixo preenchido com a lipase. .....31
Figura 11. Cromatograma da (R,S)-feniletilamina derivatizada. .....................cccoo.. 36
Figura 12. Cromatograma da (R,S)-feniletilacetamida. .............cccccvvvmiiiiiniiiiiininnnnne 37
Figura 13. Cromatograma obtido por CG-DIC apo6s 24h de reacdo da resolucéo
cinética da (R,S)-feniletilamina utilizando 10eq de acetato de vinila. ....................... 39
Figura 14. Cromatograma obtido por CG-DIC apds 24h de reacdo da resolucéo
cinética da (R,S)-feniletilamina utilizando 2eq de acetato de vinila. ......................... 39
Figura 15. Cromatograma obtido por CG-DIC ap6s 24h de reacdo da resolucéo
cinética da (R,S)-feniletilamina utilizando 2eq de acetato de isopropenila............... 41
Figura 16. Cromatograma obtido por CG-DIC apés 24h de reacdo da resolucdo
cinética da (R,S)-feniletilamina utilizando 10eq de acetato de isopropenila.............. 42
Figura 18. Cromatograma obtido por CG-DIC ap6s 96h de reacdo da resolucéo
cinética da (R,S)-feniletilamina utilizando 10eq de acetato de etila........................... 44
Figura 17. Cromatograma obtido por CG-DIC apés 96h de reacdo da resolucéo
cinética da (R,S)-feniletilamina utilizando 2eq de acetato de etila............................. 44

Figura 19. Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolucdo cinética em

fluxo continuo da (R,S)-feniletilamina com tempo de residéncia de 40 min. ............. 47
Figura 20. Cromatograma da cetona, em coluna capilar cp-chirasil-dex cb. ............ 50
Figura 21. Espectro de infra-vermelho da cetona..............cccvvvviiieiiiiiiiiiiee e 51

Figura 22. Perfil por CCD do material de partida (cetona), da mistura e do produto
((R,S)-amina 2). Fase estacionaria silica; fase moével: acetato de etila/hexano (2:8) e

[(SAV/=1 1= To (o] Sa o Yo [0 FUREUT TR ORI 52


file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914090
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914091
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914092
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914093
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914093
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914094
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914097
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914098
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914101
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914101
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914102
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914102
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914103
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914103
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914104
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914104
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914105
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914105
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914106
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914106
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914107
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914107
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914108
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914109
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914110
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914110
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914110

Figura 23.
Figura 24.
Figura 25.
Figura 26.
Figura 28.
amida 2 ...
Figura 27.
Figura 29.
Figura 30.

Figura 31

Cromatograma da (R,S)-amina 2 derivatizada. ...............cccevvevvviviienneeenn. 52
Espectro de Infra-vermelho da (R,S)-amina 2..........ccccoeeeeeevvvieiiiieneeeenn, 53

Cromatograma da (R,S)-amida 2. ........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 54
Espectro de Infra-vermelho da (R,S)-amida 2...........ccccoeveieiiiiiiiiiiinneennn. 55
Cromatograma de CG-EM da cetona, (R,S)-amina 2 derivatizada e (R,S)-
.................................................................................................................. 55
Espectro de massas da CetONa .........cccuvuviiiiiieeiiiieecee e 55
Espectro de massas da (R,S)-amina 2 derivatizada.............cccccccceeeeeennnn. 56
Espectro de massas da (R,S)-amida 2..........cccovvvveiviiiiiiee e 56

. Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacgdo de resolucao cinética em

fluxo continuo da (R,S)-feniletilamina com tempo de residéncia de 120 min. ........... 58


file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914111
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914112
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914113
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914114
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914115
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914115
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914116
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914118
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914119
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914119

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Resolugdo cinética da (R,S)-feniletilamina e avaliagdo de diferentes
proporcdes de acetato de VINIla............cooevviiiiiii e 38
Tabela 2. Resolucédo cinética da (R,S)-feniletilamina e avaliacdo de diferentes
proporcdes de acetato de ISOPrOPENIlA .........uuuuuuurimiiiiiiiiiiiiiii e 40
Tabela 3: Resultado da resolucdo cinética da (R,S)-feniletilamina em diferentes
tempos de reacdo com acetato de etila como doador de acila............ccccceeeveeeeeieennns 43
Tabela 4. Resultado da resolucdo cinética da (R,S)-feniletilamina em diferentes
tempos com acetato de etila como doador de acila em fluxo continuo. .................... 46
Tabela 5. Valores de produtividade obtidos para a resolugdo cinética da (R,S)-
feniletilamina em batelada. ...............oevvviiiiiiiiiiiiii 49
Tabela 6. Valores de produtividade obtidos para a resolucdo cinética da (R,S)-
feniletilamina em fluXO CONtINUO .......ocvivviiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 49
Tabela 7. Resultado da resolugéo cinética da (R,S)-amina 2 em diferentes tempos

com acetato de etila como doador de acila em fluxo continuo. ..........ccccovvveeiiiennn.. 57



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1. A andlise retrosintética para a sintese de um intermediario da rotigotina.

.................................................................................................................................. 16
Esquema 2. Rota sintética da rotigotina. (Adaptado de Webster et al., 2010). ........ 16
Esquema 3. Rota sintética da rotigotina. (Adaptado de Cobley et al., 2016)............ 17
Esquema 4. Interacdo entre sitio ativo da enzima com os diferentes enantidmeros
(Adaptado de KAZLAUSKAS, 1991) ...uuiiiiiiieeiiiiiiiiiiiiee e et e e e e e e eiaaaeeeeee e 22
Esquema 5. Mecanismo da lipase. (Adaptado de FABER, 2011). ......cccccoovvveieirnnnnns 23
Esquema 6. Esquema de intermediarios para a catalise enzimatica da lipase
(Adaptado de RAZAK et al., 2015). ....ccooiiiiiiiiie e 24
Esquema 7. Esquema geral de um reator de fluxo continuo (Adaptado de DE SOUZA
L= = | R 0 0 P 25
Esquema 8. Esquema geral com as reacoes a partir da (R,S)-feniletilamina........... 29

Esquema 9. Esquema geral com as reacdes a partir da cetona para obtencédo da

(RUS)-BIMHNE 2 .. 29
Esquema 10. Acetilacdo da (R,S)-feniletilamina............cccccceeeeiiiieiiiiiiiiiie e, 37
Esquema 11. Aminacgéao redutiva da cetona para obtencédo da (R,S)-amina 2......... 51

Esquema 12. Acetilacdo da (R,S)-amiNa 2.........coeeieeeiiiiiiiiiiii e eeeeeeanns 54


file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914278
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914278
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914279
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914280
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914281
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914281
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914282
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914283
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914283
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914284
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914284
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914288
file:///C:/Users/Barbara/Documents/FIM%20DA%20GRADUAÇÃO/ENVIAR%20TCC/TCC%20-%20Bárbara_ROMAS_V2.docx%23_Toc520914289

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURA

CG - Cromatografia gasosa

Conv. - Conversao

E - Razdo enantiomérica

eep - Excesso enantiomérico do produto
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1 INTRODUCAO

Muitas moléculas na natureza possuem uma geometria 0 qual sua imagem
espelhada ndo é sobreponivel com ela mesmo. Esta € chamada de imagem
especular. Um dos motivos para essa ndo sobreposicao é a presenca de um carbono
estereogénico, ou seja, um centro assimétrico na molécula. Cada isdbmero presente
(imagem/imagem especular) € denominado enantibmero, sendo que cada um destes
enantibmeros possuem atividade Optica distintas, alterando o angulo do plano de
polarizacéo da luz (KUZEFF, 2012).

Existe diversas substancias utilizadas como farmacos que apresentam
propriedades quirais. A modificacdo da orientacdo espacial do centro estereogénico
pode modificar o efeito bioldgico. Um exemplo disso € a cetamina que em sua forma
(S) apresenta atividade anestésico e em sua forma (R) é um alucinégeno. Outro
exemplo é a talidomida, que em sua forma (R) € um sedativo leve e pode ser utilizado
no tratamento de nauseas na gravidez enquanto que o enantibmero (S) é
teratogénico, levando a ma formacgéo congénita, afetando o crescimento dos membros
superiores e inferiores do feto. Esse é um efeito nocivo grave causado pelo
enantidmero de um farmaco comercial (COELHO, 2001).

- H. .CH
CHs N H N 3
O CIE iC| O
(S)-Cetamina (R)-Cetamina
Anestésico Alucinégeno
@) @)
H H
N OO N
N, N
O O H H o O
(S)-Talidomida (R)-Talidomida
Teratogénico Sedativo

Figura 1. Enantibmeros da cetamina e da talidomida

Esse comportamento distintos dos enantibmeros fez com que nas ultimas

décadas fosse investido na busca de novas rotas enantiosseletivas que fossem
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eficientes, principalmente para a industria farmacéutica, com o objetivo de obter
produtos puros com aplicacdo direta na industria (BRAGA et al., 2013).

Dentre os varios intermediarios quimicos que possuem quiralidade
empregados na sintese de cosméticos, farmacos, alimentos e agroprodutos, as
aminas merecem énfase devido a sua versatilidade e a viabilidade de estarem
presentes na estrutura dos produtos finais (STRAUSS, 1999).

Desse modo, pelas aminas quirais apresentarem uma grande importancia em
diversos setores industriais, fica evidente a relevancia de realizar rotas sintéticas

eficientes e que estejam de acordo com a quimica verde.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aminas opticamente puras

Com o crescimento da industria farmacéutica e o avanco da area de quimica
organica, farmacologia e sintese enzimética, obteve-se o conhecimento que a
atividade biolégica das moléculas estdo intimamente associado a sua estrutura
molecular. Como algumas substancias possuem atividades biologicas, o estudo para
conseguir isolar tais substancias é cada vez mais crescente até os dias atuais,
inclusive na industria farmacéutica (BARREIRO et al., 1997).

As aminas opticamente puras, aquelas cujo o &tomo de nitrogénio esta ligado
ao centro quiral, sdo de grande importancia para a industria farmacéutica, quimica e
agroquimica, sendo usadas como agentes de resolucdo para obtencdo de acidos
carboxilicos e como sintons na sintese de muitas drogas e pesticidas (NUGENT et al.,

2010). Alguns exemplos de aminas quirais estdo demonstrados na figura 2.

OH OH

O] | : N \/\LS>
O~ NH o) |/
N +
CHs Cl” ~cl OH
Rivastigmina _ Cloranfenicol Rotigotina
(Tratamento de alzheimer) (Antibidtico) (Tratamento de Parkinson)

Figura 2. Exemplos de aminas quirais.

2.1.2 Rac-feniletilamina

Os farmacos que reproduzem total ou parcialmente os efeitos da estimulacéo
nervosa simpatica sobre os oOrgdos efetores sdo denominados adrenérgicos ou
simpatomiméticos. A estrutura quimica basica da maioria dos farmacos adrenérgicos
e a feniletilamina que € constituida por um anel benzénico ligado através de uma

cadeia de dois carbonos e um grupo amina (Figura 3) (DELUCIA, R et al., 2007).
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NH,

Figura 3. Estrutura quimica da rac-feniletilamina.

2.1.3 Rotigotina

Uma amina quiral relevante na industria farmacéutica é a rotigotina (Figura 4).
Este farmaco é utilizado para o tratamento da doenca de Parkinson em estagio

avancado e da sindrome das pernas inquietas (BUNTEN et al., 2006).

S
OH |/

Figura 4. Estrutura quimica da rotigotina.

Na literatura, a rota sintética da rotigotina geralmente utiliza a amina
opticamente pura representada em azul no esquema 1 e, para chegar até ela, fazem

uso de diferentes substratos.
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Esquema 1. A andlise retrosintética para a sintese de um intermediario da rotigotina.

Uma rota sintética para a rotigotina proposta por Webster e colaboradores
(2010) pode ser observada no esquema 2.

TSNHNH,
[Rh(cod),OTf] OH Bn NaOAC OH Boc

(5 mol) O NPT THEH,0 N Pr
NH,BF (1 eq) g

H,, Pd/C
Nuc-H (1.5 eq) OMe

EtOAc; OMe
THF, 60°C Boc,0, THF ~ SETAPAS
0 T
I3
D |2
| 2
— N
S o
O
H O_{
N. _pr DBrs N.-Pr H,, Pd/C NPT
n CH2C|2 ; O‘
-
Na;CO, I - EtOH, HCI
OH I OMe
2 ETAPAS S

TsO

Esquema 2. Rota sintética da rotigotina. (Adaptado de Webster et al., 2010).
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Como pode-se observar, a rota € composta de diversas etapas para a obtencao
da rotigotina. Além disso, na primeira etapa foi necesséria a utilizagdo de um
catalisador potente de Rh-OTf e varios outros reagentes para a transformacéo dos
enantiomeros em produtos diferentes para que assim, prosseguisse com a sintese
com apenas um dos enantiomeros.

Outra proposta para a sintese da rotigotina é feita por Cobley e colaboradores
(2016) (Esquema 3). Na segunda etapa, para a resolucédo do racemato, foi feito uma
hidrogenacdo assimétrica com a utilizacdo de um pré-catalisador [RuCI((R)-T-
BINAP)2(I-Cl)3][NH2Mez] e a necessidade de aumento de pressao para que houvesse
uma conversdo de 98% em 18 horas de reacéo.

0]
Y\ Hidrogenacao OY\

o CH3CH,C(O)NH, O‘ NH assimétrica NH
pTSA B} - (;O’

PhMe
OMe OMe OMe

Reducéo da
— amida

7 »

Esquema 3. Rota sintética da rotigotina. (Adaptado de Cobley et al., 2016).

Muitos métodos quimicos e enzimaticos para a sintese de aminas quirais foram
desenvolvidos até agora para a resolucdo de racematos, incluindo a adicdo de
carbanions a iminas quirais sulfinil, sulfonil ou fosforil (LIN et al., 2008), hidrogenacéo
de acilenaminas com ligantes fosforosos (LIU et al., 2005), metal de transicdo ou
reducdo de imina assimétrica organocatalisada (MALKOV et al., 2007; VERKADE et
al., 2008), hidroaminacao assimétrica de olefinas (LUTETE et al., 2004; HIl, 2006;
AILLAUD, 2007), cristalizagdo (SAKAMOTO et al., 2011) e resolucdo dinamica e
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cinética catalisada por enzimas (SHI et al., 2012; PAIVIO et al., 2012; VONGVILAI et
al., 2011). Dentre essas, as duas Ultimas sao as mais utilizadas.

Entretanto, todas essas abordagens possuem escopo limitado pois séo
compostos por varias etapas, gastando uma alta quantidade de materiais de partida e
muitas podem nao serem disponiveis comercialmente, como também em alguns
casos, a necessidade de alta temperatura e pressao o que € desfavoravel para a
industria. Além disso, os métodos ndo seguem 0s principios da quimica verde, pois
além de utilizarem muitos reagentes e solventes, estes podem ainda utilizarem
reagentes toxicos.

Como é visto, ainda € recente as buscas de rotas para a resolucdo de
racematos que € constituido por menos etapas, menos gastos de reagentes e que
sejam eficientes. Para isso, 0 uso da resolucdo cinética utilizando lipases tem sido
amplamente empregada na resolucao de racematos, devido a capacidade da reacéo
seletiva de um dos enantibmeros e de ser um catalisador biodegradavel (MIRANDA
et al., 2015).

2.2 Resolucéo cinética com o uso de lipases

Em uma resolucéo cinética, um dos enantibmeros de um racemato deve ser
transformado em um produto em velocidade diferente ao outro. Em uma resolucao
cinética ideal, apenas um dos enantibmeros da mistura racémica é transformado no
produto desejado, enquanto o outro permanece inalterado. Se o catalisador utilizado
€ uma enzima, entdo chama-se 0 processo de resolucdo cinética enzimatica ou
resolucédo biocatalitica (KAMAL et al., 2008).

A razao cinética para a seletividade é devido a diminuicdo da energia entre o
substrato e o estado de transi¢cao. Essa diminui¢cdo de energia, geralmente é conferido
pela estabilizacdo do estado de transicdo da reacdo pela enzima, assumindo que o
catalisador se liga mais fortemente ao estado de transicdo do que ao estado
fundamental do substrato.

Em uma reacéo enantiosseletiva, os substratos enantioméricos competem pelo
sitio ativo da enzima. Devido ao ambiente quiral do sitio ativo da enzima, complexos
enzima-substrato sdo formados, que possuem diferentes valores de energia livre para

seus respectivos estados de transicdo. O resultado € uma diferenca de energia de
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ativagdo para ambos os substratos enantioméricos (Figura 5). Como consequéncia,
um enantibmero serd transformado mais rapidamente que o outro. A reacao
enzimatica cessara automaticamente com 50% de converséo, quando nao restar mais

do enantidmero do mais reativo. (FABER, 1997).

/\ Enantibmero menos reativo

Energia

: Enantibmero mais reativo
Potencial

| Krel = S = Krap/Kiento= eXP(A.\GI/RT) I

(S) + (R)- SM

Produto menor Produto maior

Resolugao Cinética

Kr
Substrato (R) ——————» Produto (R)

Rendimento maximo 50 %
Ks

Substrato (S) ————>&—» Produto (S)

Figura 5. Diagrama de energia para diferentes enantiomeros (MILNER & MAGUIRE, 2012).

A biotransformacédo tém-se mostrado como uma alternativa as rotas sintéticas
tradicionais para moléculas quirais, devido as quimio-, regio- e enantiosseletividades
frequentemente constatadas nas reacdes enzimaticas. As reacfes biocataliticas
utilizadas em escala industrial sdo demonstradas na grafico 1. As lipases sdo as mais

utilizadas pelo fato de ndo requererem o uso de cofatores (GONCALVES et al, 2012).
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Distribuicéo de reacdes biocataliticas

u Resolucao cinética por
hidrolases

® Reducéo enantioespecifica

m Oxifuncionalizagéo
enantioespecifica

Grafico 1. Distribuicdo de reacdes biocataliticas utilizadas em escala industrial para a obtengéo de
produtos opticamente puros. (Adaptado de GONGCALVES et al, 2012)

Durante uma resolugdo cinética, os excessos enantioméricos do substrato
(ees) e do produto (eep) variam a medida em que a reacdo prossegue. Com esses
valores e a converséao, pode-se calcular a enantiosseletividade da reacédo (E) (Figura
6). Como regra geral, razdes enantibmericas inferiores a 15 séo inaceitaveis para fins
praticos, moderadas a boas quando seus valores encontram-se entre 15 e 30, e acima
deste valor sdo consideradas excelentes. (FABER e WOLFGANG, 2012).

__In[(1-C)(1—ees)] _ In[1-C(1+eep)]
~ In[(1-C)(1+ees)]  In[1-C(1-eep)]

Figura 6. Equacdo para caculo da razdo enantiomérica da reagao.
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2.3 Enzimas

As enzimas atuam como catalisadores biolégicos e podem aumentar a
velocidade de uma reacéo por um fator de 104 vezes mais do que uma reacéo ndo
catalisada sem serem consumidas no processo (VOET et al., 2000).

Por outro lado, as enzimas ndo catalisam apenas em meio biolégico, mas
algumas delas também podem ser manipuladas para atuarem como um catalisador
quimico, sendo benéfico em reagBes organicas. Durante as Ultimas décadas, os
estudos de biocatalise mostraram que a tolerancia do substrato de muitas enzimas é
muito mais do que se acreditava e que um numero grande de biocatalizadores séo
capazes de aceitar substratos ndo naturais de um tipo estrutural ndo relacionado.

Quando certos cuidados sao tomados, as enzimas podem ser
consideravelmente estaveis. Algumas podem tolerar temperaturas superiores a 100°C
e pressoes altas. Além disso, as enzimas podem ser reutilizadas se estédo imobilizadas
(FABER, 1997).

Em uma perspectiva mais geral, o uso de biocatalisadores possui muitas
caracteristicas atraentes no contexto da Quimica Verde; Além do mais, devido a
seletividade das enzimas, passos extras para protecdo e desprotecdo de grupos
funcionais ndo sdo necessarios, como seriam na sintese quimica tradicional (KRAGL
et al., 1997).

2.4 Lipases

As lipases sao enzimas hidroliticas presentes em diversos organismos, como
animais, plantas, fungos e bactérias. Em seu ambiente de origem, estas enzimas tem
o papel de catalisar a hidrélise de triacilglicerdis aos acidos graxos correspondentes e
glicerol. Entretanto, elas ndo possuem apenas funcionalidade em meio biolégico, mas
também sado capaz de catalisar uma vasta quantidade de substratos de ésteres néo
naturais, enquanto mantém uma alta enantiosseletividade e regiosseletividade. Desse
modo, as lipases convertem-se em um catalisador que cumprem um papel relevante
em biotecnologia, principalmente na industria do 6leo e dos alimentos, e em sintese

organica. Alguns profissionais, como 0s quimicos, usam lipases no preparo de
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produtos farmacéuticos enantiomericamente puros e intermediarios sintéticos.
(COSTA e AMORIM, 1999; KAZLAUSKAS; 1998).

Os substratos e os estados de transi¢ao originado durante o processo catalitico
estao ligados por ligagdes covalentes com a superficie da enzima. A forca de ligacéo
depende de alguns fatores como distancia e angulos de interacdo da enzima com o
substrato, o que resulta na seletividade da enzima frente a alguns substratos.
Qualquer impedimento estérico devido a geometria ou conformacdo da estrutura
enzimatica facilitard a enzima diferenciar enantibmeros durante o processo de
interacdo com o substrato (COSTA e AMORIM, 1999). Kazlauskas e colaboradores
(1991) em seu trabalho, assumiu que a enzima possui duas cavidades hidrofébicas
com tamanho uma maior que a outra, sendo esta variacdo de tamanho o fator que
possibilita a melhor interacdo com uma molécula em detrimento da outra, as quais
neste caso sao o par de enantibmeros. A configuracdo do enantiomero (R), como
mostra o esquema abaixo, possui uma configuracdo mais estavel do que a
configuragéo (S) quando interagir com as diferentes cavidades da enzima, logo o
enantibmero com configuracdo (R) seré acetilado preferencialmente (KAZLAUSKAS,
1991).

Enantibmero S
Configuracdo desfavoravel

8y 1

Ao~

HN
J EHZ
} + .
Enantibmero R Lipase ’ ‘ ° ,
Configuracao favoravel
NH,

%

Esquema 4. Interacao entre sitio ativo da enzima com os diferentes enantidmeros (Adaptado de
KAZLAUSKAS, 1991)
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O mecanismo da formacdo de amidas pelas lipases é muito semelhante ao
observado na hidrolise quimica por uma base (Esquema 5). O grupo hidroxila de uma
serina atua como um nucleofilico, atacando o grupo carbonila de um éster. Dois
grupos adicionais (Asp e His) localizados préximos ao residuo de formam a chamada
triade catalitica. O arranjo especial de estes trés grupos provocam uma diminui¢do do
pKa do hidrogénio da hidroxila pertencente a serina, permitindo-lhe realizar um ataque
nucleofilico ao grupo carbonila do substrato R* — CO — OR? (Etapa ). Assim, a por¢éo
acila do substrato torna-se covalentemente ligado a enzima, formando o "intermediario
acil-enzima", liberando o grupo (R?-OH). Entdo um nucleéfilo (Nu), que pode ser H20,
R%-0OH, R3-NHz2, H202, que por sua vez ataca o intermediario acil-enzima, regenera a
enzima e libera um composto do tipo R:-CO-Nu (Etapa Il). O intermediario que possui
uma carga negativa sobre o oxigénio apés o ataque do nucleofilico, é estabilizado
através de ligagcbes de hidrogénio dos grupamentos amidas dos residuos

pertencentes a chamada “cavidade do oxianion” (FABER, 2011).

Asp :‘:i Ser
Etapa | ME '/\" =| NT
\ ‘1, ,|‘ O
i i P AN e Reon
¥ S R OR<
His
g wwe S ntermedidrio
Etapa Il /Ln ‘=I Cl) . Acil-Enzima OI
07 ~o—H ,N' N—H N ————- 1)
LS Vi 7

Esquema 5. Mecanismo da lipase. (Adaptado de FABER, 2011).

Um esquema de intermediarios da catélise enzimatica na acetilagdo da rac-
feniletilamina utilizando o acetato de etila como doador de acila pode ser visto no

esquema 6.
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/[Le - /H"\G“ 106 ‘\ NH, >\\ Asp 187
2 L) o 0 0--H
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Q(N 0 105 Ser %/N
! \ 1-Feniletilamina 1 i
His 224 Ser 105 Enzima acilada 224 His
22 Intermediario tetraédrico

Esquema 6. Esquema de intermediarios para a catélise enzimatica da lipase (Adaptado de RAZAK et al.,
2015).

12 etapa: A serina que esta presente no que € chamada “triade catalitica” atua
como nucledfilo e faz um ataque nucleofilico ao atomo de carbono do acetato de etila,
formando o primeiro intermediéario tetraédrico. Este intermediario € estabilizado por
ligacdes de hidrogénio pelo chamado “cavidade do oxianion”.

22 etapa: A ligacéo da carbonila é refeita e desfaz-se o intermediario tetraédrico,
liberando etanol e formando o intermediario denominado enzima acilada;

32 etapa: A rac-feniletilamina que tem carater nucleofilico, ataca o carbono
suscetivel do intermediario acil enzima, abrindo a ligacdo C=0, gerando um segundo
intermediario tetraédrico.

42 etapa: O retorno da ligacdo C=0 desfaz o segundo intermediario tetraédrico
com a liberagdo da rac-feniletilacetamida e da enzima livre, regenerando o ciclo

catalitico.
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2.5 Biocatalise em Fluxo continuo

A tecnologia de reac¢es em fluxo continuo pode ser caracterizada por diversos
reatores tubulares diferentes, com volumes de trabalho que podem variar de 15 nL a
1 L (DE SOUZA et al., 2014). Reatores com leito fixo sdo os mais utilizados para
lipases imobilizadas (LUTZ et al., 2009). O meio € bombeado com uma vazéo
controlada por um modulo, que atravessa o reator preenchido pela enzima
imobilizada, promovendo o contato entre o biocatalisador e o substrato. Assim sendo,
o tempo de reacao é determinado pelo fluxo e o volume do reator, o qual é chamado

de tempo de residéncia (Esquema 7).

Reagentes
Produtos
Teinpo de _ Volume do reator
residéncia Velocidade do fluxo

da solugido dos reagentes

Esquema 7. Esquema geral de um reator de fluxo continuo (Adaptado de DE SOUZA et al., 2014)

A tecnologia de fluxo continuo despertou a atencdo da comunidade de
guimica organica na ultima década como uma ferramenta interessante para melhorar
a sintese organica. Algumas das vantagens da tecnologia de fluxo s&o: mistura em
microescala e transferéncia de temperatura e massa de forma eficiente; maior
eficiéncia no controle de parametros de reacdo e na mistura dos reagentes; menor
custo na otimizacdo das condicBes de reacdo; menor nimero de operacdes no
isolamento do produto. Portanto, tornou-se claro que a reacdo em fluxo continuo é
uma tecnologia que pode facilitar o uso de lipases imobilizadas para producao
industrial de aminas opticamente puras (BAXENDALE et al., 2013; DE SOUZA et al.,
2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolvimento de um processo biotecnolégico utilizando lipases

imobilizadas com a utilizacdo de fluxo continuo para a resolucéo cinética de aminas.

3.2 Objetivos especificos

v' Otimizacdo da condi¢cdes reacionais para a resolucdo cinética da rac-1-
Feniletilamina por batelada;

v Aplicacdo da melhores condi¢cdes em fluxo continuo para a resolucao cinética
da rac-1-Feniletilamina;

v" Aplicacdo da melhores condicdes em fluxo continuo para a resolucao cinética

de um intermediario da rotigotina;
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4  MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais utilizados

4.1.2 Substratos

Foi utilizado a rac-feniletilamina para a otimizacdo da resolugéo cinética por
batelada e sua aplicacdo em fluxo continuo. E foi utilizada a 5-metil-3,4-dihidro-1H-
naftalen-2-ona para a sintese de um intermediério da rotigotina para, posteriormente,
sua aplicacdo em fluxo continuo nas condicdes otimizadas ja estabelecidas. (Figura
7).

) NH,
0 :
\
5-Metil-3,4-dihidro-1H-naftalen-2-ona rac-feniletilamina

Figura 7. Substratos utilizados na otimizacdo da resolucao cinética

4.1.3 Doadores de grupo acila

Foram usados os seguintes doadores de acila: acetato de vinila, acetato de

isopropenila e acetato de etila como doadores de grupo acila.

o) O

)J\o/\ )CLOJ\ )J\ o

Acetato de vinila ~ Acetato de isopropenila Acetato de etila

Figura 8. Doadores de acila utilizados.

4.1.4 Enzimas utilizadas

N435 (enzima lipase B de Candida antarctica), imobilizada em resina de troca

ibnica do tipo acrilica macro porosa.



4.1.5 Reagentes e solventes utilizados

= Tolueno

= Acetato de etila

* Hexano

= |sopropoxido de titanio IV

= Solugdo de amobnia em metanol 7N
= Borohidreto de sédio

* Anidrido acético

» Acetato de sodio

* Anidrido trifluoroacético

= Trietilamina

= Sulfato de sédio anidro

4.1.6 Equipamentos

» Balanca analitica Mettler Toledo

» Agitador Magnético com Aquecimento

= Sistema Asia 110 de Fluxo Continuo — Syrris;

» CG-DIC Hewlett—Packard (HP) Modelo GC-6890C;
» CG-EM Shimadzu 2010

» Coluna CP-CHIRASIL-DEX

= Shaker BioVera
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4.2 Métodos

4.1.1 Esquemas gerais das reacoes

= Estudo com a (R,S)-feniletilamina.

NH, HN)k

Anidrido acético(0,7 eq)
Trietilamina (0,4 eq) ©A
lhr/ 60°C

(R,S)-feniletilamina (R,S)-feniletilacetamida

NH2 HN)J\

Doador de acila . @/\

N435

Tolueno (S)-feniletilamina (R)-feniletilacetamida
60°C

Esquema 8. Esquema geral com as reacfes a partir da (R,S)-feniletilamina

» Estudo com um intermediério da rotigotina denominado como (R,S)-amina 2.

0 Isoprop6xido NH, H
de titanio (1V)(2 eq) (Ac),0 (6 eq)
@)
NaBHj (1,5 eq) NaOAc (6 eq)
O MeOH-NH3 7N (5 eq) (ONQ EtOAc (109 eq) O
ta., 9h H,0 (200 eq) R S)-amida 2
Cetona (R,S)-amina 2 ta. 3h (R,S)-amida
H
NH, N m/
Doador de acila + 0
N435
Tolueno O O
60°C (S)-amina 2 (R)-amida 2

Esquema 9. Esquema geral com as reac8es a partir da cetona para obtencédo da (R,S)-amina 2
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4.1.2 Acetilacao da (R,S)-feniletilamina

Para a acetilacéo da (R,S)-feniletilamina foi feita uma reacéo de derivatizacao
em um vial de 2mL com 10uL da (R,S)-feniletilamina, 5uL de anidrido acético e 5uL
de trietilamina. A reacédo foi agitada no shaker por 1 hora em uma temperatura de
60°C.

4.1.3 Resolucéo cinética da (R,S)-feniletilamina

4.1.3.1 Avaliacéo de diferentes tempos de reagcdo para diferentes
proporcdes de doador de acila em batelada

Em um baldo de capacidade de 5mL adicionou-se 100mg da (R,S)-
feniletilamina, doador de acila (2eq ou 10eq) e 20mg de CAL B N435 em tolueno (5mL)
a 60°C por 24h utilizando acetato de vinila e isopropenila e, por 96h utilizando acetato
de etila (Figura 9). Foram recolhidas aliquotas de 50uL da reacdo nos seguintes
tempos: Oh, 3h e 24h para a reacdo com acetato de vinila e isopropenila. J& utilizando
acetato de etila foram recolhidas aliquotas de 50uL da reacdo nos seguintes tempos:
Oh, 2h, 4h, 6h, 9h, 24h, 72h e 96h. Todas as amostras foram derivatizadas com 5uL
de anidrido trifluoroacético e 5uL de trietilamina e posteriormente foram analisas no
CG-DIC.

Figura 9. Sistema de resolugéo cinética em batelada.
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4.1.4 Reacdao de resolucéo cinética da (R,S)-feniletilamina em fluxo
continuo

O sistema de reagdo em fluxo é composta por:

1) Recipiente contendo a solucao reacional inicial;
2) Modulo com controle de vazéao e outras funcgoes;
3) Bomba de seringa com capacidade de 1,5mL;

4) Leito fixo preenchido com a lipase;

5) Frasco de coleta da soluc&o apos a reacao;

Figura 10. A) Sistema de fluxo continuo; B) Leito fixo preenchido com a lipase.

4.1.4.1 Avaliacéo de diferentes tempos de residéncia nareacéo de
resolucdo cinética da (R,S)-feniletilamina em fluxo continuo

Os experimentos de resolucdo cinética em fluxo continuo foram realizados
utilizando-se um médulo da Asia Flow System (Syrris). O sistema inclui uma bomba
injetora, aquecedor e um leito fixo com capacidade de 1,2mL empacotada com enzima
N435. O leito foi aquecido até 60°C e bombeado com tolueno com vazao de 1.0
mL.minl. Em seguida, uma solucéo de tolueno (10mL) contendo 200mg da (R,S)-

feniletilamina e acetato de etila (2eq) foi bombeada através do leito na vazao a 120
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uL.minl, 60 uL.mint, 40 uL.mint, 30 uL.min?, 24 uL.minl, 20 uL.min?,
correspondendo aos tempos de residéncia de 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos
respectivamente. O calculo da vazéo foi feito da seguinte maneira: Capacidade do
leito fixo (1,2mL) dividido pelo tempo de residéncia requisitado.

Apébs cada tempo de residéncia, foi coletado 50uL da solucdo e, em seguida
derivatizada com 5uL de anidrido trifluoroacético e 5uL de trietilamina e deixado em

agitacdo em uma temperatura de 60°C, posteriormente analisadas em CG-DIC.

4.1.5 Aminacéo redutiva da cetona para obtencéo da (R,S)-amina 2

A metodologia empregada na reacdo da aminacao envolve a adicdo em um
baldo de capacidade 50mL de cetona (2mmol, 1eq), solucdo de ambnia 7N (5eq),
isopropoxido de titanio (2eq) em atmosfera de argonio. A reacao foi agitada, em placa
de agitacdo, em temperatura ambiente por 6 horas. Em seguida, adicionou-se
lentamente NaBHa4 (1,5eq) em banho de gelo e deixou em agitacdo por mais 3h. A
reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada, usando como
eluente acetato de etila em hexano 20:80. Para o isolamento do produto de interesse
foi adicionado a mistura reacional 10mL de NH,OH 2M. O precipitado resultante foi
filtrado e lavado com acetato de etila (2 x 10mL). Em seguida, o produto de interesse
na fase organica foi extraida com HCI 1M (3 x 10mL). Para o produto retornar para a
fase organica, a solucédo aquosa foi tratada com solucdo de NaOH 2M até a faixa de
pH entre 10-12. Apos ser feito lavagem com acetato de etila (3 x 15mL), as fases
organicas foram combinadas e lavada com salmoura (20mL), seca com sulfato de
sodio anidro e a solucéo foi concentrada sob presséo reduzida no rotaevaporador.
Posteriormente, o produto final foi derivatizado com 5uL de anidrido trifluoroacético e

5uL de trietilamina e analisado em CG-DIC.

4.1.6 Acetilacao da (R,S)-amina 2

Em um baldo de capacidade 5mL foi adicionado a (R,S)-amina 2 (8,25x101
mmol, leq), anidrido acético (6,35eq), acetato de sodio (5,5eq), acetato de etila
(109eq) e &gua (198eq). A reacgdo ficou em agitacdo por 3 horas. O isolamento do

produto de interesse foi feito adicionando agua a mistura reacional e a fase aquosa foi
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extraida com acetato de etila (2 x 5mL). As fases organicas foram combinadas e
lavada com bicarbonato de sédio (3 x 5mL) e cloreto de sodio (1 x 3mL). Em seguida,
a mistura foi seca com sulfato de sédio anidro e concentrada sob presséo reduzida no

rotaevaporador. Posteriormente, o produto final foi analisado em CG-DIC.

4.1.7 Resolucéo cinética enziméatica da (R,S)-amina 2 nas condicdes
otimizadas

O experimento de resolucdo cinética em fluxo continuo foram realizados
utilizando um médulo da Asia Flow System (Syrris). O sistema inclui uma bomba
injetora, aquecedor e um leito fixo com capacidade de 1,2mL empacotada com enzima
N435. O leito foi aquecido até 60°C e percorrido com tolueno com vazédo de 1.0
mL.min?. Em seguida, uma solucdo de tolueno (5mL) contendo a (R,S)-amina 2
(10mg, leq) e acetato de etila (2eq) foi bombeada através do leito na vazdo a 30
uL.mint, 20 uL.min! e 10 uL.min", correspondendo aos tempos de residéncia de 40,

60 e 120 minutos respectivamente.

4.1.8 Analise cromatogréaficas em CG-DIC para a (R,S)-feniletilamina

Amostras de 50uL foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada a um
detector por ionizacédo de chamas (CG-DIC Shimadzu CG2010): coluna capilar quiral
cp-chirasil-dex cb. O forno foi aquecido até 90°C, entdo mantido por 15 min, e
reaquecido a 40°C/min até 190°C e entdo mantido por 5min, com fluxo da coluna de
2,5 mL.mint e injecdo no modo Split. As porcentagens de conversdo e de excessos

enantioméricos foram analisadas pela area dos cromatogramas.

4.1.9 Analise cromatogréaficas em CG-DIC para a (R,S)-amina 2

Amostras de 50uL foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada a um
detector por ionizagédo de chamas (CG-DIC Shimadzu CG2010): coluna capilar quiral
cp-chirasil-dex cb. O forno foi aquecido até 105°C, entdo mantido por 7 min, e
reaquecido a 10°C/min até 180°C e entdo mantido por 16min, com fluxo da coluna de
2 mL.min! e injecdo no modo Split. As porcentagens de converséo e de seletividade

foram analisadas pela area dos cromatogramas.
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4.1.10 Célculo do excesso enantiomérico

Foi determinada os valores de conversao (Conv), excesso enantiomérico do
substrato (ees), excesso enantiomérico do produto (eep) calculado como ee = (area do
enantibmero R — &area do enantidbmero S), conversdo por comparacdo das areas
observadas no cromatograma e a razao enantiomérica (E) segundo calculos proposto
por Faber (2011) como E =In[1-C(1 — eep)/In[1 — C(1 + eep)]. Para os calculos de razao

enantiomérica foi utilizado o programa disponivel na internet em http://biocatalysis.uni-

graz.at/enantio/cqi-bin/enantio.pl.

4.1.11 Célculo de produtividade

Foi determinada os valores de produtividade para a resolucao cinética da (R,S)-

feniletilamina em batelada (Equacéo 1) e em fluxo continuo (Equacéo 2).

EQUAGCAO 1: P=V.Conc .Fp.(PM__/PM_).Conv
reag prod reag
100.g .t

Onde:
P = Produtividade (mgproduw.h-l.mg-l)

V: Volume reacional (mL)
Concreag: concentracéo inicial da amina (mg/mL)

PMpmd: Peso molecular da amida (mg/mol)
PMreag: Peso molecular da amina (mg/mol)

Conv: Conversao(%)
9., Grama de enzima utilizada (g)

T: Tempo reacional (minutos)
Fp: Porcentagem de pureza da amina/100

EQUAQAO 2 P=F. ConCreag.Fp.(PMprod/PMreag) . Conv

100 . Jenz


http://biocatalysis.uni-graz.at/enantio/cgi-bin/enantio.pl
http://biocatalysis.uni-graz.at/enantio/cgi-bin/enantio.pl

Onde:

P = Produtividade (mg .hhl.mghl)

produto
F: Fluxo (mL/min)
Concreag: concentracdo inicial da amina (mg/mL)

PMpmd: Peso molecular da amida (mg/mol)
PMreag: Peso molecular da amina (mg/mol)

Conv: Conversao(%)
9., Grama de enzima utilizada (g)

Fp: Porcentagem de pureza da amina/100

35



36

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo com a (R,S)-feniletilamina

5.1.1 Analise de CG-DIC da (R,S)-feniletilamina

Para estabelecer um perfil cromatografico no CG-DIC, para posteriormente, ter
uma comparacdo dos enantiomeros na resolucéo cinética, foi feito a analise de CG-
DIC da (R,S)-feniletilamina. Como foi obtido picos sobrepostos e arrastados no
cromatograma da amina, foi feito a derivatizacdo com anidrido trifluoroacético e
trietilamina para que houvesse a modificacdo do grupo funcional da molécula, e
consequentemente, mudancas nas suas propriedades fisico-quimicas. Este
procedimento resulta na melhora da resposta do detector, e aumento da eficiéncia na
separacao dos picos cromatograficos. Portanto, apds uma nova analise, obteve-se 0
cromatograma com tempo de retencdo de 11.392min e 11.705min para a (R,S)-

feniletilamina (Figura 11).

NH,

(R,S)-feniletilamina

11.392
11.705

-

B S GRS

9.5 10.0 10.5 11.0 11.5 12.0 12,5 13.0 13.5 14.0 14.5 15.0 15.5 16.0 16.5 17.0 17.5 18.0 18.5 19.0 19.5min

Figura 11. Cromatograma da (R,S)-feniletilamina derivatizada.

5.1.2 Acetilacédo da (R,S)-feniletilamina
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Para estabelecer um método analitico em CG-DIC para identificagdo dos
enantibmeros para calculo do excesso enantiomérico da (R,S)-feniletilacetamida,
posteriormente na resolucéo cinética, foi necessario que a (R,S)-feniletilamina fosse
acetilada (Esquema 10). As proporcdes utilizadas estdo descritas ha metodologia no
tépico 4.1.2.

O

NH HNJ\

2 Anidrido acético(0,7 eq)
Trietilamina (0,4 eq) ©)\
lhr/ 60°C

(R,S)-feniletilamina (R,S)-feniletilacetamida

Esquema 10. Acetilacdo da (R,S)-feniletilamina

O produto foi analisado por CG-DIC e teve tempo de retencdo de 17.466min e

17.529min para a (R,S)-feniletilacetamida (Figura 12).

(0]

HNJ\

SN

(R,S)-feniletilacetamida

17.529

17.466

9.0 95 10.0 105 11.0 11.5 12.0 125 13.0 13.5 14.0 145 15.0 155 16.0 16.5 17.0 17.5 18.0 18.5 19.0 19.5min

Figura 12. Cromatograma da (R,S)-feniletilacetamida.

5.1.3 Otimizacdo daresolucao cinética da (R,S)-feniletilamina por batelada

5.1.3.1 Resolucdo cinética da (R,S)-feniletilamina e avaliacédo de
diferentes proporc¢des de acetato de vinila
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A primeira condicdo a ser testada para a resolucdo cinética foi utilizando

acetato de vinila como doador de acila nas proporcdes de 2eq e 10eq e tolueno como

solvente para que, posteriormente, os parametros fossem otimizados. Apos a analise

de CG-DIC (Figura 13 e 14), foram obtidos os valores encontrados na tabela 1.

Tabela 1. Resolucéo cinética da (R,S)-feniletilamina e avaliacdo de diferentes proporcdes de acetato

de vinila.

NH»

Acetato de vinila

o

(R,S)-feniletilamina

N435 20% p/p
Tolueno (5mL)

NH,

HN)K

(R)-feniletilacetamida

60°C / 24h (S)-feniletilamina
Eq. Tempo de Conva. (%) e.e®. prod. E°
reacdo (h) (%)
2eq 0 3 5 0
2 eq 3 24 2 0
2 eq 24 27 3 0
10 eq 0 17 0,23 0
10 eq 3 94 0,81 0
10 eq 24 >99 0,74 0

CondigBes reacionais: (R,S)-feniletilamina (1eq, 100mg), acetato de vinila (2eq e 10eq) como
doador de acila e 60mg de CAL B N435 em tolueno (5mL) por 24h a 60°C, avaliado por CG-DIC.

aconversdo: determinada por comparacdo das areas observadas no cromatograma; Pexcesso

enantiomérico: (R - S); crazdo enantiomérica: E = In {[eep (1 - ees)] / (eep+ ees)}/ In {[eep (1 + ees)]

/ (eep + ees)}.

Como pode ser observado na tabela 1, obteve-se que apos 24 h de reacdo nao

houve nenhuma enantiosseletividade para ambas as proporcdes de doador de acila.

Além disso, obteve uma conversdo de 27% para 2eq do acetato de vinila e uma

conversao >99% para 10eq do acetato de vinila.
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17.500

(R)-feniletilamina (S)-feniletilamina (S)-feniletilacetamida (R)-feniletilacetamida

7+ *

17.429

11.519
11.833

9.5 10.0 10.5 11.0 115 12.0 12,5 13.0 13,5 14.0 14.5 15.0 15,5 16.0 16.5 17.0 17.5 18.0 18.5 19.0 19.5min

Figura 14. Cromatograma obtido por CG-DIC apés 24h de reacdo da resolucdo cinética da (R,S)-

feniletilamina utilizando 2eq de acetato de vinila.

17.501

O

HNJ\

17.434

0
HI;IJ\

o

(R)-feniletilacetamida

(S)-feniletilacetamida ,\ /

9.5 10.0 10.5 11.0 11.5 12.0 12.5 13.0 13.5 14.0 14.5 15.0 15.5 16.0 16.5 17.0 17.5 18.0 18.5 19.0 19.5min

o

Figura 13. Cromatograma obtido por CG-DIC ap6s 24h de reacao da resolugédo cinética da (R,S)-feniletilamina

utilizando 10eq de acetato de vinila.

Faber e colaboradores (2011) em seu trabalho relatou que a nucleoficilidade
da amina é significativamente maior do que a de um alcool por exemplo e, ela acaba
reagindo com ésteres ndo enzimaticamente, prejudicando a enantiosseletividade da
reacao. Outra hipotese para essa nao enantiosseletividade, pode ser a formacéao de
subprodutos como o acetaldeido gerado pelo acetato de vinila e este, pode desativar
alguns tipos de lipases como a CAL-B. (WEBER, 1997)



5.1.3.2

Resolucao cinética da (R,S)-feniletilamina e avaliacédo de
diferentes proporcdes de acetato de isopropenila
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A proxima etapa foi fazer um estudo do comportamento da reacdo de

resolucao cinética da (R,S)-feniletilamina utilizando proporcdes de 2eq e 10eq de

acetato de isopropenila como doador de acila em diferentes tempos reacionais. Os

resultados obtidos apés analise em CG-DIC (Figura 15 e 16) sédo encontrados na

tabela 2.

Tabela 2. Resolugéo cinética da (R,S)-feniletilamina e avaliacdo de diferentes propor¢des de acetato

de isopropenila

NH,

o

(R,S)-feniletilamina

Acetato de isopropenila

N435 20% p/p
Tolueno (5mL)

NH,

oy

HN)K
©/\

(R)-feniletilacetamida

60°C / 24h (S)-feniletilamina
Eq. Tempo (h) Conva. (%) e.eP. prod. E®
(%)
2 eq 0 5 65 5
2 eq 3 73 52 4
2eq 24 96 36 2
10 eq 0 9 13 1
10 eq 3 90 11 1
10 eq 24 >99 8 0

Condig6es reacionais: (R,S)-feniletilamina (1eq, 100mg), acetato de isopropenila (2eq e 10eq) como
doador de acila e 60mg de CAL B N435 em tolueno (5mL) por 24h a 60°C, avaliado por CG-DIC.

aconversdo: determinada por comparagcdo das areas observadas no cromatograma; Pexcesso

enantiomérico: (R - S); crazdo enantiomérica: E = In {[eep (1 - ees)] / (eep+ ees)}/ In {[eep (1 + ees)]

/ (eep + ees)}.

Os resultados demonstraram um aumento da enantiosseletividade e do excesso

enantiomérico do produto comparado aos resultados utilizando acetato de vinila como
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doador de acila. Entretanto, ainda foi obtido valores moderados de conversao e baixos
valores de enantiosseletividade. Como pode observar na tabela 2, a aliquota recolhida
no tempo zero (apos adicionar todos 0s reagentes), ja apresentava uma conversao do
substrato. Com esses resultados, pressupde que o acetato de isopropenila frente a
essa reacao, é ainda muito reativo. Desse modo, a rea¢do ndo enzimatica acaba
prevalecendo, resultando em baixos valores de enantiosseletividade.

Outro problema encontrado ao utilizar o acetato de isopropenila na resolucao
cinética da (R,S)-feniletilamina foi a presenca de um subproduto, que pressupde ser
uma imina resultante da condensacao da 1-feniletilamina com acetona que € gerada

no meio reacional.

O

HNJ\
HI}IJ\

(S)-feniletilacetamida
(R)-feniletilamina (S)-feniletilamina (R)-feniletilacetamida

-
|

17.500

17.431

15.859
15.925

11.603
11.905

9.5 10.0 10.5 11.0 11.5 12.0 12.5 13.0 13.5 14.0 14.5 15.0 15.5 16.0 16.5 17.0 17.5 18.0 18.5 19.0 19.5 min

Figura 15. Cromatograma obtido por CG-DIC apés 24h de reacao da resolucéo cinética da (R,S)-feniletilamina

utilizando 2eq de acetato de isopropenila.
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0
HNJ\

17.431
17.499

0
Hl;JJ\

(S)-feniletilacetamida

J\ (R)-feniletilacetamida
NZ \ /‘

9.5 10.0 10.5 11.0 11.5 12.0 12.5 13.0 13.5 14.0 14.5 15.0 15.5 16.0 16.5 17.0 17.5 18.0 18.5 19.0 19.5 min

15.860
15.923

AN

Figura 16. Cromatograma obtido por CG-DIC apés 24h de reacdo da resolucéo cinética da (R,S)-feniletilamina

utilizando 10eq de acetato de isopropenila

5.1.3.3 Resolucéo cinética da (R,S)-feniletilamina e avaliacdo de
diferentes proporcdes de acetato de etila

Como os resultados foram insatisfatérios para os sistemas reacionais utilizando
acetato de vinila e acetato de isopropenila como doador de acila, foi necessério
escolher um doador de acila que na literatura apresentava uma menor reatividade
frente a resolucdo cinética usando lipase, jA que os doadores mais comumente
utilizados para a resolugéo cinética de &lcool, por exemplo, como o acetato de vinila e
acetato de isopropenila apresentavam uma maior reatividade nesse sistema. Desse
modo, optou-se pela utilizacdo do acetato de etila. Os resultados obtidos ap6s anélise
em CG-DIC (Figura 17 e 18) para a resolucao cinética da (R,S)-feniletilamina em
diferentes tempos de reacdo com acetato de etila como doador de acila s&o
encontrado na tabela 3.
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Tabela 3: Resultado da resolucédo cinética da (R,S)-feniletilamina em diferentes tempos de reacdo

com acetato de etila como doador de acila

o

(R,S)-feniletilamina

NH,

Acetato de etila

N435 20% p/p
Tolueno (5mL)

oy

NH»

HN)K

o™

(R)-feniletilacetamida

60°C / 96h (S)-feniletilamina
Eq. Tempo de Conva. (%) e.eP. prod. E®
reacéo (h) (%)

2 eq 0 0 0 0
2eq 2 9 85 17
2 eq 4 10 81 18
2 eq 6 15 82 18
2¢eq 9 20 89 22
2eq 24 28 92 34
2eq 72 49 93 80
2eq 96 50 92 105
10 eq 0 0 0 0
10 eq 2 9 80 10
10 eq 4 12 79 10
10 eq 6 19 79 11
10 eq 9 27 80 11
10 eq 24 40 75 12
10 eq 72 52 71 12
10 eq 96 65 63 15

Condi¢des reacionais: (R,S)-feniletilamina (1eq, 100mg), acetato de etila (2eq e 10eq) como
doador de acila e 60mg de CAL B N435 em tolueno (5mL) por 4 dias a 60°C, avaliado por CG-DIC.

aconversdo: determinada por comparacdo das areas observadas no cromatograma; Pexcesso

enantiomérico: (R - S); ‘razao enantiomérica: E = In {Jeep (1 - ees)]/ (eep+ ees)}/In {[eep (1 + ees)]

/ (eep + ees)}.
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NH; NH, HN)k "
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(R)-feniletilacetamida

(R)-feniletilamina (S)-feniletilamina (S)-feniletilacetamida
< \ /
R / .
< .
% = 3

9.5 10.010.511.011.512.012.513.013.514.014.515.015.516.016.517.017.518.018.519.0 19.5min

Figura 17. Cromatograma obtido por CG-DIC apés 96h de reacdo da resolucao cinética da (R,S)-feniletilamina

utilizando 10eq de acetato de etila.

O

NH> HNJ\ HNJ\

(R)-feniletilacetamida
(S)-feniletilamina (S)-feniletilacetamida /

17.506

T
/
17.433

Figura 18. Cromatograma obtido por CG-DIC ap6s 96h de reacao da resolugédo cinética da (R,S)-

feniletilamina utilizando 2eq de acetato de etila.

Como pode ser observado pela tabela 3 e pelo grafico 2, obteve valores
satisfatorios de enantiosseletividade e conversdo usando 2eq de doador de acila na
RC. Enquanto foi obtido altos valores de conversdo, porém baixos valores para
enantiosseletividade com o uso de 10eq de doador de acila. Pressupde que o alto
valor de enantiosseletividade para o uso de 2eq de acetato de etila, € devido a baixa

reatividade do acetato de etila diretamente com a amina para esse sistema,
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priorizando assim, a reacdo enzimatica. Ja a baixa enantiosseletividade para a reacao
utilizando 10eq de doador de acila, pode ser decorrente pela interacdo direta do
acetato de etila com a amina ndo enzimaticamente, pela alta propor¢cdo desta na
reacdo. Consequentemente a reacdo perde a enantiosseletividade, ja que a enzima

atua parcialmente sobre o substrato.

Diferentes equivalentes de doadorde acila

L

(5]
=]

Raz&o enantiomérica

\
+

[
= =

an - = 8
1 At JU e

o ~ A

u R

o

Tempo (hrs)
—@—2eq 410 eqg

Grafico 2. Comparacao entre as diferentes proporc¢des de acetato de etila na resolucéo cinética.

Com esses resultados, definiu que o uso de 2 equivalentes de acetato de etila
como doador de acila com a utilizacdo de tolueno como solvente, sdo as melhores

condicBes para a aplicacao em fluxo continuo.

5.1.4 Resolucéao cinética da (R,S)-feniletilamina em fluxo continuo

Com as condicdes melhoradas por batelada e os métodos analiticos
estabelecidos, foi feita a aplicacdo da reacdo de resolucdo cinética da (R,S)-

feniletilamina em fluxo continuo.



46

A reacdo de 1,65X10* da (R,S)-feniletilamina foi feita em diferentes tempos de
reacao (10, 20, 30, 40, 50 e 60 min) com 2eq de acetato de etila como doador de acila
em fluxo continuo. Os valores para conversao, excesso enantiomérico do produto e a

razao enantiomérica desta reacao € encontrada na tabela 4.

Tabela 4. Resultado da resolucgédo cinética da (R,S)-feniletilamina em diferentes tempos com acetato

de etila como doador de acila em fluxo continuo.

o

NH, NH, HNJ\

(jA Acetato de etila (ZGQ) (jA
+
N435 (352”!9)

Tolueno (5mL)

(R,S)-feniletilamina 60°C (S)-feniletilamina (R,S)-feniletilacetamida
Tempo de Conva. (%) e.eP. prod. (%) EC

residéncia (min)

0 0 0 0

10 13 93 35

20 28 93 37

30 30 96 95

40 33 94 77

50 37 96 101

60 43 96 103

Condi¢cdes reacionais: Tolueno (10 mL) contendo a (R,S)-feniletilamina (200 mg, leq) e
acetato de etila (2eq) bombeada através do leito na vazéo 120 uL.min-, 60 uL.mint, 40 uL.min-
1,30 uL.min-1, 24 uL.min%, 20 uL.min"1, correspondendo aos tempos de residéncia de 10, 20,
30, 40, 50 e 60 minutos respectivamente., utilizando o leito fixo preenchido com N435. Avaliado
por CG-DIC. &aconversdo: determinada por comparacdo das areas observadas no
cromatograma, Pexcesso enantiomérico: (R - S); razdo enantiomérica: E = In {[eep (1 - ees)]/

(eep+ ees)}/ In {[eep (1 + ees)] / (eep + ees)}.

O cromatograma obtido por CG-DIC da reacéo de resolucao cinética em fluxo
continuo da (R,S)-feniletilamina com tempo de residéncia de 40 min pode ser visto
na figura 19. E observado a reduc&o do pico referente ao enantiomero (R) do

substrato e 0 aparecimento do pico referente ao enantiomero (R) do produto.
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Figura 19. Cromatograma obtido por CG-DIC, da reac¢do de resolucéo cinética em fluxo continuo da (R,S)-

feniletilamina com tempo de residéncia de 40 min.

Como pode ser observado pelas tabelas 3 e 4 e fazendo a comparacdo de
ambos pelo grafico 3, pode ser observado que a resolucao cinética em fluxo continuo
foi demasiadamente mais rapida do que a RC por batelada, mantendo bons valores
de conversao e enantiosseletividade. Para obter uma conversdo boa e uma razéo
enantiomérica acima de 100, foi necessario apenas 1h de reacado, enquanto para obter
aproximadamente a mesma razdo enantiomeérica por batelada, foi necesséaria mais do
gue 90h de reacdo. Este resultado demonstra a eficiéncia da tecnologia de fluxo
continuo para esse sistema reacional, contribuindo para a reducdo do tempo e,
proporcionando uma maior eficacia na transferéncia de massa sem sofrer inibicdo do
sistema biocatalitico pelo produto, uma vez que o fluxo laminar remove o produto do

contato da enzima.
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Razdo enantiomérica
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Grafico 3. Comparacao da RC por batelada e em fluxo continuo.

5.1.5 Diferenca de produtividade entre batelada e fluxo continuo

Como alguns parametros como a quantidade de enzima utilizada e o tempo
reacional foram diferentes em ambos o0s sistemas, foi necessario o calculo de
produtividade para uma melhor comparacdo. Os valores obtidos para a resolucéo
cinética da (R,S)-feniletilamina em batelada e em fluxo continuo sdo encontrados na

tabela 5 e na tabela 6, respectivamente.
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Tabela 5. Valores de produtividade obtidos para a resolucdo cinética da (R,S)-feniletilamina em

batelada.
Batelada
Produtividade
Tempo (min) Conv (%) | (Mgproduto.ht.mgenzima™)
120 9 5,03
240 10 2,79
360 15 2,79
540 20 2,48
1440 28 1,30
4320 49 0,76
5760 50 0,58

Tabela 6. Valores de produtividade obtidos para a resolucdo cinética da (R,S)-feniletilamina em fluxo

continuo

Fluxo continuo

Fluxo Produtividade
(uL.min™) Conv (%) (MQgproduto.n"L.Mgenzima™)
120 13 1,18
60 28 1,27
40 30 0,91
30 33 0,75
24 37 0,67
20 43 0,65

Como pode observar pelas tabelas 5 e 6, para valores baixos de converséo,
foi obtido uma maior produtividade para o sistema em batelada e, para altos valores
de converséo, obteve-se maiores valores de produtividade para o sistema em fluxo
continuo. Esse resultado é devido a grande diferenca do tempo reacional e também

pela quantidade de enzima utilizada nos dois sistemas. Entretanto alguns fatores
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devem ser analisados, mesmo que em um sistema em batelada a utilizac&o da lipase
seja bem menor, ela esta em constante agitacao e acaba se deteriorando ao contrario
da lipase utilizada no leito fixo, a qual fica intacta. Desse modo, as lipases em fluxo
continuo se conservam muito mais e podem ser reutilizadas. Logo, o fluxo tem uma

grande vantagem tanto no tempo reacional como na reutilizagdo da enzima.

5.2 Estudo com a (R,S)-amina 2

5.2.1 Analise da cetona por CG-DIC

Para acompanhar os perfis cromatogréficos no CG-DIC apds a reagdo de
aminacdao foi feita a analise cromatografica no CG-DIC (Figura 20) e CG-EM (Figura
28 e 27) da cetona e sua devida caracterizacdo por espectroscopia de infra-vermelho
(Figura 21).

14.250
o
/

9.0 9.5 10.010.511.011.512.012.5 13.0 13.5 14.0 14.5 15.0 15.5 16.0 16.5 17.0 17.5 18.0 18.5 19.0 19.5min

Figura 20. Cromatograma da cetona, em coluna capilar cp-chirasil-dex cb.

Na andlise do espectro de infra-vermelho observa-se a banda referente ao
estiramento da carbonila (C=0) em 1716 cm™* que ndo serd observado apds a
aminacdo. Além desta, é observado bandas referentes ao estiramento da ligagédo

dupla C=C em 1641 cm™ e dos carbonos sp2 e sp3 em torno de 3000 cm™.
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Figura 21. Espectro de infra-vermelho da cetona

5.2.2 Aminacao redutiva da cetona

Para o aumento da quantidade do que chamamos de (R,S)-amina 2 disponivel
para as reagdes posteriores, foi feita a reacdo de aminagao redutiva da cetona
(MIRIYALA, 2004), como mostra o esquema 11. As propor¢cBes dos reagentes

utilizadas estdo descritas ha metodologia no tépico 4.1.5.

0O Isopropoxido NH
de titanio (V) 2
NaBH,
O\ MeOH-NH3 7N O
t.a., 9h
Cetona (R,S)-Amina 2

Esquema 11. Aminagéo redutiva da cetona para obtencéo da (R,S)-amina 2

A reacao foi acompanhada por cromatografia em camada delgada com acetato
em hexano 20:80. O perfil cromatogréfico apds o fim da reagdo é mostrada na figura
22.
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Figura 22. Perfil por CCD do material de partida (cetona), da mistura e do produto ((R,S)-amina

2). Fase estacionaria silica; fase movel: acetato de etila/hexano (2:8) e revelador: iodo

O produto foi obtido na forma de um 6leo marrom escuro com um rendimento
de 37%. Uma das consequéncias do baixo rendimento foi devido a dificuldade do
isolamento, o0 qual se caracteriza por varias etapas e aumenta a porcentagem de
perda do produto. Em seguida, o produto foi derivatizado com anidrido trifluoroacético
e trietilamina, pelo mesmo motivo feito para a (R,S)-feniletilamina e apds foi analisado
por CG-DIC (Figura 23).

Com a analise cromatogréfica, foi calculado a conversao e obteve-se >99% da
(R,S)-amina 2.

/
15.738
15.839

9.0 9.5 10.010.511.011.512.012.513.013.5 14.0 14.5 15.0 15.5 16.0 16.5 17.0 17.5 18.0 18.5 19.0 19.5min

Figura 23. Cromatograma da (R,S)-amina 2 derivatizada.
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O produto também foi devidamente analisado por CG-EM (Figura 28 e 29)
Ressonancia magnética nuclear de °C e H (Figura Al e A2) e espectroscopia de
infra-vermelho (Figura 24).

Apés a aminacao, observa-se pelo espectro de infra-vermelho, o sumico da
banda referente ao estiramento da carbonila (C=0) em 1716cm, e o aparecimento
das duas bandas correspondente ao estiramento da amina primaria N-H em 3291cm-
L e 3352cm™. Além desta, é observado bandas referentes ao estiramento da ligacédo

dupla C=C em 1641 cm™ e dos carbonos sp? e sp? em torno de 3000 cm™.

3999 3499 2999 2499 1999 1499 999 499

Figura 24. Espectro de Infra-vermelho da (R,S)-amina 2

5.2.3 Acetilacédo da (R,S)-amina 2

Para estabelecer um perfil cromatografico no CG-DIC, para posteriormente, ter
uma comparacdo dos enantiomeros na resolucao cinética, foi feito a acetilacdo da
(R,S)-amina 2 (Esquema 12). As propor¢des dos reagentes utilizadas estdo descritas
na metodologia no tépico 4.1.6 (COPINGA et al., 1993).
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H
NH
2 (Ac),0 Nj{
g O
NaOAc/ EtOAc/ H20
NG | t.a., 3h O
(R,S)-Amina 2 (R,S)-Amida 2

Esquema 12. Acetilacdo da (R,S)-amina 2

Foi obtido um produto sélido marrom escuro, o qual foi caracterizado e
confirmado por CG-DIC (figura 25), Ressonancia magnética nuclear de '3C e 'H (figura

A3 e A4) e espectroscopia de infra-vermelho (figura 26).

o:<
23.090
23.439

N A

11.0 120 130 140 150 160 170 180 190 200 21.0 220 23.0 240 min

Figura 25. Cromatograma da (R,S)-amida 2.

No espectro de infra-vermelho, pode-se observar em 3292cm™ a banda
correspondente ao singleto do estiramento da amida secundaria e em 1713cm™ a

banda correspondente ao estiramento da ligagdo C=0 da amida.
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3999 3499 2999 2499 1999 1499 999 499

Figura 26. Espectro de Infra-vermelho da (R,S)-amida 2

Em seguida foi feito a analise por CG-EM da cetona, (R,S)-amina 2 derivatizada
e (R,S)-amida 2 (Figura 27).

O;\: o @lef @ij“f

ST
8.0 8.5 9.0 95 10.0 10.5 11.0 11.5 12.0 12.5 13.0 13.5 14.0

Figura 27. Cromatograma de CG-EM da cetona, (R,S)-amina 2 derivatizada e (R,S)-amida 2

(x100,000)
] 134
3.04
1 N O
25|
] =
20_: 104 176
] O
1.5
1.04
] 78 91
0.54
PSR R Y N O A
ood 2 MLt R M e e JI e e ]
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180

Figura 28. Espectro de massas da cetona
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Figura 29. Espectro de massas da (R,S)-amina 2 derivatizada
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Figura 30. Espectro de massas da (R,S)-amida 2

No espectro de massas da cetona (Figura 27), os ions de m/z 176, 134 foram
atribuidos aos ions [M] + e [C9H100] "+ ; no espectro da (R,S)-amina 2 derivatizada (Figura
29), os ion de m/z 273 e 160 foram atribuidos aos ions [M]+ e [C11H120] - +; no espectro
da (R,S)-amida 2 (Figura 30), os ion de m/z 219 e 160 foram atribuidos aos ions [M] + e

[C11H120] +

5.2.4 Resolucdo cinética da (R,S)-amina 2 em fluxo continuo

Tendo as condigBes otimizadas para a (R,S)-feniletilamina e os métodos
analiticos estabelecidos, foi testado as mesmas condicdes para a resolucao cinética
da (R,S)-amina 2. Entretanto, como tinha uma falta da disponibilidade do substrato da
(R,S)-amina 2 e tinha a necessidade de um volume minimo de solvente para o fluxo,

foi feito o teste com 1,12x102 M da (R,S)-amina 2, uma concentracédo 15 vezes mais
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diluida comparado a concentracdo utilizada para a resolucdo cinética da (R,S)-
feniletilamina

Apos a analise de CG-DIC (Figura 31), foram encontrados valores medianos
para conversao, entretanto quase nenhuma enantiosseletividade. Com isso, também
foi testado tempo de residéncia de 60 min e 120min, o qual perpetuou 0 mesmo

resultado. Os resultados encontram-se na tabela 7.

Tabela 7. Resultado da resolucéo cinética da (R,S)-amina 2 em diferentes tempos com acetato de etila

como doador de acila em fluxo continuo.

H
NH, N
NH> acetato de Etila (2 eq) N : m/
N435 ©
Tolueno 0 0
O 60°C > >~
(R.S)-Amina 2 (S)-Amina 2 (R)-Amida 2
Tempo de Conva. (%) e.eP. prod. (%) E°
residéncia (min)
40 2 5 1
60 3 4 1
120 18 7 1

Condic¢des reacionais: Tolueno (5 mL) contendo a (R,S)-amina 2 (10mg, 1leq) e acetato de

etila (2eq) bombeada através do leito na vazdo 30 uL.min-1, 20 uL.min, 10 uL.min?,

correspondendo aos tempos de residéncia de 40, 60 e 120 minutos respectivamente, utilizado

a coluna preenchida com N435. Avaliado por CG-DIC. &conversdo: determinada por

comparacédo das areas observadas no cromatograma; Pexcesso enantiomérico: (R - S); crazédo

enantiomérica: E = In {[eep (1 - ees)] / (eep+ ees)} / In {[eep (1 + ees)] / (eep + ees)}.
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Figura 31. Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacao de resolugdo cinética em fluxo continuo da (R,S)-

feniletilamina com tempo de residéncia de 120 min.

O cromatograma obtido por CG-DIC da reacdo de resolucdo cinética em fluxo
continuo da (R,S)-amina 2 com tempo de residéncia de 120 min pode ser visto na
figura 30. E observado o surgimento dos dois enantibmeros do produto (R,S)-amida 2

Costa e Amorim (1999) em seu trabalhou, relatou que as lipases néao hidrolisam
substratos que estejam abaixo de uma concentracdo minima. Nessa conjectura, €
provavel que a baixa enantiosseletividade da enzima nesse sistema, foi devido a baixa
concentragdes da enzima (R,S)-amina 2.

A utilizacdo da baixa concentracdo da (R,S)-amina 2, foi devido a baixa
disponibilidade do substrato (cetona) no laboratério, 0 que impediu o aumento da
quantidade de (R,S)-amina 2 disponivel para as reacdes de resolucao cinética. Além
disso, para uma reacdo em fluxo continuo, € necessario a utilizacdo de uma
quantidade minima de solvente para que possa preencher todo o sistema, incluindo a
coluna empacotada com a enzima e, para isso, foi indispensavel a diluicdo do
substrato. Desse modo, € imprescindivel fazer um estudo mais afundo das interacdes
enzima-substrato. Para isso, ainda é necessario variar a concentracdo da (R,S)-amina

2 nesse sistema para se obter um conhecimento mais eficaz dessas interagdes.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel desenvolver condicbes otimizadas utilizando lipase imobilizada
para a resolugéo cinética da (R,S)-feniletilamina em fluxo continuo, cujo valores de
enantiosseletividade e conversdo foram satisfatorios. Entretanto, a aplicacdo das
condicbes otimizadas para baixas concentracdes de (R,S)-amina 2, resultou em
valores moderados de converséo e baixa enantiosseletividade.

Além disso, em comparacao a reacao em batelada, a reacao em fluxo continuo
apresentou um tempo reacional muito menor para chegar nos valores de
enantiosseletividade e de converséo obtido em batelada. Com isso, fica claro a

vantagem do uso do fluxo continuo frente a reacdo em batelada para esse sistema.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Realizar um estudo mais elaborado da resolucédo cinética em fluxo continuo
em maiores concentracdes da (R,S)-amina 2;

Realizar um estudo para separar os enantiomeros do substrato e produto da
(R,S)-fenietilacetamida apos a resolucéo cinética em fluxo continuo;
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9 ANEXOS

7.1 ESPECTROS DE RMN *H E 3C

a) Espectro de RMN 'H E 3C da (R,S)-amina 2
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Figura A2: Espectro de RMN 13C da (R,S)-amina 2



b) Espectro de RMN 'H E 3C da (R,S)-amida 2
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Figura A4: Espectro de RMN 13C da (R,S)-amida 2
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7.2 CROMATOGRAMAS

a) Cromatograma da (R,S)-feniletilamina derivatizada

uV/(x100,000)
2.00rChrofffogram

11.499

11.814

Figura A5: Cromatograma obtido por CG-DIC da (R,S)-feniletilamina (derivatizacdo com

anidrido trifluoracético) (coluna cp-chirasil-dex cb).

b) Cromatograma da (R,S)-feniletilacetamida
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Figura A6: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de derivatizacdo da (R,S)-
feniletilamina (1eq) com 5uL de anidrido acético e 5uL da trietilamina. (60°C, 1h) (coluna

CP-Chirasil_Dex CB).

c) Cromatograma da (R)-feniletilamina
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1V(x100,000)
0.5 Chromafogram

Figura A7: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de derivatizacdo da (R)-
feniletilamina (1eq) com 5ul de anidrido acético e 5ulL da trietilamina. (60°C, 1h) (coluna
CP-Chirasil_Dex CB).

d) Cromatograma da (S)-feniletilamina

1V/(x100,000)
{ SR romatogram

|

Figura A8: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de derivatizacdo da (S)-
feniletilamina (1eq) com 5ulL de anidrido acético e 5uL da trietilamina. (60°C, 1h)
(coluna CP-Chirasil_Dex CB).

e) Cromatogramas da Resolucao cinética da (R,S)-feniletilamina usando acetato

de vinila como doador de acila (2eq e 10eq)
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Figura A9: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolucdo cinética da (R,S)-
feniletilamina (1eq) com acetato de vinila (2eq), CAL-B imobilizada (60mg) em tolueno. (60°C,

Oh, derivatiza¢@o com anidrido trifluoracético) (coluna CP-Chirasil_Dex CB).
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Figura A10: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugéo cinética da (R,S)-
feniletilamina (1eq) com acetato de vinila (2eq), CAL-B imobilizada (60mg) em tolueno. (60°C,

3h, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-Chirasil_Dex CB).
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uV(x100,000)
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Figura All: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de vinila (2eq), CAL-B imobilizada (60mg) em
tolueno. (60°C, 22h, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-
Chirasil_Dex CB).

(c100,000)
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Figura A12: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugéo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de vinila (10eq), CAL-B imobilizada (60mg) em
tolueno. (60°C, Oh, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-Chirasil_Dex

CB).
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Figura A13: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de vinila (10eq), CAL-B imobilizada (60mg) em

tolueno. (60°C, 3h, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-Chirasil_Dex

CB).

1V(x100.000)
4.0 E%m‘vrm:gram

117861

Figura Al4: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de vinila (10eq), CAL-B imobilizada (60mg) em

tolueno. (60°C, 22h, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-

Chirasil_Dex CB).

Cromatogramas da Resolucéo cinética da (R,S)-feniletilamina usando acetato

de isopropenila como doador de acila (2 eq e 10 eq)
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Figura A15: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de isopropenila (2eq), CAL-B imobilizada
(60mg) em tolueno. (60°C, Oh, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-

Chirasil_Dex CB).
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Figura A16: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de isopropenila (2eq), CAL-B imobilizada
(60mg) em tolueno. (60°C, 3h, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-

Chirasil_Dex CB).
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4V(x100,000)
400 oo Fogramm

17.43117 500

Figura A17: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de isopropenila (2eq), CAL-B imobilizada
(60mg) em tolueno. (60°C, 23h, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-

Chirasil_Dex CB).
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Figura A18: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de isopropenila (10eq), CAL-B imobilizada
(60mg) em tolueno. (60°C, Oh, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-

Chirasil_Dex CB).
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17428

Figura A19: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de isopropenila (10eq), CAL-B imobilizada
(60mg) em tolueno. (60°C, 3h, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-

Chirasil_Dex CB).
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Figura A20: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de isopropenila (10eq), CAL-B imobilizada
(60mg) em tolueno. (60°C, 23h, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-

Chirasil_Dex CB).

Cromatogramas da Resolucao cinética da (R,S)-feniletilamina usando acetato

de etila como doador de acila (2eq e 10eq)
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2,0UV(x100,000)
rofiogram
1

Figura A21: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de etila (2eq), CAL-B imobilizada (60mg) em
tolueno. (60°C, Oh, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-Chirasil_Dex
CB).
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Figura A22: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugéo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de etila (2eq), CAL-B imobilizada (60mg) em
tolueno. (60°C, 2h, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-Chirasil_Dex

CB).
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Figura A23: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de etila (2eq), CAL-B imobilizada (60mg) em
tolueno. (60°C, 4h, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-Chirasil_Dex
CB).
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Figura A24: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugéo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de etila (2eq), CAL-B imobilizada (60mg) em
tolueno. (60°C, 6h, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-Chirasil_Dex

CB).
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Figura A25: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de etila (2eq), CAL-B imobilizada (60mg) em
tolueno. (60°C, 9h, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-Chirasil_Dex
CB).
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Figura A26: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de etila (2eq), CAL-B imobilizada (60mg) em
tolueno. (60°C, 24h, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-
Chirasil_Dex CB).
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2,0UV(x100,000)
Wr gram
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Figura A27: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de etila (2eq), CAL-B imobilizada (60mg) em
tolueno. (60°C, 3 dias, derivatizacdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-
Chirasil_Dex CB).
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Figura A28: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de etila (2eq), CAL-B imobilizada (60mg) em
tolueno. (60°C, 4 dias, derivatizacdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-
Chirasil_Dex CB).
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2,0UV(x100,000)
{ Chronlitooh fogram
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Figura A29: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de etila (10eq), CAL-B imobilizada (60mg) em
tolueno. (60°C, Oh, derivatizag&o com anidrido trifluoracético) (coluna CP-Chirasil_Dex
CB).

2,0UV(x100,000)
{ Chronlitooh fogramm

17.502

11.496
11.795

Figura A30: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacao de resolucdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de etila (10eq), CAL-B imobilizada (60mg) em
tolueno. (60°C, 2h, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-Chirasil_Dex
CB).
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Figura A31: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de etila (10eq), CAL-B imobilizada (60mg) em
tolueno. (60°C, 4h, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-Chirasil_Dex

CB).
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Figura A32: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de etila (10eq), CAL-B imobilizada (60mg) em
tolueno. (60°C, 6h, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-Chirasil_Dex

CB).
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2,0UV(x100,000)
{ Chronlitooh fogram
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11.744

Figura A33: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de etila (10eq), CAL-B imobilizada (60mg) em
tolueno. (60°C, 9h, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-Chirasil_Dex
CB).
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Figura A34: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de etila (10eq), CAL-B imobilizada (60mg) em
tolueno. (60°C, 24h, derivatizagdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-
Chirasil_Dex CB).
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Figura A35: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de etila (10eq), CAL-B imobilizada (60mg) em
tolueno. (60°C, 3 dias, derivatizacdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-
Chirasil_Dex CB).
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Figura A36: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacao de resolucdo cinética da
(R,S)-feniletilamina (1eq) com acetato de etila (10eq), CAL-B imobilizada (60mg) em
tolueno. (60°C, 4 dias, derivatizacdo com anidrido trifluoracético) (coluna CP-
Chirasil_Dex CB).
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h) Cromatogramas da Resolucéo cinética da (R,S)-feniletilamina usando 2eq de
acetato de etila como doador de acila em fluxo continuo
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Figura A37: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética em
fluxo continuo da (R,S)-feniletilamina (leq) com acetato de etila (2eq), CAL-B

imobilizada (60mg) em tolueno. (60°C, tempo zero) (coluna CP-Chirasil_Dex CB).
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Figura A38: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética em
fluxo continuo da (R,S)-feniletilamina (leq) com acetato de etila (2eq), CAL-B
imobilizada (60mg) em tolueno. (60°C, 120 uL.min-1, tempo de residéncia de 10 min)
(coluna CP-Chirasil_Dex CB).
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Figura A39: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacao de resolucdo cinética em
fluxo continuo da (R,S)-feniletilamina (leq) com acetato de etila (2eq), CAL-B
imobilizada (60mg) em tolueno. (60°C, 60 uL.min-1, tempo de residéncia de 20 min)
(coluna CP-Chirasil_Dex CB).
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Figura A40: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolucéo cinética em
fluxo continuo da (R,S)-feniletilamina (leq) com acetato de etila (2eq), CAL-B
imobilizada (60mg) em tolueno. (60°C, 40 uL.min-1, tempo de residéncia de 30 min)
(coluna CP-Chirasil_Dex CB).
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Figura A41: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética em
fluxo continuo da (R,S)-feniletilamina (leq) com acetato de etila (2eq), CAL-B
imobilizada (60mg) em tolueno. (60°C, 30 uL.min-1, tempo de residéncia de 40 min)
(coluna CP-Chirasil_Dex CB).
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Figura A42: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacao de resolucdo cinética em
fluxo continuo da (R,S)-feniletilamina (leq) com acetato de etila (2eq), CAL-B
imobilizada (60mg) em tolueno. (60°C, 24 uL.min-1, tempo de residéncia de 50 min)
(coluna CP-Chirasil_Dex CB).
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Figura A43: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética em
fluxo continuo da (R,S)-feniletilamina (l1eq) com acetato de etila (2eq), CAL-B
imobilizada (60mg) em tolueno. (60°C, 20 uL.min-1, tempo de residéncia de 60 min)
(coluna CP-Chirasil_Dex CB).

i) Cromatograma da cetona
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Figura A44:. Cromatograma GC-DIC da 5-Metil-3,4-dihidro-1H-naftalen-2-ona
(Cetona).

j) Cromatograma da (R,S)-amina 2
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Figura 45: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de aminacdo redutiva da
cetona (1eq) com isopropoxido de titanio (2eq), solugdo de amobnia em metanol 7N
(5eq) em atmosfera de argonio. (t.a, 9h, derivatizacdo com anidrido trifluoracético)
(coluna CP-Chirasil_Dex CB).
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Figura 46: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reagéo de acetilagéo da (R,S)-amina
2 (1eq) com anidrido acético (6,35eq), acetato de sodio (5,5eq), acetato de etila
(109eq) e agua (198eq). (t.a, 3h, derivatizacdo com anidrido trifluoracético) (coluna
CP-Chirasil_Dex CB).
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l) Cromatograma da Resolucéo cinética da (R,S)-amina 2 usando 2eq de acetato

de etila como doador de acila em fluxo continuo
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Figura A47: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacao de resolucdo cinética em
fluxo continuo da (R,S)-amina 2 (1eq) com acetato de etila (2eq), CAL-B imobilizada
(60mg) em tolueno. (60°C, 30 uL.min-1, tempo de residéncia de 40 min) (coluna CP-
Chirasil_Dex CB).
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Figura A48: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacao de resolucdo cinética em
fluxo continuo da (R,S)-amina 2 (1eq) com acetato de etila (2eq), CAL-B imobilizada
(60mg) em tolueno. (60°C, 20 uL.min-1, tempo de residéncia de 60 min) (coluna CP-
Chirasil_Dex CB).
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Figura A49: Cromatograma obtido por CG-DIC, da reacdo de resolugdo cinética em
fluxo continuo da (R,S)-amina 2 (1eq) com acetato de etila (2eq), CAL-B imobilizada
(60mg) em tolueno. (60°C, 10 uL.min-1, tempo de residéncia de 120 min) (coluna CP-
Chirasil_Dex CB).



