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RESUMO

Alcoois secundarios opticamente ativos sdo blocos construtores para diversos
produtos farmacéuticos, agroquimicos e alimenticios. Apesar da quantidade de
metodologias ja descritas na literatura para sua obtencgéo, ainda é necessaria a busca
por metodologias sustentaveis e de maior custo-beneficio. Neste contexto, esse
trabalho visou o desenvolvimento de uma nova metodologia de resolugdo cinética
dindmica (RCD) quimioenzimatica para a obtencdo de alcoois secundarios
enantiomericamente puros. Para isso, estudou-se inicialmente a etapa de
racemizacgao avaliando o sulfato de vanadila hidratado (VOSO4) como catalisador. O
VOSO4 se mostrou muito eficiente, racemizando o substrato modelo (S)-(—)-1-
feniletanol em apenas 30 minutos (ees) = 1,0%; octano, 80 °C). Em seguida, as
condigbes reacionais da racemizagdo foram otimizadas variando solvente,
temperatura e quantidade de catalisador, sendo estabelecido como condi¢c&o 6tima a
reacao em heptano a 50 °C (ee(s) = 4,6%). Além disso, por se tratar de um catalisador
heterogéneo, foi avaliado também a reciclabilidade de VOSO4 e este se mostrou
extremamente ativo mesmo apos 10 ciclos consecutivos de racemizagao. As reagdes
de RCD foram entdo realizadas na condi¢cdo reacional 6tima, utilizando rac-1-
feniletanol como substrato modelo, lipase de Candida antarctica B imobilizada (CAL-
B) como catalisador enantiosseletivo, VOSOs4 como agente de racemizagéo e
avaliando-se diferentes doadores de acila. A reacao realizada com decanoato de vinila
foi a mais eficiente, resultando na formacéo do produto (R)-decanoato de 1-feniletila
com 87% de conversao e ee > 99%. Entretanto, na avaliagao da reciclabilidade do
sistema quimioenzimatico heterogéneo, observou-se uma perda significativa da
atividade catalitica ja no segundo ciclo reacional. Por fim, na avaliacdo da
aplicabilidade do protocolo de RCD desenvolvido para uma série de alcoois
secundarios, observou-se altas conversdes (71 a >99%) e excelentes excessos
enantiomeéricos (>99%) com alcoois aromaticos para-substituidos e heteroatomaticos
como substratos, porém os substratos com substituintes na cadeia lateral ndo foram
convertidos aos ésteres esperados. O protocolo de RCD desenvolvido neste trabalho
apresenta-se como uma alternativa promissora para obtencdo de sec-alcoois
enantiomericamente puros, possuindo como principal vantagem o uso de
catalisadores (VOSOs4s e CAL-B) ambientalmente amigaveis, disponiveis
comercialmente e que, por serem heterogéneos, tornam o sistema operacional muito
pratico.

Palavras-chave: Biocatalise, lipase, catalise heterogénea, transesterificagao,
quiralidade



ABSTRACT

Optically active secondary alcohols are building blocks for several pharmaceutical,
agrochemical and food products. Despite the number of methodologies already
described to obtain these compounds, it is still necessary to search for more
sustainable and cost-effective methodologies. In this context, this work aimed at the
development of a new methodology of chemoenzymatic dynamic kinetic resolution
(DKR) for the synthesis of enantiomerically pure secondary alcohols. For this, the
racemization step was evaluated using hydrated vanadyl sulfate (VOSO4) as
heterogeneous catalyst, which was very efficient in the racemization of (S)-1-
phenylethanol (ees) = 1.0% only in 30 minutes, octane, 80 ° C). Then, reaction
conditions of this racemization were optimized by varying solvent, temperature and
amount of catalyst, and the reaction in heptane at 50 ° C (ee(s) = 4.6%) was select as
the optimum condition. Furthermore, the recycling of VOSO4 was also evaluated and
this catalyst remained extremely active even after 10 racemization cycles. Then, the
DKR reactions were performed in the optimum reaction condition, using rac-1-
phenylethanol as substrate, immobilized Candida antarctica lipase B (CAL-B) as
enantioselective catalyst, VOSO4 as racemization catalyst and evaluating different acyl
donors. The reaction with vinyl decanoate was the most efficient, resulting in the
product (R)-1-phenylethyl decanoate with 87% conversion and ee > 99%. However, in
the recycling of the heterogeneous chemoenzymatic system, there was a significant
loss of catalytic activity already in the second cycle. Finally, in the evaluation of the
applicability of the DKR protocol developed for secondary alcohols, high conversions
(71 to up to 99%) and excellent enantiomeric excesses (up to 99%) were observed for
para-substituted aromatic and heteroatomic sec-alcohols, however for sec-alcohols
substituted in the side chain were not observed conversion into the expected esters.
The DKR protocol developed in this work can be as a promising alternative for
obtaining enantiomerically pure sec-alcohols, having as main advantage the use of
eco-friendly and commercially available heterogeneous catalysts (VOSO4 and CAL-B),
which make the reaction operational system very easy.

Keywords: Biocatalysis, lipase, heterogeneous catalysis, transesterification, chirality
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1. INTRODUGAO

1.1 Quimica Verde e Biocatalise

Nas ultimas décadas, as questdes ambientais tém ganhado destaque no
cenario global e, nesse contexto, surgiu uma forte necessidade de aprimorar os
processos industriais. Com o crescente interesse para um desenvolvimento mais
verde e sustentavel, a industria quimica passou a concentrar seus esforcos no
aumento das condigdes de segurancga, qualidade e na minimizagdo dos impactos
ambientais de seus processos e produtos, buscando estratégias e tecnologias mais
ambientalmente amigaveis sem perder a eficiéncia econémica. (SOLANO et al.,
2012).

A quimica verde, termo introduzido no inicio dos anos 90, visa a utilizagédo
eficiente de matéria-prima (preferencialmente de fontes renovaveis), a eliminagao de
residuos e a redugao do uso de reagentes e solventes toxicos e/ou perigosos nos
processos e na aplicagdo dos produtos quimicos (SHELDON; WOODLEY, 2018).
Com a publicagao dos 12 principios basicos da quimica verde (Figura 1), por Anastas
e Warner em 1998, o termo ganhou reconhecimento formal e passou a ser

protagonista em diversos setores da industria quimica.
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12.
Processos

mais
seguros
11.
Andlises
para
prevengao
de poluigédo \ /
Quimica

Verde

Figura 1. Os 12 primeiros principios da quimica verde
Fonte: Adaptado de Anastas e Warner (ANASTAS; WARNER, 1998)

Dentro dos principios e métricas da quimica verde, a catalise € uma ferramenta
versatil que propicia sistemas com menores requisitos de energia, maior seletividade,
melhor economia de atomos e reduz a produgéo de residuos (ERYTHROPEL et al.,
2018). Sua importancia € evidente ao destacarmos que a maior causa de produgao
de residuos, particularmente na manufatura de produtos quimicos e farmacos, é o uso
de reagentes em quantidades estequiométricas em sintese organica (SHELDON;
WOODLEY, 2018).

Um catalisador € um componente utilizado em pequena quantidade — quando
comparado com o substrato — que fornece um caminho diferente e mais rapido para
uma reagao quimica sem ser consumido no processo, podendo participar de varios
ciclos reacionais consecutivos. Existem diversos tipos de catalisadores, como por
exemplo, acidos e bases, complexos organometalicos, compostos organicos,
polimeros inorganicos e enzimas, que podem atuar como catalisadores homogéneos
(catalisador na mesma fase dos reagentes e produtos) ou heterogéneos (catalisador
e substrato em fases diferentes) (ROTHENBERG, 2008a).
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Os processos de sintese quimica que utilizam catalisadores homogéneos —
especialmente complexos metélicos e organocatalisadores — fornecem altos
rendimentos e geralmente sdo mais ativos e seletivos quando comparados com
aqueles de catalise heterogénea. O grande impacto da catalise homogénea é na
sintese de compostos enantiomericamente puros, uma necessidade das industrias
agroquimica, alimenticia e, principalmente, farmacéutica. (ROTHENBERG, 2008a;
PORTER; RUSLI; OLLIS, 2016).

O desafio de tornar esses processos cataliticos mais sustentaveis esta na
dificuldade de separar, recuperar e reciclar o catalisador homogéneo que, na maioria
dos casos, apresenta elevado custo e é proveniente de fontes ndo renovaveis
(SHELDON; WOODLEY, 2018). Além disso, diversas rotas sintéticas exigem
condigdes reacionais extremas (altas temperaturas e presséo, por exemplo) e podem
gerar produtos secundarios indesejados (PORTER; RUSLI; OLLIS, 2016). Para
superar essas desvantagens, ha um enorme interesse no desenvolvimento de
sistemas cataliticos alternativos com o foco em minimizar gastos energéticos e
quantidade de catalisador, e melhorar seletividade e reciclabilidade dos processos.

Diante do contexto apresentado, a biocatalise — isto €, uso de um catalisador
bioldgico (enzimas, micro-organismos e, em alguns poucos casos, acidos nucleicos e
anticorpos) — apresenta-se como uma alternativa atrativa para o desenvolvimento de
metodologias de sintese organica mais sustentaveis e com maior custo-beneficio,
oferecendo vantagens significativas, como sumarizado na Tabela 1 (ERYTHROPEL
etal., 2018).
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Tabela 1. Vantagens e desvantagens da biocatalise

Elevada seletividade (regio-, quimio- e estereosseletividades);

Alta eficiéncia catalitica;

Geralmente ndo apresenta toxicidade;

Biocatalisador proveniente de fonte renovavel;

Vantagens Possibilidade de reacbes de varias etapas em one-pot com regeneragcéo de
cofatores;

Possibilidade de reuso do biocatalisador;

Condigdes operacionais mais suaves;

Ambientalmente amigavel.

substrato ou pelo produto;

Pode ocorrer inativagao a altas temperaturas, em condi¢cdes extremas de pH, ou
em solventes organicos;

Elevado custo para isolar, produzir e/ou comercializar alguns tipos de
biocatalisadores;

Pode ocorrer a formagéo de subprodutos indesejaveis que dificultam a purificagdo
do produto.

Fonte: Adaptado de Lin e Tao (LIN; TAO, 2017).

Desvantagens

Nas ultimas trés décadas, houve um avancgo extraordinario nas areas de
biologia molecular e engenharia de proteinas, o que viabilizou a descoberta e
comercializacdo de diversas enzimas e a otimizacdo de suas atividades,
especificidade de substrato, seletividade e estabilidade, permitindo a aplicacdo de
biocatalisadores em uma grande variedade de reag¢des quimicas. O impacto dessas
areas na resolugao de problemas quimicos da humanidade ¢ significativo, rendendo
inclusive o prémio Nobel de Quimica de 2018. A laurea foi conferida aos cientistas
George Smith, Gregory Winter e Frances Arnold, sendo esta ultima responsavel por
pesquisas com evolugdo dirigida de enzimas. Dessa maneira, a biocatalise passou a
ser uma ferramenta eficiente para sintese organica e uma tecnologia economicamente
viavel para processos mais sustentaveis em escala industrial, particularmente os
voltados para a obtengdo de compostos enantiomericamente puros (SHELDON;
PEREIRA, 2017).

Enzimas sdo macromoléculas de origem proteica responsaveis por catalisar
reagdes quimicas de modo rapido, seletivo e eficiente, sustentando processos vitais
em qualquer organismo vivo. Esses biocatalisadores também s&o capazes de operar
fora de sistemas bioldgicos e séo utilizados em sintese organica, tanto na forma de
enzimas isoladas (imobilizadas ou n&o) ou contidas em células (células integras ou
extratos enzimaticos brutos) (BUCHHOLTZ; KASHE; BORNSCHEUER, 2012a).
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Dentre as vantagens citadas anteriormente (Tabela 1), as enzimas apresentam
caracteristicas atraentes como biocompatibilidade e biodegradabilidade; utilizam
majoritariamente meios reacionais aquosos; e, por serem compostas por
aminoacidos, apresentam excelentes regio-, quimio- e estereosseletividades,
podendo-se entdo evitar etapas de protegcao e desprotegdo em rotas sintéticas e
minimizar a geracao de residuos e consumo energético (FABER, 2011a; SHELDON;
WOODLEY, 2018).

O uso de enzimas isoladas apresenta, geralmente, maior seletividade e
facilidade na recuperacao do produto ao final do processo. A depender da estabilidade
da enzima, as condi¢gbes reacionais podem ser variadas, permitindo o uso de
solventes orgénicos e cossolventes, temperaturas relativamente altas e sistemas
multifasicos. Entretanto, a utilizagdo de enzimas isoladas apresenta em alguns casos
desvantagens como: elevado custo de isolamento e purificagdo; necessidade de
adicdo e regeneracdo de cofatores (em enzimas dependentes de cofatores); e
impossibilidade de isolar algumas enzimas presentes em células (HOLLMANN;
ARENDS; HOLTMANN, 2011).

As enzimas sao classificadas pela Enzyme Commission (EC), da Uniao
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular, de acordo com as rea¢des que elas
catalisam, sendo divididas em seis classes (Tabela 2). Devido a tolerancia variavel
para substratos ndo naturais, as aplicagbes praticas em sintese organica nédo estao
distribuidas uniformemente entre essas diferentes classes de enzimas (FABER,
2011a).
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Tabela 2. Classificagdo das enzimas de acordo com a Enzyme Commission

Quantidade existente
Classe Tipo de reagao catalisada
Classificada Disponivel
Oxidagao-redugao: oxigenagao de
Oxidorredutases (EC. 1) ligagdes C—H, C-C e C=C ou adi¢do ~700 ~100
de atomos de hidrogénio
Transferases (EC. 2) Transferéncias de grupos funcionais ~750 ~100
Formagao de hidrdlise de ésteres,
Hidrolases (EC.3) amidas, lactonas, lactamas, ~650 ~180
epoéxidos, anidridos e outros
; Adicao-eliminagdo em ligagdes C=C,
Liases (EC. 4) CoN 6 C=0 ~300 ~40
Reacbes de isomerizagao:
Isomerases (EC. 5) racemizacdo, rearranjos e ~150 ~6
epimerizagao
Ligases (EC. 6) Formagéao-clivagem de ligagbes C— ~80 -5
C,C-0,C-NeC-S

Fonte: Adaptado de Faber (FABER, 2011a).

A aplicacdo de enzimas em escala industrial ja é uma realidade. Como
exemplo, € possivel citar o interesse no uso de enzimas na redugédo assimétrica de
cetonas para obtengao de alcoois quirais, compostos particularmente importantes na
producao de ingredientes farmacéuticos ativos. A empresa Codexis, lider no ramo de
engenharia de proteinas, desenvolveu um método biocatalitico para a sintese do
intermediario quiral para a atorvastatina, farmaco utilizado para abaixar os niveis de
colesterol no sangue (Esquema 1) (SHELDON; PEREIRA, 2017).

Esquema 1. Processo biocatalitico para obtengao do intermediario da atorvastatina

O O OH O OH O
CI\)I\/U\ KRED > CI\M HHDH > NCM
Ot / \ OBt NaCNaq./pH7 OEt
ee >99.9% ee >99.5%
NADPH + H* NADP*

rendimento = 95%

©\ OH OH O

7\ OH

N

O O atorvastatina

F
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O processo envolvendo duas etapas e trés enzimas consiste na redugao
assimétrica de uma a-clorocetona catalisada por cetorredutase (KRED; enzima
NADPH-dependente da classe das oxidorredutases) para formagéao de uma cloridrina,
em que o cofator é regenerado com a adi¢cdo de glicose em uma reag¢ao catalisada
por uma glicose desidrogenase (GDH; classe das oxidorredutases). Em seguida, a
cloridrina € convertida a uma cianidrina pela agdo de uma haloidrina desalogenase
(HHDH; enzima da classe das liases), obtendo-se o intermediario quiral com excesso
enantiomeérico (ee) acima de 99.5% e rendimento global de 95%. Esse processo da
Codexis foi comercializado em 2006, apds uma série de mutagdées que aumentaram
a atividade e estabilidade das enzimas, garantindo melhorias como diminuigdo da
quantidade utilizada dos biocatalisadores e do tempo reacional, aumento do excesso
enantiomérico e rendimento, e simplificacdo do workup das reacdes, tornando o

protocolo mais sustentavel e economicamente viavel (SHELDON; PEREIRA, 2017).

1.2 Lipases como biocatalisadores em resolugées de racematos

As hidrolases (EC. 3) sdo o grupo de enzimas que catalisam a hidrélise de
ligacdes covalentes, tendo a agao digestiva como fungéo natural mais comum. Essa
classe possui 0 maior numero de enzimas disponiveis comercialmente, podendo ser
aplicada em uma grande variedade de reagdes. Além disso, as hidrolases nao
necessitam de cofatores e varias delas sao estaveis e ativas em solventes organicos,
caracteristicas que as tornam especialmente uteis para sintese organica
(BORNSCHEUER; KAZLAUSKAS, 2006a).

Dentro da classe supracitada, as lipases (triacilglicerol hidrolases EC. 3.1.1.3)
sao enzimas amplamente encontradas na natureza e responsaveis pela hidrélise de
triglicerideos. As lipases também s&o capazes de catalisar outras reagdes organicas,
tanto em meio aquoso como em meio organico e, devido a essa versatilidade, sdo os
biocatalisadores mais amplamente utilizados na industria e alvo de interesse em
inUmeras pesquisas cientificas (BUCHHOLTZ; KASHE; BORNSCHEUER, 2012b;
SEDDIGI et al., 2017).

O grande interesse na aplicagao de lipases em sintese organica deve-se a
disponibilidade comercial dessas enzimas, tanto na forma livre como imobilizada; o
seu custo relativamente baixo; estabilidade em solventes organicos; ndo dependéncia
de cofatores; e elevada enantiosseletividade. Em particular, a alta

enantiosseletividade dessas enzimas permite seu uso em reacdes de resolucao
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cinética de uma ampla gama de substratos para formagdo de compostos
enantiomericamente puros (CHEN et al, 2018). Em uma resolugéo cinética (RC) ideal,
um dos enantidmeros de uma mistura racémica, na presenca de um catalisador quiral,
€ convertido ao produto em uma velocidade maior, permitindo a separagéo do produto
quiral e do enantibmero que nao reagiu por técnicas tradicionais de purificagao (Figura
2). (VERHO; BACKVALL, 2015; de MIRANDA; MIRANDA; de SOUZA, 2015; SEDDIGI
etal., 2017).
Kgr

(R)-Substrato - — (R)-Produto
catalisador quiral .
50% de rendimento

+
Ks

(S)-Substrato ----------------% (S)-Produto
catalisador quiral

Figura 2. Resolugéo cinética (RC) de um racemato

Em um protocolo classico de RC, realizado em solvente organico, a lipase
resolve o substrato racémico por meio de uma reacdo estereosseletiva de
esterificacdo entre um dos enantidbmeros do substrato e um doador de acila (Esquema
2), sendo este o método mais utilizado para se obter alcoois e aminas
enantiomericamente puras em escala industrial (VERHO; BACKVALL, 2015; de
MIRANDA; MIRANDA; de SOUZA, 2015).

Esquema 2. Resolucéo cinética (RC) de alcool ou amina catalisada por lipase (Y = O, NH)

i P

YH )]\ Y Rg yH

/i\ Ry ORs L + /V\ + R,OH
R1 R2 |ipase R1 Rz R1 R2

A reagéao ocorre no sitio catalitico da enzima em um mecanismo intermediado
por uma triade catalitica (aspartato (Asp), histidina (His) e serina (Ser)), onde os trés
residuos de aminoacidos se arranjam para promover um ataque nucleofilico ao doador
de acila, formando o intermediario acil-enzima. Esse intermediario, por sua vez, reage
com outro nucledfilo — neste caso, um dos enantibmeros do substrato racémico —
ocorrendo uma transferéncia do grupo acila para formagdo do produto quiral
(Esquema 3). (FABER, 2011c; de MIRANDA; MIRANDA; de SOUZA, 2015).
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Esquema 3. Mecanismo da RC catalisada por lipase. a. Formagao do intermediario acil-enzima
b. Transferéncia enantiosseletiva do grupo acila e regeneragao da enzima (Y = O, NH)

a Asp Ser
T ﬁ?““ P I
-~ _— + R4;—OH
\/ \_/ OR4 EnZ)J\Rs
intermediario
acil-enzima
b Asp His Ser O

bR ~ 7 A
1 2
R3
Fonte: Adaptado de Faber (Faber, 2011c)

A enantiosseletividade do processo origina-se da diferenga na energia de
ativagdo para ambos os enantidmeros, fazendo com que um seja transformado mais
rapidamente que o outro (Figura 3). Na resolucéo cinética catalisada pela enzima (E),
formam-se o0s complexos enzima-substratos diastereoisoméricos com cada
enantidbmero do substrato racémico ([ES)] e [ES(s)]) e esses complexos possuirdo
diferentes valores de energia livre (AG”) para seus respectivos estados de transigcao
([ESwr)* e [ES(s)?). Essa diferenca de energia livre (AAG?) esta relacionada
diretamente com a enantiosseletividade da enzima, pois quanto maior o valor de AAG?,
maior sera a diferenca na velocidade de formacao dos produtos provenientes dos
enantidbmeros-(R) ou -(S) (ALEDO; LOBO; VALLE, 2003).
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r 3 AAG?

ES(r)

-
L

Coordenada da reagao

Figura 3. Diagrama de energia para uma reagao enantiosseletiva catalisada por enzima. Legenda: E
= enzima; S = substrato; ES = complexo enzima-substrato. Fonte: Adaptado de Silva (SILVA, 2011).

Na RC de alcoois secundarios e aminas, a seletividade do processo deve-se a
enantiopreferéncia das lipases em relagdo ao volume dos grupos ligados ao centro
estereogénico do substrato, em um modelo conhecido como regra de Kazlauskas
(KAZLAUSKAS et al.,, 1991). Nessa regra, concebida empiricamente e sustentada
pela elucidacdo da estrutura tridimensional de algumas lipases, o enantibmero mais
reativo em reagdes de resolugao cinética € aquele que melhor se acomoda no sitio
catalitico dessas enzimas, o qual € composto por uma cavidade estericamente restrita,
localizada mais no interior da enzima, e uma cavidade hidrofébica maior localizada na
entrada do sitio ativo (Figura 4). (BORNSCHEUER; KAZLAUSKAS, 2006a; de
MIRANDA; MIRANDA; de SOUZA, 2015; SEDDIGI et al., 2017).

HO, 4

.
“
A

D

Figura 4. Regra de Kazlauskas para a resolugéo cinética de um alcool secundario quiral contendo um
grupo volumoso (esfera G) e um grupo menos volumoso (esfera P). Na ilustragdo simplificada, o
enantibmero mais reativo € o que melhor se encaixa nas cavidades do sitio ativo da lipase (A).

Fonte: Adaptado de Ghanema e Aboul-Enein (GHANEMA; ABOUL-ENEIN, 2004).
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Um parametro importante que descreve numericamente a enantiosseletividade
de uma reagao de RC enzimatica é a razao enantiomérica ou fator de seletividade (E).
Cineticamente, valor de E é definido como uma razéo entre constantes de velocidade
para os dois enantidmeros, descrito pelos valores de kcat (NnUmero de moléculas do
substrato convertidas por unidade de tempo, por molécula de enzima) e Km (constante

de saturagao do substrato), conforme mostrado na Equacao 1 (GHANEM, 2007).

E = v—R :M
vs  (kcat/km)s

onde Vg = velocidade de reagdo com o enantibmero-(R)

Equacgéao 1

Em 1982 Chen e colaboradores desenvolveram uma equagao que permite
calcular o valor de E utilizando dados experimentais. Essa equacao € dependente da
conversao (c), dos excessos enantioméricos do substrato (ees) e do produto (eep),

conforme apresentado na Equacéo 2 (CHEN et al, 1982).

_In[(1-c)(1-eex)] _ In[(1-c)(1+ eep)]
T In[(1-c)(1+ ees)]  In[(1—c)(1- eep)|

onde ¢ = ees/(ees + eep)

A Equacéo 2 foi simplificada por Rakels e colaboradores substituindo o termo
¢ pelos valores de ees € eep, obtendo a Equacao 3 (RAKELS et al, 1993). Desta
maneira, é possivel calcular o valor de E medindo o excesso enantiomérico do produto
formado e do substrato remanescente apds a reacdo de RC, parametros que sao
facilmente determinados por meio de técnicas cromatograficas utilizando-se fase

estacionaria quiral.

n[ 1— eeg
1+ (ees/eep)
n[ 1+ eeg

1+ (ees/eep)

1
E =

Uma reagao de RC com valor de E < 15 é considerada nao-seletiva. Para uma
RC ser considerada aceitavel, os valores de E devem estar na faixa entre 15 e 30, e
enquanto um valor acima de 20 é considerado satisfatorio. Valores de E > 200 sao
dificeis de determinar, pois nesta faixa uma pequena variagdo no ees ou eep. causa

uma mudanga significativa no valor numérico de E (FABER, 2011a).
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1.3 Resolugao cinética dinamica

A resolucdo cinética possui como caracteristica intrinseca a obtengdo do
enantibmero de interesse com um rendimento maximo de 50%. Com o objetivo de
superar essa limitagdo, houve uma evolugdo desta metodologia para a resolugao
cinética dinamica (RCD), onde se pode, em principio, obter um rendimento
quantitativo de um dos enantidmeros através da combinag¢ao da etapa de resolugéo
da RC com uma racemizagao in situ do enantidmero menos reativo (Figura 5)
(PELLISSIER, 2011).

(R)-Substrato W (R)-Produto
R (rapido) it
majoritario

. A .- - 100% de rendimento

," agente de ™, ,'/ _ 0 N
" racemizacao . ||Krac [ Lipase + )L ,.
\\~~. _‘,r' “‘ R1 OR2 z'

(S)-Substrato Ks (lento) (S)-Produto

minoritario
Figura 5. Representacao esquematica da resolugéo cinética dindmica (RCD)

Um protocolo ideal de RCD necessita que a reagdo de resolugédo cinética
apresente alta enantiosseletividade e seja irreversivel (kr >> ks), € que a velocidade
da reacgéo de racemizagéao seja igual ou superior a velocidade da reagéo de resolugao
cinética (krac = kr). Além disso, 0s dois processos — resolu¢ao e racemizagao — devem
ser compativeis, ou seja, devem ocorrer nas mesmas condigdes reacionais e 0
produto quiral obtido ndo pode ser racemizado (PAMIES; BACKVALL, 2003; VERHO;
BACKVALL, 2015). Quando esses requisitos s&o alcangados, uma resolugéo cinética
dindmica pode fornecer o produto com rendimento maximo de 100% e com excesso
enantiomérico superior aquele obtido através da resolucao cinética convencional.

A racemizagao, etapa chave da RCD, consiste na formagdao de uma mistura
racémica a partir de um enantidbmero puro, associado com perda total de atividade
Optica. Diversas reagdes sao capazes de promover a racemizagao de um enantibmero
e, entre elas, podemos citar a racemizacao térmica, catalisada por base ou acido, via
reagao redox e via radicais (EBBERS et al, 1997). O grande desafio € combinar a
etapa de racemizagcdo com uma reacgao catalisada por enzima que, geralmente, opera
sob condi¢bes reacionais brandas.

No desenvolvimento de metodologias de RCD destaca-se o uso de

catalisadores de metais de transicdo como agentes de racemizagdo, em uma
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estratégia denominada resolugdo cinética dindmica quimioenzimatica. O primeiro
protocolo pratico de RCD, desenvolvido por Backvall e colaboradores utilizou um
complexo dimérico de ruténio — conhecido como catalisador de Shvo (1) — combinado
com a lipase imobilizada de Candida antartica B (CALB, Novozyme 435) para a
resolucdo de 1-feniletanol e outros alcoois benzilicos (Esquema 4) (LARSSON;
PERSSON; BACKVALL, 1997). Os excelentes resultados desse protocolo
evidenciaram o potencial dos complexos metalicos como agentes de racemizagdo em

sistemas de RCD quimioenzimaticos.

Esquema 4. RCD de alcoois benzilicos utilizando catalisador de Shvo e lipase

Ve

O<,—0
oH 1(2 mol%) OAc o H i
lipase (Novozyme 435) = Ph  Ph
}\ acetato de p-clorofenila (3 eq.) o PN Ph Ph
R R o ” Ry Rz Ru~y—RU
1 2 tolueno, 70 °C, 24-72h Ph Sp gz Ph
conversao >99% ocC 'co oC o
rendimentos até 92%
ee até >99% Shvo (1)

O catalisador de Shvo, em temperaturas proximas a 70 °C, se desproporciona
em duas espécies ativas, tornando possivel a racemizacdo do enantibmero menos
reativo na resolucédo cinética via mecanismo de transferéncia de hidrogénio (Esquema
5). Entretanto, essa ativacao térmica — fator limitante para sua combinagdo com um
maior conjunto de lipases — e o0 elevado custo para sintetizar este catalisador exigiram
a busca por novos agentes de racemizagao e por novas estratégias de otimizagao de
protocolos de RCD, visando metodologias mais sustentaveis e economicamente
viaveis (VAZ et al., 2013; BANSODE; RATHOD, 2017).

Esquema 5. Catalisador de Shvo (1) e seus monémeros ativos 1a e 1b.

S, e B %\%

oc co it R;u H Ru -
co oc
oC CcO
1 1a 1b

Fonte: Adaptado de Verho e Backvall (VERHO; BACKVALL, 2015)

Diante do seu potencial para a obtencdo de compostos enantiomericamente
puros com altos rendimentos, ocorreram avangos significativos na RCD com metal-

enzima nos ultimos 20 anos, que foram desde otimizagao das condicdes reacionais e
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da estabilidade das lipases até o uso de catalisadores de metais menos toxicos e mais
abundantes na natureza (SEDDIGI et al, 2017). Na literatura, existem diversos
protocolos de RCD de alcoois, acetatos alilicos e aminas utilizando complexos
metalicos de paladio, vanadio, ferro, aluminio e outros, que promovem a racemizacgao
via reagoes de rearranjo, formacao de carbocation e reagdes redox (ANH et al, 2008).
Entretanto, grande parte desses protocolos ndo sdo economicamente eficientes para
aplicacdo em escala industrial, o que justifica o continuo interesse no desenvolvimento

de novas metodologias de RCD.

1.4 Resolugao quimioenzimatica de alcoois

Alcoois secundarios opticamente ativos sdo blocos construtores para produtos
farmacéuticos, agroquimicos e alimenticios. Esses compostos podem ser obtidos a
partir de suas cetonas correspondentes por meio de processos enantiosseletivos
como hidrogenagdes cataliticas e biorredugdes (VERZIJL et al, 2005). Entretanto,
apesar da quantidade de metodologias ja descritas na literatura para a obtencao de
alcoois secundarios enantiomericamente puros, ha uma incessante busca por rotas
sintéticas mais simples e econémicas, com maiores rendimentos e pureza optica dos
compostos de interesse e que estejam dentro dos principios da quimica verde.

A resolucédo cinética dindmica (RCD) apresenta-se como uma alternativa
atrativa e eficiente para a obtencdo de alcoois secundarios enantiopuros. Nesta
abordagem, os dois enantibmeros do alcool quiral (substrato) sédo equilibrados por
uma reagao de racemizagao com a remogao continua de um dos enantidmeros por
meio de uma acilagado estereosseletiva catalisada por lipase. A hidrélise do éster
opticamente ativo produzido na RCD dara o correspondente alcool secundario
enantiopuro (Esquema 6) (VERZIJL et al, 2005).

Esquema 6. A resolucao cinética dindmica (RCD) de éalcoois secundarios quirais

OH agente de OH lipase OA OH
* racemizagao = doador de acila . = hidrolise =
— —  a - - —_—> -
] N
R1 Ry R1 Rz R1/\R2 R1/\R2

ee até >99%

. . — o e
( racemizagéo in situ ' resolugdo enzimatica convers&o até >99%
rendimentos até >99%

A combinacgao apropriada da lipase com um catalisador para a racemizacao €

o desafio do desenvolvimento de um sistema de RCD eficiente. Grande parte das
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metodologias descritas de RCD de alcoois secundarios combinam um complexo
metalico para catalisar a racemizagdo com uma lipase disponivel comercialmente
(SHIMOMURA et al, 2015). Alguns exemplos de catalisadores metalicos que
promovem a racemizacao de alcoois sao os complexos de ruténio derivados do Shvo,
que atuam via mecanismo redox apos ativagao térmica ou com adi¢ao de bases, e 0s
complexos de iridio que conseguem operar em condigdes reacionais mais suaves
(Esquema 7) (de MIRANDA; MIRANDA; de SOUZA, 2015).

Esquema 7. RCDs de alcoois secundarios catalisadas por lipase e complexos de ruténio e iridio

Ve

2 (4 mol%)
lipase (Novozyme 435)
OH acetato de isopropenila (3 eq.) QAC
KOtBu (5 mol%), Na,CO3 (1 eq.) PN
R4 R, o B : v R'] R2
tolueno, 25 °C, 1.3-7 dias rendimentos até 97%
ee até 81->99%
3 (5 mol%)
OH lipase (Novozyme 435) 9AC
acetato de fenila (3 eq.) ~ Ir
Ar}\ tolueno, 30 °C, 12h > AT f
olueno, L rendimentos 72-93% NH
atmosfera inerte ee >99%

Os exemplos supracitados apresentam altos rendimentos e excelentes
excessos enantiométicos, evidenciando o potencial da RCD quimioenzimatica de
alcoois secundarios. Entretanto, em ambos os casos, os complexos metalicos
utilizados sdo de elevado custo, os metais em questdo ndo sdo abundantes na
natureza e, por atuarem como catalisadores homogéneos, esses catalisadores nao
sao reciclados ao final do processo de RCD. Por conta disso, diversas pesquisas
focaram no desenvolvimento de protocolos de RCD quimioenzimaticos com
catalisadores mais econémicos e de facil acesso (VERHO; BACKVALL, 2015).

Na ultima década, foram publicados alguns protocolos de RCD de alcoois
benzilicos e alilicos empregando catalisadores a base de vanadio como agentes de
racemizagdo. Em estudos de Akai de colaboradores, o complexo de oxovanadio(V)
VO(OSiPhs)s foi capaz de racemizar alcoois alilicos via transposigéo-1,3 da hidroxila
sob condi¢des reacionais brandas (Esquema 8A), sendo compativel com lipases de

Candida antartica B (Novozyme 435), Burkholderia cepacia e Pseudomonas
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fluorescens (AKAI et al, 2010). Os pesquisadores também imobilizaram o complexo
de oxovanadio(V) em silica mesoporosa para transforma-lo em um catalisador
heterogéneo, o que permitiu a sua reciclagem em mais de 6 ciclos reacionais
(Esquema 8B) (EGI et al, 2013).

Esquema 8. RCD de alcoois alilicos catalisada por complexo de oxovanadio livre (A) e imobilizado (B)

L Ln
n

0=V(0SiPh3); (10 mol%) V. (’V\\\ OAc
OH lipase (Novozyme 435) o~ Yo 0"=70 =

A R1/S\/\ R, acetato de vinila (2 eq.)

MeCN ou acetona R Rz Ry
35-30 °C, 1-4 dias rendimentos 68-96%

. = L ee 95- >99%
racemizagéo com transposicéo-1,3

v

OH 4 (1.0 mol%), lipase =

B = acetato de vinila (2 eq.) _ X
R1K/\ R2 (2eq.) > R1/\/\ Rz
MeCN, 35 °C, 24h

rendimentos 64- >99%
ee 80- >99%

Em 2007, Wuyts e colaboradores reportaram o uso de sulfato de vanadila
hidratado (VOSO4) como catalisador heterogéneo na RCD de rac-1-feniletanol
(Esquema 9). Esse composto, um solido cristalino de baixo custo, baixa toxicidade e
prontamente disponivel comercialmente, foi capaz de racemizar o substrato em
menos de duas horas, em um mecanismo via catalise acida — formagao de carbocation
(WUYTS et al., 2007). Entretanto, apesar da excelente atividade e custo-beneficio
deste catalisador heterogéneo e da possibilidade de sua reciclagem, o sistema
desenvolvido envolve altas temperaturas, fator limitante para sua aplicabilidade com

lipases mais termossensiveis.
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Esquema 9. RCD de rac-1-feniletanol catalisada por Novozyme 435 e VOSO4

0]

oH VOSO,

lipase (Novozyme 435)
©}\ octanoato de vinila (2 eq.) ©/\
octano, 80 °C, 3.5h " rendimento = 93%

ee >99%

110

Outros complexos a base de metais de facil acesso foram utilizados como
agentes de racemizacdo em protocolos de RCD de alcoois secundarios, como
complexos de ferro (EL-SEPELGY et al., 2016) e aluminio (BERKESSEL et al., 2006).
Além disso, alguns acidos heterogéneos, como zedlitos, também foram reportados
como catalisadores na racemizagao de alcoois em reacdes de resolugdo cinética
dinamica (ZHU et al., 2007).

Diante do exposto, nota-se que apesar dos avangos na aplicacdo da RCD para
a obtencao de alcoois enantiomericamente puros, ainda ha uma grande necessidade
de se desenvolver metodologias mais economicamente viaveis e com aplicabilidade
para um maior escopo de substratos. Nesse contexto, esta dissertagcdo propde o
desenvolvimento de um protocolo pratico, econdmico e ambientalmente amigavel de

resolucdo cinética dindmica quimioenzimatica para alcoois secundarios quirais.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de uma metodologia
ambientalmente e economicamente atrativa para a resolug¢ao cinética dinamica (RCD)

quimioenzimatica de alcoois secundarios quirais.
2.2 Objetivos especificos

a) Selecionar um catalisador metalico de baixo custo e de baixa toxicidade para a
etapa de racemizacao da RCD;

b) Otimizar as condigdes reacionais da etapa de racemizacéo utilizando 1-feniletanol
como substrato-modelo;

c) Avaliar diferentes doadores de acila para a RCD visando aumento no rendimento
e enantiosseletividade do processo;

d) Estudar o potencial de reutilizacdo do sistema catalitico quimioenzimatico
empregado nas reagdes de RCD;

e) Avaliar a aplicabilidade do protocolo de RCD desenvolvido na resolugédo de uma

série de alcoois secundarios quirais.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estratégia de trabalho

Neste trabalho, foi desenvolvido uma metodologia de resolugdo cinética
dinamica quimioenzimatica (RCD) para obtencdo de alcoois secundarios
enantiomericamente puros (Esquema 10). Para isso, a enzima selecionada para atuar
como biocatalisador foi a lipase de Candida antarctica B imobilizada em resina acrilica
(CAL-B; Novozyme 435) e 1-feniletanol foi o alcool escolhido como substrato modelo

para estudo das condigdes reacionais da metodologia.

Esquema 10. Representagao esquematica da metodologia de RCD desenvolvida neste trabalho

Novozyme 435

}\ agente de racemizacéao = Hidri =
doador de acila - idrolise N
> N —_—> PN
Ri Ro solvente organico R1 Rz R1 R,

R4 = aromaticos ou heteroaromaticos

R, = cadeias alquilicas funcionalizadas

O fluxograma abaixo (Esquema 11) sumariza a estratégia de trabalho adotada
para desenvolvimento deste trabalho. As primeiras etapas desenvolvidas foram: (i)
sintese de uma série de alcoois secundarios quirais; (ii) esterificacdo quimica dos
alcoois para obtengdo de padrdes; e (iii) determinagdo dos tempos de retencgéo
desses compostos e desenvolvimento de métodos de separacédo dos seus pares de
enantidbmeros em CG-DIC para monitoramento, calculo de conversao e excesso
enantiomérico das reacbes. Em seguida, realizou-se o0 estudo da etapa de
racemizacdo e da RCD com 1-feniletanol (substrato modelo). Por fim, com as
condigbes reacionais definidas, a metodologia de RCD foi aplicada na resolugéo da

série de alcoois secundarios sintetizados previamente.
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Esquema 11. Fluxograma contendo a estratégia de trabalho para desenvolvimento deste projeto

Sintese dos alcoois | Desenvolvimento de

2 feat método de separagao
secundarios quirais dos pares de
enantidbmeros (CG-DIC

em fase quiral)

Esterificacao dos alcoois para
obtencao dos produtos

esperados nas reagoes de

RCD (padroes racémicos)

Desenvolvimento de
método de separagao
dos pares de
enantiébmeros (CG-DIC
em fase quiral)

Racemizagéo do RCD do substrato RCD da série de
substrato modelo modelo rac-1- alcoois
(S)-1-feniletanol feniletanol secundarios
Escolha do agente de Avaliacdo de diferentes Estudo estrutura-
racemizacao, doadores de acila; reatividade;
Otimizag&o das condicdes Definicao da metodologia Avaliagéo da
reacionais, de RCD; aplicabilidade da
Definigao da condi¢ao Avaliag&o da reciclagem e alelE
otima; do sistema desenvolvida
Avaliagéo da reciclagem do quimienzimatico
catalisador

3.2 Sintese dos substratos e padroes

A primeira parte dessa discussado tratara da sintese e caracterizagédo dos
substratos (os alcoois secundarios 5a-l) e dos padrdes racémicos 6a’ e 6a-l, que séo

os produtos esperados nas reagdes de RCD.

3.2.1 Sintese dos alcoois benzilicos

Os alcoois benzilicos 5a-i foram sintetizados via redugdo de suas cetonas
correspondentes com NaBH4, segundo metodologia adaptada de Kamble e
colaboradores (Esquema 12) (KAMBLE; MORE; RODE, 2016). As reac¢des foram
monitoradas por CG-DIC e finalizadas apds consumo total dos materiais de partida,
obtendo-se os alcoois 5a-i com conversdes acima de 99% e rendimentos de 84 a 98%.



37

Esquema 12. Sintese dos alcoois benzilicos 5a-i

0 OH

NaBH; (1,1eq) . .
R » 2 _
2 MeOH, 0 °C - t.a. R, {R1 H, CH3, OCHg, F,NOz e CFs]
Ry

1a2h R, = CH,CN, CH3Br e (CH3),
10 mmol conversdes >99%
acetofenona ou alcoois benzilicos
seus derivados 5a-5i
OH OH OH OH
5a, 95% 5b, 86% 5¢, 90% 5d, 87%
OH OH OH OH OH
chjij/K H3CO : |=”(>/K 02N/©/\ FacO)\
5e, 93% 5f, 98% 59, 84% 5h, 97% 5i, 89%

Os alcoois sintetizados foram caracterizados por CG-EM, IV e RMN de 'H e 3C
(DEPTQ), e os espectros obtidos estao apresentados em Apéndice (Figuras A1-36,
pag 90-107). Nos espectros de massas, todos o0s compostos apresentaram
fragmentos caracteristicos de alcool benzilico (m/z 107, 104, 91, 79, 77 e 51). Nos
espectros na regido do infravermelho, observa-se a presenga de bandas de absorgao
préximas a 3400 cm! caracteristicas de alcool, relativas ao estiramento da ligagédo O-
H.

Os dados de RMN de 'H reforgcaram a obtengéo dos alcoois benzilicos 5a-i,
onde os espectros dos compostos 5a e 5e-i apresentaram quartetos proximos a 5,00
ppm com constantes de acoplamento proximas a 6,4 Hz, referentes aos hidrogénios
metinicos dos centros estereogénicos; o0s espectros dos compostos 5e-i
apresentaram dupletos caracteristicos de compostos para-substituidos, referentes
aos hidrogénios aromaticos; os espectros dos compostos 5b e 5¢ apresentaram
duplos dupletos proximos a 3,00 ppm, referentes aos hidrogénios metilénicos
diastereotopicos ligados a -CN e -Br, respectivamente; e o espectro do composto 5d
apresentou dupletos proximos a 1,00 ppm com constantes de acoplamento de 6,9 Hz,
referentes aos hidrogénios dos grupos metilas que acoplam com os hidrogénios do

estereocentros.
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Por fim, os espectros de RMN de '3C, obtidos com o auxilio da técnica DEPTQ,
apresentaram sinais negativos para os carbonos quaternarios dos anéis aromaticos e
para os carbonos metilénicos dos compostos 5b e 5c.

Para analise em CG-DIC com fase estacionaria quiral (Hydrodex®), o
enantiobmero (S)-(-)-1-feniletanol foi utilizado como padrdo para identificagcdo dos
picos da mistura racémica referente ao substrato 5a, permitindo o posterior
monitoramento das reagdes de racemizacédo e RCD com este substrato (Figura 6). Os
demais compostos (5b-i) também foram analisados em CG-DIC com coluna quiral
(Hydrodex® e Lipodex®) para desenvolvimento de métodos cromatograficos para
separagao dos seus pares de enantibmeros e os cromatogramas obtidos estdo em
Apéndice. (Figura A62, pag 121).

L (10,0007

125 Chrdffstogram Tme 1112 Tnten. 17343
OH OH
100 =
] D : ©)
. v
0.751 tg = 20,21 min tr = 21,21 min
0.50]
] ' I
0.25-] hd
0,00
"so 100 180 200 280 300 350min

Figura 6. Cromatogramas de rac-1-feniletanol (5a) e (S)-(-)-1-feniletanol, em rosa
(Coluna quiral Hydrodex — Método A1, tr-(R) = 20,19 min e tr-(S) = 21,24 min)

3.2.2 Sintese dos heterociclicos

Os alcoois heterociclicos 5j-I foram sintetizados a partir de seus aldeidos
correspondentes via reagao de Grignard, segundo metodologia adaptada de Camp e
Craig (Esquema 13) (CAMP; CRAIG, 2009). As reagbes foram realizadas sob
atmosfera inerte e monitoradas por CCD (heptano/acetato de etila 6:4; relevador:
anisaldeido sulfurico). Apés verificagao do consumo total dos materiais de partida, as
reacoes foram interrompidas com a adicdo de solugdo saturada de NH4Cl e, apds

extragao liquido-liquido, obteve-se os alcoois 5j- com rendimentos de 68 a 90%.
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Esquema 13. Sintese dos alcoois heterociclicos 5j-I

)O]\ H3;C—MgBr (1,5 equiv.) j)\H
R, H _(solugdo 3M em Et,0) R4
10 mmol THF anidro, 0 °C, N, alcoois 5-51
aldeidos 2 a3,5h
OH OH OH
O:@)\ @/K | N\
< |
o \ Z
5j, 68% 5k, 90% 51, 78%

Os alcoois sintetizados também foram caracterizados por CG-EM e RMN de 'H
e '3C (DEPTQ), e os espectros obtidos estdo em Apéndice (Figuras A37-45, pag 108—
112). Nos espectros de massas, os trés compostos apresentaram seus respectivos
sinais ion molecular (m/z 166 (5j), 112 (5k) e 123 (51)) e fragmentos caracteristicos
para esses alcoois, estando de acordo com o reportado na literatura.

Os dados de RMN de 'H reforgaram a obtengio dos alcoois 5j-, com a
presenca de dupletos proximos a 1,50 ppm, com constantes de acoplamento proximas
a 6,5 Hz, referentes aos hidrogénios dos grupos metilas que acoplam com os
hidrogénios de cada estereocentro; quartetos proximos a 4,90 ppm, com constantes
de acoplamento préximas a 6,5 Hz, referentes aos hidrogénios metinicos dos centros
estereogénios; e dupletos e multipletos entre 6,00 e 8,50 ppm referentes aos
hidrogénios aromaticos.

Os espectros de RMN de '3C, obtidos com o auxilio da técnica DEPTQ,
apresentaram sinais positivos entre 20-25 pmm, correspondentes aos carbonos dos
grupos metilas; sinais também positivos proximos a 70 ppm, atribuidos aos carbonos
dos centros estereogénicos; e sinais negativos proximos de 140-160 ppm para os
carbonos quaternarios dos anéis aromaticos. Além disso, o espectro de RMN de '3C
do composto 5j apresenta um sinal negativo em 101 ppm, referente ao carbono
metilénico do grupo metilenodioxil.

Por fim, os alcoois 5j-I também foram analisados em CG-DIC com fase
estacionaria quiral (Hydrodex® e Lipodex®) para desenvolvimento de métodos
cromatograficos para separagdo dos seus pares de enantibmeros e o0s

cromatogramas obtidos estdao em Apéndice (Figura A62, pag. 121).
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3.2.3 Esterificagao dos alcoois secundarios

Nas reacbes de resolugdo cinética dindmica (RCD) realizadas em meio
organico, a enzima promove a transesterificagdo de um dos enantibmeros do
substrato racémico na presenca de um doador de acila, gerando um éster
enantiomericamente puro. Desta maneira, para monitoramento das reag¢des e calculos
de conversao e excesso enantiomérico dos produtos formados, realizou-se a
esterificacdo quimica dos alcoois 5a-l para obtencdo dos padrbes racémicos dos
produtos esperados nas reacdes de RCD com esses compostos.

Para analise dos resultados das reacdes de RCD de 1-feniletanol (5a) utilizando
acetatos de vinila e etila como doadores de acila, sintetizou-se o composto acetato de
1-feniletila (6a') via acetilagdo quimica de 5a, conforme ilustrado no Esquema 14. A
reacao foi monitorada por CG-DIC e, apds 5 horas reacionais, observou-se o consumo
total do material de partida (5a), gerando o produto acetilado 6a' com 81% de

rendimento.

Esquema 14. Esterificagcdo de 1-feniletanol (5a) com anidrido acético

0]

O O
OH PPN o)j\
piridina, DMAP
CH,Cl; anidro,
0°C-ta., 5h
5a (0,45 mmol) 6a’, 81%

O composto acetato de 1-feniletila (6a') foi caracterizado por RMN de 'H e 3C
(DEPTQ), e os espectros obtidos estdo apresentados em Apéndice (Figuras A46 e
A47). O composto 6a' possui em seu espectro de RMN de 'H (Figura A46) um dupleto
em 1,54 ppm correspondente aos hidrogénios do grupo metila ligado ao centro
estereogénico, que acoplam com o hidrogénio desse centro com constante de
acoplamento de 6,6 Hz; um simpleto em 2,07 ppm referente aos hidrogénios do grupo
metila ligado a carboxila (C=0 do éster); um quarteto em 5,88 atribuido ao hidrogénio
do estereocentro, que acopla com os hidrogénios do grupo metila com constante de
acoplamento de 6,6 Hz; e um multipleto em 7,35 ppm referente aos hidrogénios
aromaticos.

No espectro de RMN de "®C (DEPTQ, Figura A47), observa-se dois sinais
negativos correspondentes a carbonos quaternarios: um em 141 ppm, referente ao

carbono aromatico, e outro em 170 ppm referente ao carbono da ligagdo C=0. Os
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sinais positivos préoximos a 20 ppm sao atribuidos aos carbonos metilicos (grupos
CHBs); o sinal positivo em 72 ppm refere-se ao carbono do centro estereogénico; e os
sinais positivos entre 126-128 ppm sao dos outros carbonos aromaticos.

Foi desenvolvido um método de separacdo do par de enantibmeros do
composto acetilado 6a' em CG-DIC com fase estacionaria quiral (Hydrodex®) (Figura
7). A identificacdo dos picos da mistura racémica foi feita utilizando uma analise

padrao de (S)-acetato de 1-feniletila ja existente no grupo de pesquisa.

| g5l (x10,000)
“*Chrofnstogram Time 15325  Inten. 12,449
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Figura 7. Cromatogramas de rac-acetato de 1-feniletila (6a') e (S)-acetato de 1-feniletila (em rosa)
(Coluna quiral Hydrodex — Método A1, tr-(S) = 13,50 min e tr-(R) = 17,80 min)

Para analise dos resultados das reagdes de RCD dos alcoois 5a-l utilizando
decanoatos de vinila e etila como doadores de acila, foram sintetizados os decanoatos
6a-l via esterificacdo de acido decandico (obtido previamente via hidrolise de
decanoato de etila) em presenca de N,N*-diciclohexilcarbodiimida (DCC) e DMAP
(Esquema 15), seguindo metodologia descrita por Rauf e Parveen (RAUF; PARVEEN,
2004).
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Esquema 15. Esterificagcdo dos alcoois 5a-I com acido decandico
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As reacoes foram monitoradas por CCD (heptano/acetato de etila 8:2;
relevador: verde de bromocresol) e apds verificar o consumo total de acido decandico,
os produtos brutos foram extraidos. Em seguida, os compostos foram purificados por
CCD preparativa, utilizando heptano/acetato de etila 9:1 como fase mével. Em analise
por CG-EM, verificou-se a formacao dos decanoatos 6a-l.

O composto decanoato de 1-feniletila (6a) foi caracterizado por CG-EM e RMN
de 'H e 3C (DEPTQ), e os espectros obtidos estdo apresentados em Apéndice
(Figuras A48-50). No espectro de massas de 6a (Figura A48), nao foi observado o
sinal ion molecular, uma vez que esses ions s&do muito pouco intensos para ésteres.
Entretanto, observa-se um sinal em m/z 171 referente ao fragmento formado a partir

do grupo decanoato; um sinal em m/z 155 correspondente ao ion acilio composto pela
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cadeia de 10 carbonos; o pico base em m/z 122 e picos em m/z 105 e 77 referentes a
fragmentos provenientes de 1-feniletanol.

O espectro de RMN de 'H do composto 6a (Figura A49) apresenta um tripleto
em 0,87 ppm correspondente aos hidrogénios do -CHs do grupo acila; um multipleto
em 1,3 ppm referente aos hidrogénios metilénicos do grupo acila; um dupleto em 1,53
ppm referente aos hidrogénios da metila ligada ao centro estereogénico; um quarteto
em 5,89 ppm que corresponde ao hidrogénio do estereocentro, que acopla com os
hidrogénios do grupo metila com constante de acoplamento de 6,6 Hz; e um multipleto
em 7,35 ppm referente aos hidrogénios aromaticos.

No espectro de RMN de *C de 6a (DEPTQ, Figura A50), observa-se um sinal
positivo em 14 ppm, correspondente ao carbono metilico (-CHs) do grupo acila e outro,
também positivo, em 22 ppm referente ao carbono metilico ligado ao estereocentro.
O espectro apresenta também oito sinais negativos entre 22 e 35 ppm,
correspondentes aos oito carbonos metilénicos (-CH2) da cadeia de 10 carbonos do
grupo acila; um sinal positivo em 72 ppm, referente ao carbono do centro
estereogénico; sinais positivos entre 126 e 128 ppm correspondentes aos carbonos
aromaticos (CH); e dois sinais negativos referente a carbonos quaternarios: um em
142 ppm, referente ao carbono aromatico, e outro em 173 ppm referente ao carbono
da ligagao C=0.

Tal como para acetato de 1-feniletila, desenvolveu-se um método de separacgao
do par de enantidmeros de 6a em CG-DIC com fase estacionaria quiral (Hydrodex®)
(Figura 8) para posterior analise dos resultados das reagdes de RCD.
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0.25+
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Figura 8. Cromatograma de rac-decanoato de 1-feniletila (6a)
(Coluna quiral Hydrodex — Método Az, tr-(S) = 53,16 min e tr-(R) = 53,50 min)
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Os demais decanoatos (6b-l) foram caracterizados por CG-EM e os espectros
obtidos estdo apresentados em Apéndice (Figuras A51-61, pag. 117-122). Nesses
espectros de massas, observa-se fragmentos comuns, como o sinal em m/z 155
correspondente ao ion acilio composto pela cadeia de 10 carbonos; o sinal em m/z
105 referente ao ion acilio benzilico; o sinal em m/z 77 correspondente ao ion

aromatico; e o sinal em m/z 57 referente a clivagem na cadeia linear de 10 carbonos.
3.3 Estudo da etapa de racemizacgao

Para desenvolvimento de uma nova metodologia de resolugdo cinética
dinamica (RCD), realizou-se inicialmente o estudo da etapa de racemizacéao utilizando
o composto (S)-1-feniletanol ((S)-5a) como substrato modelo. Este alcool benzilico foi
selecionado como substrato modelo por ser amplamente aplicado em protocolos de
RCD reportados na literatura, possuindo excelente compatibilidade com lipases. Além
disso, o composto (S)-5a apresenta a estrutura quimica mais simples entre os alcoois
secundarios sintetizados neste trabalho, o que favorece o estudo dos parametros
reacionais da racemizagao.

Essa sec¢ao da discussao tratara da escolha do catalisador quimico para atuar
como agente de racemizagao nas reacdes de RCD, da otimizagdo das condi¢des

reacionais e do potencial de reciclagem do catalisador selecionado.
3.3.1 Escolha do catalisador

O grande desafio para se chegar em um protocolo de RCD eficiente consiste
na combinagao da lipase com um catalisador para a racemizacdo, de maneira que
ambos sejam altamente ativos e seletivos nas mesmas condi¢des reacionais. Apesar
dos diversos trabalhos ja publicados nessa area, o repertorio de catalisadores de
racemizacdo que sido compativeis com enzimas € restrito e a maioria desses
catalisadores sao caros, provenientes de fontes ndo renovaveis e geralmente operam
sob condigdes que sao prejudiciais aos biocatalisadores, tais como altas temperaturas
e presencga de bases fortes (de MIRANDA et al, 2017).

Em busca na literatura por agentes de racemizagédo mais ambientalmente
amigaveis e com maior custo-beneficio, o sulfato de vanadila hidratado (VOSOa4) se
apresentou como um catalisador promissor para a RCD de alcoois secundarios. Em
um estudo ja citado anteriormente (Tépico 1.4), Wuyts e colaboradores reportaram o
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uso de VOSOs4 na racemizagao de (S)-1-feniletanol e derivados, e este apresentou
excelente atividade a 80 °C (WUYTS et al., 2007). Somente uma década depois,
Miranda e colaboradores utilizaram novamente esse composto em reag¢des de RCD
de 1-feniletanol, desta vez em fluxo continuo a 70 °C (de MIRANDA et al., 2017). Em
ambos os trabalhos, o sulfato de vanadila foi capaz de racemizar (S)-1-feniletanol em
apenas 1.5h utilizando solventes organicos aproéticos apolares, em um mecanismo de
catalise acida heterogénea.

O sulfato de vanadila € um sodlido azul higroscépico prontamente disponivel
comercialmente, de custo relativamente baixo quando comparado com outros
compostos de metais de transicédo, e que apresenta baixa toxicidade, sendo inclusive
comercializado como suplemento alimentar. E um sal de oxovanadio(IV) que cristaliza
geralmente na forma pentahidratada e seu ion VO?* tem alta afinidade por ligantes
contendo oxigénio, nitrogénio e enxofre (Figura 9) (TRACEY; CRANS, 1998).

2+

o)
H20_ | __OH,
v
Hzo/|\0H2

OH,

Figura 9. Estrutura pentahidratada para o ion VO?*

Diante dos resultados obtidos na racemizagao de alcoois benzilicos, o sulfato
de vanadila hidratado foi selecionado como possivel agente de racemizagao para as
reacdes de RCD deste projeto. Para a escolha desse catalisador, considerou-se o fato
de VOSO4 atuar como catalisador heterogéneo, o que facilita sua remog¢ao do meio
reacional e possibilita sua reutilizacdo em novas reagcées de RCD. Além disso, o
vanadio € um metal relativamente abundante na natureza, menos téxico que outros
metais pesados e presente em diversas metaloenzimas, indicando ser compativel com
proteinas (TAKIZAWA; GROGER; SASAI, 2015).

Para inicio do estudo, foram testadas as condi¢des reacionais descritas na
literatura (WUYTS et al., 2007) utilizando (S)-1-feniletanol como substrato modelo

(Esquema 16). Os resultados obtidos estdo sumarizados na Tabela 3.



46

Esquema 16. Racemizacao de (S)-1-feniletanol com VOSO4

OH OH
©* VOSO,4 (50 mg)_ ©)\
octano (10 mL)'
(S)-5a 80 °C rac-5a
0,25 mmol

Tabela 3. Estudo de VOSOa4 na racemizacgéao de (S)-1-feniletanol — Comparagdo com a literatura

Tempo (h) ees) (%)A Rendimento (%)
Literatura 1,5 6,0 95
Experimental 0,5 1,0 75

ADeterminado em CG-DIC com coluna quiral Hydrodex (Método A1)

O VOSO4 se mostrou um catalisador muito ativo, promovendo a racemizagao
de (S)-1-feniletanol ((S)-5a) em apenas 30 minutos (ees) = 1,0%, Tabela 3), tempo
menor do que o reportado no trabalho de referéncia (ees) = 6,0% em 1,5 horas)
(WUYTS et al., 2007). Entretanto, durante o monitoramento desta reag¢ao por CG-DIC
em coluna quiral verificou-se a formagao de subproduto, resultando na obtencéo de
rac-5a com 75% de rendimento. Tempos prolongados de aquecimento levaram ao

aumento da formacé&o de subproduto (Figura 10).
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Figura 10. Cromatogramas da racemizacéo de (S)-1-feniletanol com VOSO4
(Coluna quiral Hydrodex — Método A1)

A racemizagao com VOSO4 ocorre via catalise acida em um mecanismo de
adicado-eliminacao (Esquema 17) que se inicia pela coordenacdo do complexo de

oxovanadio a hidroxila, seguido de eliminagdo para formagéo de carbocation como



intermediario. A adigdo subsequente de uma molécula agua ao carbocation ocorre
sem estereosseletivade, levando a racemizacao do alcool. Entretanto, o carbocation
também pode reagir com outra molécula de 1-feniletanol, levando a formacg&o de
diastereoisbmeros de bis(1-feniletil)-éter, ou sofrer desprotonagao para formagao de
estireno (WUYTS et al., 2007; MIRANDA et al., 2017).

Esquema 17. Racemizagéao de (S)-1-feniletanol com VOSOs via catalise acida

OH

+OH OH
‘, + H,0
(S VOSO4 XH20 — >
-H*

2t 2
(S)-5a carbocation sP rac-5a
planar e proquiral

oo ot e o

estireno

bis(1-feniletil) éter

Em analise por CG-EM, constatou-se a formagao de diastereoisbmeros de
bis(1-feniletil)-éter como subprodutos da reagcédo de racemizagao com VOSOu4 (Figura
11), sendo que o espectro de massas obtido estd de acordo com a literatura
(MIRANDA et al., 2017). Diante desse resultado, concluiu-se que uma seletividade
mais satisfatoria poderia ser alcangcada por meio da otimizagdo das condicbes

reacionais.
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Figura 11. Analise em CG-EM da reacéo de racemizacéo de (S)-1-feniletanol catalisada por VOSOa.
(A) Cromatograma: (S)-1-feniletanol em 3,72min; bis(1-feniletil)-éter em 9,43 e 9,56min. (B) Espectro
de massas de bis(1-feniletil)-éter, referente aos picos em 9,43 e 9,56min do cromatograma A

3.3.2 Otimizagao das condigoes reacionais

Diante da excelente atividade de VOSO4 na racemizagao de (S)-1-feniletanol,
foi realizada a otimizagdo das condicdes reacionais desta reacdo, visando aumentar
a seletividade do processo e diminuir os gastos energéticos requeridos. Para isso,
alterou-se trés parametros: solvente, temperatura e quantidade de catalisador
(Esquema 18).
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Esquema 18. Esquema geral da racemizagéo de (S)-1-feniletanol com VOSO4

OH

’1n
7s VOSOy4 > ©)
solvente (4 mL),
aquecimento

(S)-5a rac-5a bis(1-feniletil) éter
(0,25 mmol) (subproduto)

Foram avaliados trés solventes organicos: octano, tolueno e heptano. Os dois
primeiros foram selecionados pois ja haviam sido reportados na literatura (WUYTS et
al., 2007; MIRANDA et al., 2017) em reagdes com VOSOs4. Entretanto, octano e
tolueno sao solventes muito toxicos para ambientes aquaticos, ndo apresentam bom
custo-beneficio e, por terem altos pontos de ebulicdo, ndo séo facilmente separados
e recuperados de sistemas reacionais.

Na busca por um solvente mais “verde”, mais economicamente viavel,
compativel com substratos e produtos alvos desse trabalho e n&o-reativo com o
sistema quimioenzimatico, selecionamos o heptano como possivel solvente para as
reacoes de RCD. Apesar de apresentar toxicidade muito préxima a dos solventes
anteriores, o heptano é mais volatil — o que facilita a sua remocéao ao final da reacao
— e mais barato que octano e tolueno.

Além da sustentabilidade, a escolha dos solventes também levou em
consideragao seus respectivos valores de logP (logaritmo dos seus coeficientes de
particdo entre o n-octanol e a agua) (Tabela 4), pois essa propriedade interfere na

atividade biocatalitica das lipases.

Tabela 4. Valores de logP e pontos de ebulicdo dos solventes utilizados nessa etapa do trabalho

Ponto de ebulicao
logP (°C)
Octano 5,15 126
Heptano 4,27 98
Tolueno 2,70 110

As lipases, assim como outros biocatalisadores, apresentam baixa atividade
em solventes com valores de logP menores que 2, o que inclui solventes polares como
metanol, acetona, piridina e éter dietilico. A atividade biocatalitica é dificil de prever
para solventes de polaridade moderada (2< logP <4), porém o tolueno (logP = 2,70)
se apresenta como um o6timo solvente para reagdes catalisadas por lipases.

Geralmente, essas enzimas sio ativas em solventes nao polares (logP > 4), que € o
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caso de heptano e octano. Isso se deve pois em solventes organicos nao polares, as
enzimas permanecem com sua camada natural de agua, componente estrutural
importante para manter sua atividade, enquanto os solventes polares podem retirar
este involucro (BORNSCHEUER; KAZLAUSKAS, 2006c).

Avaliou-se também a reacdo a 80 °C, seguindo o protocolo de Wuyts e
colaboradores, e em temperatura mais baixa (50 °C), visando ampliar a combinagao
de VOSO4 com lipases mais termossensiveis. A quantidade de catalisador também
foi alterada, diminuindo de 50 mg para 30 mg, com o objetivo de diminuir o custo do
processo. Por fim, para um melhor estudo da influéncia da alteragcao de todos esses
parametros, foi fixado um tempo reacional maximo de 2 horas. Os resultados obtidos

nessa etapa do trabalho estdo sumarizados na Tabela 5.

Tabela 5. Otimizacao da racemizacao de (S)-1-feniletanol com VOSO4

Solvente | Temperatura (°C) | VOSOs(mg) | Tempo (h) | ees) (%)” Sel«(a:/:\)lﬂade
1 50 0,5 1,0 78
— 80
2 30 1,0 2,8 55
~—  Octano
3 50 1,5 1,7 89
— 50
4 30 2,0 2,7 92
5 50 1,0 29 16
— 80
6 30 2,0 42 67
—— Tolueno
7 50 2,0 14 >99
— 50
8 30 2,0 38 >99
9 50 0,5 <1,0 43
— 80
10 30 2,0 14 65
1 Heptano 50 1,0 4,6 93
— 50
12 30 2,0 3,8 91
13¢ 25 50 1,0 20 95

Condigdes reacionais: (S)-5a (0,25 mmol), solvente (4 mL), VOS04.XH20 (30 ou 50 mg), agitagédo
magnética vigorosa. ADeterminada por CG-DIC com coluna quiral Hydrodex (Método A+). BCalculada
comparando as areas dos picos de rac-5a e bis(1-feniletil)-éter. °Reagao realizada em ultrassom (ciclo
10, poténcia 40 W, frequéncia 20 kHz).

Em todas as reagbes (Entradas 1-13, Tabela 5), a diminuigdo da quantidade de
catalisador tornou o processo de racemizagcdo mais lento, exigindo manter por mais

tempo o contato do substrato quiral com os cristais de VOSOa4. Entretanto, os dados
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nao evidenciaram a influéncia da alteragdo deste parametro na seletividade da
racemizacao.

Nas reagoes realizadas em octano (Entradas 1-4, Tabela 5), a diminui¢cao da
temperatura de 80 para 50 °C tornou o processo mais seletivo, sendo que a Entrada
4 foi a melhor condigao reacional com este solvente, levando a racemizagao de (S)-1-
feniletanol em 2 horas (ee(s) = 2,7%) com 92% de seletividade (reagdo a 50 °C com
30 mg de VOSOs4).

As reacgdes realizadas em tolueno a 80 °C (Entradas 5 e 6) foram pouco
seletivas, com formacdo maijoritaria dos diastereoisdbmeros de bis(1-feniletil)-éter
como subprodutos, porém a diminuicdo da temperatura para 50 °C (Entradas 7 e 8),
apesar de tornar o processo de racemizacado mais lento, inibiu totalmente a formagao
de subproduto (seletividade acima de 99%). Esse resultado, somado com os
resultados das reagdes em octano, evidenciam a influéncia de altas temperaturas na
seletividade da racemizagao via catalise acida.

Nas reacoes realizadas com heptano, pdde-se observar a mesma influéncia
da temperatura na seletividade da racemizacéao, discutida nas reagdes em octano e
tolueno, sendo que a 50 °C e com 50 mg de VOSO4 o processo foi mais seletivo (93%),
racemizando (S)-1-feniletanol em apenas 1 hora (ee(s) = 4,6%). Apds avaliacado de
todos os resultados, a Entrada 11 (Tabela 5, destacado) foi selecionada como melhor
condicao reacional.

Por fim, avaliou-se também o efeito da irradiacdo de ultrassom na reacao de
racemizacao (Figura 12), uma vez que o fendbmeno fisico de cavitagdo causado por
essa técnica — processo de criar, aumentar e implodir cavidades de vapor e gases em
um liquido — promovem efeitos de ativacédo em reag¢des quimicas (LERIN et al., 2014).
Além disso, o uso de ultrassom ja vem sendo muito estudado em reagdes de resolugéo
cinética com lipases, apresentando vantagens como baixa exigéncia instrumental,
minimizacao do tempo de reacao, reducao das quantidades de reagente e aumento
de rendimento e quimio-, regio- e enantiosseletividades (LERIN et al., 2014;
BANSODE; RATHOD, 2017).
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Figura 12. Sistema para realizacédo da reagéo de racemizagdo com VOSOq assistida por ultrassom

A reacdao foi realizada em temperatura ambiente, com aparelho de ultrassom
(SONOPLUS Ultrasonic Homogenizers, Bandelin®) operando com poténcia de 40 W
e frequéncia fixa de 20 kHz. A sonda foi mantida em contato com a solugao e, apds o
primeiro pulso de ondas de ultrassom, o catalisador heterogéneo se dispersou, ficando
aderido na superficie do baldo reacional e fora da solugdo contendo heptano e (S)-1-
feniletanol. Acreditamos que por conta disso, essa reagao apresentou baixa taxa de
racemizacao (Entrada 13, eeis) = 20% em 1 hora) e foi interrompida diante desse
problema operacional.

Com a ineficiéncia da aplicacdo da irradiacdo de ultrassom na racemizacao
catalisada por VOSO4, optou-se por ndo realizar estudos mais aprofundados para
otimizagdo desse sistema. Apesar disso, a condigdo reacional 6tima selecionada
(Entrada 11) se mostrou muito eficiente e ainda nao foi reportada na literatura, o que

possibilita o desenvolvimento de uma nova e promissora metodologia de RCD.
3.3.3 Reciclagem do catalisador

A grande vantagem de VOSOs4, além da sua excelente atividade na
racemizacdo, € o fato deste composto ser um catalisador heterogéneo. Os
catalisadores heterogéneos, embora sejam mais dificeis de serem estudados em
termos de mecanismo de reacdo, apresentam vantagens significativas quando
comparados com catalisadores homogéneos, como estabilidade superior, facilidade
de manuseio e separagdo, além de reciclagem simplificada do catalisador
(ERYTHROPEL et al, 2018). Em especial, a reciclagem do catalisador & muito
importante do ponto de vista econdmico e ambiental, o que atrai o interesse da
industria de produtos quimica (AKAI; ZHAO, 2015).
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Para demonstrar a reciclabilidade de VOSOs, realizou-se uma reacgao de
racemizagdo padrao, utilizando (S)-1-feniletanol como substrato e a condigao
reacional étima definida anteriormente (Esquema 19). Ao final da reagao, o catalisador
foi recuperado por filtragdo simples e lavado trés vezes com heptano. O catalisador,
juntamente com o substrato e solvente reabastecidos, foi reutilizado até observagao
de perda de atividade catalitica. Os resultados obtidos nessa etapa do trabalho estéao

sumarizados na Figura 13.

Esquema 19. Racemizacéao de (S)-1-feniletanol com VOSO4

OH OH
VOSO,4 (50 mg) ’lno
(S) : +
heptano (4 mL),
50 °C, 2h _ o
(S)-5a rac-5a bis(1-feniletil) éter
(0,25 mmol) (subproduto)
100
i A
80 A
i A A
A | A A = 4
60 &

%

20 A

0 —T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T —T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Numero de Ciclos

—@—ce (S) —A— Seletividade

Figura 13. Reciclagem de VOSO4 na racemizacéo de (S)-1-feniletanol

O VOSOs4 permaneceu extremamente ativo mesmo apos 10 ciclos
consecutivos, mantendo os valores baixos de ee de (S)-1-feniletanol ao final de cada
ciclo (ee entre 2 e 5%). Nessas reagdes de racemizagao consecutivas, observou-se
um aumento na formag¢ao de subproduto (bis(1-feniletil) éter), quando comparadas
com a reagao realizada na etapa de otimizagao das condi¢des reacionais (Tabela 5,

Entrada 11, pag 52), uma vez que a seletividade das reagdes variou entre 80 e 60%.
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Para calculo de ee e seletividade, as reacbes de racemizagao foram analisadas em
GC-DIC com fase estacionaria quiral ao final de cada ciclo, obtendo-se os

cromatogramas apresentados na Figura 14.

U (10,000)

Jhromatogram OH Time 15574 Inten. -4 073
] A o
100 ©/S\ gmmmmme .
- [} 1
] i i bis(1-feniletil) éter _____
1Ciclo 2 rac-5aj ] Cn_ a e
07s ; T i i
4 1 1 1 1
1 i i i i
4 . 1 1 1 1
DSD_Clclo4 i : A
: ol N
_jciclo L A A
] 0 ]
. N 1 1 1 1
{Ciclo 8 | ! L
0.001 i 1 i i
1 1 1 1
1 1 1 1
] i i i i
T 1 1 1 1
-0.25+ t 1 R 7
T T T T T T T
175 200 225 250 275 300 min

Figura 14. Cromatogramas dos ciclos de racemizacao de (S)-1-feniletanol com VOSO4 reciclado
(Coluna quiral Hydrodex — Método A1)

3.4 Desenvolvimento do protocolo de resolugao cinética dinamica

Seguindo a estratégia de trabalho proposta (Esquema 11, pag. 36), nessa fase
do trabalho combinou-se a etapa de racemizagao catalisada por VOSO4 com a
resolugdo catalisada por lipase, visando o desenvolvimento uma metodologia de
resolucao cinética dindmica quimioenzimatica (RCD) para alcoois secundarios quirais.
Nessa secao da discussdo, serdo apresentados e avaliados os resultados das

reacdes de RCD.
3.4.1 Escolha da enzima

Para desenvolvimento do protocolo de RCD, as reacdes foram realizadas
utilizando 1-feniletanol (5a) como substrato modelo e lipase de Candida antarctica B
(CAL-B) imobilizada em resina acrilica, enzima comercializada com o nome de
Novozyme 435. Essa enzima foi selecionada pois € uma das lipases mais
enantiosseletivas para alcoois secundarios e, por estar imobilizada, € altamente
estavel e pode ser facilmente recuperada do meio reacional e reutilizada.

A CAL-B (Figura 15) é composta por uma cadeia polipeptidica contendo 317

aminoacidos, apresenta um peso molecular de 33 kDa e possui 0 mesmo mecanismo
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de acao de outras hidrolases, onde sua triade catalitica (Asp—His—Ser) promove a
catalise enantiosseletiva, conforme descrito no Topico 1.2 (Pag. 25) (ANDERSON,;
LARSSON; KIRK, 1997). E uma enzima muito robusta, estavel em uma ampla faixa
de pH (3.5-9.5) e, quando imobilizada, & altamente termoestavel, operando em
temperaturas entre 60 e 80 °C sem perda significativa de atividade (ANDERSON;
LARSSON; KIRK, 1997).

Figura 15. Estrutura tridimensional da lipase de Candida antarctica B (CAL-B)
Fonte: Protein Data Bank (PDB ID 4K6G)

De acordo com a regra de Kazlauskas, discutida anteriormente no Toépico 1.2,
a CAL-B tera uma preferéncia pelo enantiomero que melhor se acomoda nas
cavidades de seu sitio ativo. Para os alcoois secundarios sintetizados neste trabalho,
ao projetarmos o grupo hidroxila para tras do plano do papel, o enantibmero mais
reativo € aquele em que o grupo mais volumoso esta a esquerda do estereocentro,
correspondendo ao enantidmero-(R) da maioria dos compostos (Figura 16). No caso
do alcool 5¢, por conta da presenca do bromo, o enantibmero mais reativo tem
configuragdo S. Ja para o alcool 5d, ndo ha diferenga significativa no volume dos
grupos ligados a hidroxila, o que pode acarretar em uma perda da

enantiosseletividade do processo de resolugao cinética.
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Figura 16. Enantiopreferéncia da CAL-B de acordo com a regra de Kazlauskas.
Na ilustragdo simplicada, o enantidmero mais reativo sera aquele em que o grupo mais volumoso
(esfera G) esta a esquerda do centro estereogénico, por se encaixar melhor nas cavidades do sitio

ativo da enzima (A).

3.4.2 Avaliacao de diferentes doadores de acila

Com a definicdo do agente de racemizagao, da condigéo reacional 6tima e da

enzima a ser utilizada como biocatalisador, o proximo passo deste trabalho foi avaliar

diferentes doadores de acila para o protocolo de RCD. Foram selecionados quatro

ésteres para atuarem como doadores de acila: (i) acetato de vinila; (ii) acetato de etila;

(iif) decanoato de vinila; e (iv) decanoato de etila, com o objetivo de comparar o efeito

dos grupos acila e alquila desses compostos na RCD (Figura 17).
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O O
acetato de vinila (i) decanoato de vinila (iii)
(0] 0]
/\OJI\ /\OJJ\/\/\/\/\
acetato de etila (ii) decanoato de etila (iv)

Figura 17. Doadores de acila avaliados nas reagdes de RCD

Os ésteres vinilicos (i) e (iii) foram selecionados pois essa classe de compostos
€ amplamente utilizada como agente acilante em reacgdes de transesterificacdo devido
a alta reatividade e irreversibilidade da reacdo. Nas reacdes de resolugcido cinética
catalisada por lipases utilizando ésteres vinilicos como doadores de acila, o enol
formado apdés a acilagcdo do residuo reativo da triade catalitica da enzima é
rapidamente transformado em seu tautdmero (acetaldeido), que € mais estavel e
volatil, deslocando o equilibrio da reag¢ao na dire¢cao dos produtos por impedir uma
possivel competicdo nucleofilica entre o alcool formado nesta etapa e o substrato
(Esquema 20) (FABER, 2011a).

Esquema 20. Mecanismo da etapa de formacgao do intermediario acil-enzima nas reagdes de RC
utilizando éster vinilico como doador de acila

Asp Ser

O
/\ /_?"/' f\,{\f‘ )]\r‘ N HoT X
I \—/ Enz)]\R
\/ eéster vinilico acil-enzima
07
acetaldeido

O acetato de etila (ii) também foi selecionado para atuar doador de acila por
ser um éster mais barato e prontamente disponivel comercialmente. Ja os decanoatos
de vinila (iii) e etila (iv) foram escolhidos para avaliacéo da influéncia do tamanho da
cadeia carbbnica do grupo acila na enantiosseletividade das reagbes de resolugao
cinética, parametro pouco explorado na literatura. Alguns estudos — como de Ottosson
e Hult, e de Melais e colaboradores — indicam que cadeias mais longas aumentam a
enantiosseletividade (OTTOSSON; HULT, 2001; MELAIS et al, 2016).
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Nessa etapa do trabalho, as rea¢cdes de RCD foram realizadas utilizando 1-
feniletanol (5a), conforme ilustrado no Esquema 21, e os resultados obtidos estédo

sumarizados na Tabela 7.

Esquema 21. Esquema geral da RCD quimioenzimatica de 1-feniletanol utilizando VOSO4 e CAL-B

(0]
OH CALB (20 mg) O)LR
VOSOQO, (50 mg) 5 . . ]

*doador de acila (2 eq.) acetatos de vinila e etila;
a- > decanoatos de vinila e etila

heptano (4 mL), 50 °C

rac-5a (R)-6a": R = CHs
(0,25 mmol)

(R)-6a: R = (CH5)sCHj3

Tabela 7. Resultados das reagdes de RCD com diferentes doadores de acila

Doador Tempo Produto o/ \A ee (%)* o/ )AB
de acila | reacional (h) | formado ¢ (%) (R)-acetilado | S (%) g
4 | Acetato de 3 (R)-6a’ 87 78 91 14
vinila
2 Acete}to de 3 (R)-6a" 45 95 94 45
etila
3 Decar_wo_ato 4 (R)-6a 87 >99 92 >200
de vinila
4 | Decanoato 8 (R)-6a 69 >99 82 >200
de etila

Condigdes reacionais: 0,25 mmol de 5a, 0,50 mmol de doador de acila, heptano (4 mL), VOSO4.XH20
(50 mg), CAL-B (20 mg), 50 °C, agitagdo magnética vigorosa.AValores determinados por CG-DIC em
coluna quiral Hydrodex (Método Az). BCalculada comparando as areas dos picos de rac-5a e bis(1-
feniletil)-éter.

A reacédo de RCD com acetato de vinila como doador de acila (Entrada 1,
Tabela 7) resultou na formagao de (R)-acetato de 1-feniletila ((R)-6a') com 87% de
conversao e 78% de excesso enantiomérico, sendo classificada como uma RCD néo
seletiva devido ao valor da razdo enantiomérica (E) estar abaixo de 15. O excesso
enantiomérico nao tao alto pode ser explicado pela reatividade do acetato de vinila,
que ocasiona a acetilagdo quimica (e ndo estereosseletiva) de 1-feniletanol. Para
confirmagéao dessa evidéncia, foi realizada uma reacao de RCD controle, na auséncia
de enzima, e constatou-se a conversao de 2,7% de 1-feniletanol (5a) ao seu
correspondente acetilado (6a') racémico.

Na reacdo de RCD com acetato de etila, um doador de acila menos reativo, o

produto (R)-6a’ foi formado com maior enantiosseletividade (Entrada 2; ee = 95%)
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quando comparado com a reagao com acetato de vinila, resultando em um valor de E
satisfatorio (E = 45). Entretanto, a conversdo de apenas 45% indica que o processo
de racemizacgao foi totalmente inibido na presencga deste doador de acila. A inibicao
da racemizacgao pode ter ocorrido devido a uma interacdo de VOSO4 com o éster
aquiral, causando desativagdo do catalisador heterogéneo, algo ja citado nos
trabalhos anteriores que utilizaram esse catalisador como agente de racemizagao
(WUYTS et al., 2007; MIRANDA et al., 2017).

As reagdes de RCD com os doadores de acila com cadeia carbdnica maior
(Entradas 3 e 4) apresentaram excelentes enantiosseletividades (E > 200), resultando
na formacao de (R)-decanoato de 1-feniletila ((R)-6a) com excesso enantiomérico
acima de 99%, indicando que o aumento da cadeia do doador de acila promoveu uma
melhoria na enantiosseletividade do processo. Entretanto, também devido ao aumento
da cadeia e consequente efeito estérico, essas reagdes foram mais lentas e exigiram
um aumento do tempo reacional.

Na reacdo realizada com decanoato de etila (Entrada 4), a auséncia de
carbonos sp? no grupo etila diminui a reatividade desse agente acilante, quando
comparado com os ésteres vinilicos, o que prolongou o tempo desta reacdo. Com
isso, o catalisador quimico VOSO4 permaneceu por mais tempo sob aquecimento e
em contato com esse éster, ocasionando uma diminuigdo da conversao (69%) e da
seletividade (82%; aumento da formacéao de bis(1-feniletil)-éter) da reagéo.

Diante dos resultados aqui discutidos, a reacdo de RCD apresentada na
Entrada 3 (Tabela 7, destacado), onde utilizou-se decanoato de vinila como doador
de acila, gerou nos melhores resultados, com a formacdo de (R)-6a
enantiomericamente puro com 87% de conversao e 92% de seletividade em 4 horas.
Desta maneira, o decanoato de vinila foi definido como o doador de acila do protocolo

de RCD desenvolvido neste trabalho.
3.4.3 Reciclagem do sistema quimioenzimatico

Utilizando VOSOs4 como agente de racemizagdo e CAL-B imobilizada
(Novozyme 435) como biocatalisador, o protocolo de RCD desenvolvido neste
trabalho possui um sistema catalitico quimioenzimatico heterogéneo, caracteristica
importante do ponto de vista econémico e de sustentabilidade.

Para demonstrar a reciclabilidade desse sistema quimioenzimatico, realizou-se

uma reacao de RCD padrao, utilizando rac-1-feniletanol como substrato e decanoato
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de vinila como doador de acila (Esquema 22). Ao final da reagao, os catalisadores
(VOSO4 e CAL-B) foram recuperados por filtragdo e lavados trés vezes com heptano.
Em seguida, os catalisadores, juntamente com nova adigdo de reagentes e solvente,
foram utilizados até observacdo de perda de atividade catalitica (diminuicdo de

conversao). Os resultados obtidos nessa etapa do trabalho estdo sumarizados na

Figura 18.
Esquema 22. RCD quimioenzimatica de 1-feniletanol
o]
OH CALB (20 mg) O/lj\(CHz)gCHg
VOSSO, (50 mg) 5
. h
decanoato de vila (2 eq.) ©/\ N (0]
heptano (4 mL), 50 °C
rac-5a 2h (R)-6a subproduto
(0,25 mmol) bis(1-feniletil) éter
100 ® L L ®
A
u A A A
75 A
U |
50 - .
X
25 A
O T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5
Numero de Ciclos
—@—-ce (Produto) A— Seletividade B Conversao

Figura 18. Reciclagem de VOSO4 e CAL-B na RCD de rac-1-feniletanol

Apesar da enantiosseletividade das reagoes de RCD permanecer excelente (ee
> 99% para (R)-6a) e da formagao de subprodutos ter sido baixa (seletividade entre 8
e 90%), observou-se uma significativa perda de atividade do sistema
quimioenzimatico ao longo de 4 ciclos consecutivos de RCD. Isso é evidenciado pela
diminuigéo da conversao de rac-5a a (R)-6a, caindo de 80% no primeiro ciclo para

52% no quarto ciclo. Para célculo de conversao, ee e seletividade, as reagdes de RCD
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foram analisadas em GC-DIC com fase estacionaria quiral ao final de cada ciclo,

obtendo-se os cromatogramas apresentados na Figura 19.

L1 0,000
G .0—Chrofflstogram Decanoato Time 20023 Inten. B0 636
1 de vinila o
4 OH )J\/\/\/\/\
o / 2
] . rac-5a ©/\ 0
a0l fpSiclo ! o (Riea  f |
B : 1 1 1
1 b P
- 1 1 1
] Ciclo 2 5 [ : : J’ti
SD_ l. N i bl e M : :
. : 1 1 1
4 H 1 1 1
. o P
4 1 1 1 1
i ; o Pop
204 Ciclo 3 ! ll . ! A H
J o P
. o P
i 1 : : :
]_J{cicloa 1t . n
1.0+ . e ~--/
50 10.0 150 200 250 300 " i

Figura 19. Cromatogramas dos ciclos de RCD de rac-1-feniletanol com VOSO4 e CAL-B reciclados
(Coluna quiral Hydrodex — Método Az)

A diminuicdo da taxa de conversdo das reagbes de RCD pode estar
relacionada, por exemplo, a uma incompatibilidade entre os catalisadores, entre
VOSO4 e o doador de acila, ou ainda devido a uma exposi¢cdo prolongada dos
catalisadores ao ambiente. Dessa maneira, por se tratar de um sistema
multicomponente, é dificil determinar o que ocasionou a perda de atividade catalitica.

Considerando que estudos anteriores indicaram uma possivel interagcédo entre
VOSO4 e doador de acila (Topico 3.4.2), essa hipotese foi avaliada através da
realizacédo de novas reagdes de racemizagao de (S)-1-feniletanol com VOSO4, na

presenca de decanoato de vinila (Esquema 23).

Esquema 23. Racemizacéo de (S)-1-feniletanol com VOSO4 na presenca do doador de acila

OH VOSO4 (50 mg) OH
decanoato de vinila (2 eq.) ’Ino
(S) > +
heptano (4 mL),
50 °C, 2h
(S)-5a ' rac-5a bis(1-feniletil) éter
(0,25 mmol) (subproduto)

Os resultados obtidos (Figuras 20 e 21) mostram que VOSO4 se manteve
altamente ativo na presenca do doador de acila, mesmo apds 5 ciclos reacionais,

reproduzindo os resultados apresentados no Tépico 3.3.3. Diante desses resultados,
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€ possivel que a perda de atividade do sistema quimioenzimatico nas reacgdes
consecutivas de RCD deva-se a uma incompatibilidade entre VOSO4 e CAL-B por

tempos prolongados ou perda da estabilidade dos catalisadores apds exposi¢céo ao

ambiente.
100
A
A A
A
1 Ak
75 -
50 -
< ]
25 -
O T T T T T T T T T ‘—-' T T T T T T T T ‘ T T T T
0 1 2 3 4 5
Numero de Ciclos
—@—ce (S)-PhEtOH A— Seletividade

Figura 20. Reciclagem de VOSO4 na racemizagéo de (S)-5a (com adigéo de doador de acila)

u(x10,000)
JChromatogram Time 8853  Inten. 15878
= s A Decanoato

1_25_5 Ciclo 1 . U de vinila

___________

{

bis(1-feniletil) éter

_________

&0 a0 10.0 1.0 12.0 13.0 14.0 150 min

Figura 21. Cromatogramas dos ciclos de racemizacao de (S)-1-feniletanol com VOSOj4 reciclado, na
presenta de decanoato de vinila (Coluna quiral Hydrodex — Método Az)

Os resultados discutidos nessa seg¢ao evidenciam que os catalisadores

heterogéneos (VOSO4 e CAL-B) utilizados no protocolo de RCD desenvolvido podem
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ter sua reciclabilidade otimizada por meio de aperfeicoamento operacional do sistema

quimioenzimatico, como separagao fisica desses catalisadores no meio reacional.
3.4.4 Resolugao cinética dinamica de alcoois secundarios

Para avaliar a aplicabilidade da metodologia de resolugéo cinética dinédmica
quimioenzimatica (RCD) desenvolvida nesse trabalho, foram realizadas reagdes de
RCD com todos os alcoois secundarios sintetizados previamente (compostos 5b-l),

conforme ilustra o Esquema 24.

Esquema 24. RCD dos alcoois secundarios 5b-I

(0]
OH CAL-B (20 mg), VOSO, (50 mg) gﬂ\/\/\/\/\
decanoato de vinila (2 eq.) =
R1 Ra o g R1/\R
heptano (4 mL), 50 °C 2
5b-l 6b-I
0,25 mmol

Esses compostos foram selecionados pois sao derivados de 1-feniletanol,
substrato modelo utilizado para desenvolvimento da metodologia e que apresentou
excelente compatibilidade com o agente de racemizagdo. Dessa maneira, as
variagdes estruturais dos substratos permitem avaliar a influéncia de efeitos estéricos
e eletrbnicos na RCD. Os resultados obtidos nessa etapa final do trabalho estdo

sumarizados na Tabela 8.

Tabela 8. Resultados das reagdes de RCD dos alcoois secundarios 5a-l

Tempo c €€prod. Sel.
Substrato reacional Produto %) | (%)~ E (%)A®
0
QH O)J\(CH)CH
1 4h = R 87 | >99 | >200 = 92
5a ®
(R)-6a
oH R
CN 0" T(CH3)sCHg
2¢ 24h = N 3 | nd - 5
5b (R
(R)-6b
o)
OH Y
Br 0" T(CH2)sCH3
3¢ 24h ~_ _Br n.r. n.d. - -
5¢ )
(S)-6¢c
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(@]
¢ )J\(CHz)sCHs
4 m 24h nr. | nd. - -
5 m
(R)-6d
OH
CH CH
5 ©)\/ 2h @/\/ 2)CHs 67 | >99 | >200 75
(@]
OH
)’\(CHZ)SCHs
6 45min 93 | >99 | >200 93
OH
)J\(CHz)scH:a
7 15min 87 | >99° | >200 @ 87
(@]
OH
A(CH»BCHs
8 1h 94 | >99 | >200 96
OH
/U\(CH2)80H3
9 1h 91 | >99° | >200 91
O2N 5h /©/\(R) 6h
OH
/U\(CHz)sCHs
10 2h 74 | >99 | >200 | 88
F3C 5i /©/\(R) 6i
OH
OJJ\ (CH2)sCH3
1 <0©)\ 30min 96 | >99 | >200 96
.
° ) <I>/\(R) 6
OH Joj\
12¢ \0/ 30min (CH20eCHs 1 97 | 509 | 5200 | 97
5k
W(R) 6k
iy
OH
(6] (CH3)sCH
13 IN\ 1h = 2)sCHs >09 | >99 | >200 | >99
Z 5l

@/\(R)-GI

Condicdes reacionais: 0,25 mmol de alcool, 0,50 mmol de decanoato de vinila, heptano (4 mL),
VOS04.XH20 (50 mg), CAL-B (20 mg), 50 °C, agitagdo magnética vigorosa.AValores determinados por
CG-DIC em coluna quiral Hydrodex ou Lipodex. BCalculada comparando as areas dos picos dos
produtos e subprodutos. ®Substratos previamente solubilizados em 500 pL de tolueno. PExcesso
enantiomérico obtido apos hidrélise do produto formado, em comparagdo com o padrao racémico do

respectivo alcool. n.r. = ndo reagiu, n.d. = ndo determinado devido a baixa conversao.
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As reacdoes de RCD foram monitoradas via CG-DIC (Coluna Ritx®-5) e
interrompidas ao alcangar o maximo de conversao e seletividade. Para avaliagao da
enantiosseletividade (calculos de ee e E), os resultados foram analisados em CG-DIC
também com fase estacionaria quiral (Hydrodex® e Lipodex®), comparando os picos
dos produtos obtidos com os perfis cromatograficos dos seus respectivos padrées
racémicos sintetizados previamente (Figura A63, pag.122).

Todas as reagbes apresentaram excelentes enantiosseletividades (€€produto >
99%; E > 200), com excecdo das reagdes realizadas com os substratos 5b-5d. Nessas
reacoes (Tabela 8, Entradas 2-4), acreditamos que o volume das cadeias laterais dos
substratos influenciou negativamente na atividade da lipase, impossibilitando a
conversao enantiosseletiva dos alcoois aos seus respectivos ésteres. Segundo a
literatura, a CAL-B € mais ativa em relagéo a alcoois secundarios em que o grupo de
tamanho médio é relativamente pequeno como, por exemplo, os grupos metila, etila e
—CH=CH2 (BORNSCHEUER; KAZLAUSKAS, 2006b; HOANG; MATSUDA, 2016).

O resultado obtido com o alcool comercial 1-fenilpropanol (Entrada 5) esta de
acordo com essa afirmag¢ao, uma vez que, com o grupo médio sendo uma etila — grupo
menor e mais flexivel — houve conversao de 67% em 24 horas reacionais. Portanto,
os resultados obtidos nas Entradas 2-4 devem-se a efeitos estéricos que impediram o
acesso dos substratos ao sitio ativo da enzima. Além de efeitos estéricos, o resultado
obtido com o alcool 5¢ (Entrada 3) sugere que efeitos eletrobnicos também influenciam
na atividade da enzima, ja que nao ha diferenga significativa no volume dos grupos —
CH2Br e —CH2CHs.

As reagdes de RCD realizadas com os alcoois para-substituidos (5e-i) e
heteroaromaticos (5j-1) foram muito eficientes (Entradas 6-13), com conversdes entre
71 e >99% em, no maximo, 2 horas reacionais. Nesses substratos, a diferenga entre
o volume dos grupos ligados ao centro estereogénico esta mais pronunciada e o grupo
meédio € uma metila, o que permite uma melhor acomodagao desses substratos no
sitio ativo da CAL-B. As elevadas conversdes e seletividades (75-99%), alcangadas
em menos de 2 horas reacionais, evidenciam que o sistema quimioenzimatico
composto por VOSO4 e CAL-B é altamente reativo para esses substratos.

Com o estudo realizado nessa etapa do trabalho, observou-se que o protocolo
de RCD desenvolvido possui 6tima aplicabilidade para alcoois derivados de 1-

feniletanol. Embora estudos sobre o0 escopo de substratos aceitos pela CAL-B estejam
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bem estabelecidos, ainda é necessario estudos mais aprofundados a respeito da
atividade catalitica de VOSO4 na racemizagao de alcoois secundarios quirais.

Os resultados obtidos com os alcoois 5e-I mostram que VOSO4 apresenta
excelente atividade para alcoois secundarios, mesmo na presenca de substituintes
que poderiam desestabilizar o carbocation formado na reagdo de racemizagao
(compostos 5g-i). Utilizando esse catalisador como agente de racemizagao, foi
possivel chegar em resultados excelentes e muito proximos do considerado ideal para
protocolos de RCD, como conversdes acima de 90% — incluindo converséo total do
alcool 51 ao produto (R)-6l (Entrada 13, Tabela 8) — e valor de E acima de 200.
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4. CONCLUSOES

Na primeira etapa do trabalho foram sintetizados os substratos para as reac¢des
de resolugdo cinética dindmica (RCD). Os alcoois secundarios 5a-l foram
caracterizados a partir de espectrometria de massas, espectroscopia no infravermelho
e ressonancia magnética nuclear de 'H e '3C, e seus pares de enantidmeros foram
separados por meio de métodos cromatograficos com colunas quirais. Foram
sintetizados também os padrdes racémicos dos produtos esperados nas reagdes de
RCD com esses substratos, os ésteres 6a’ e 6a-l, para desenvolvimento de método
de separacao dos pares de enantidmeros e analise das reag¢des de racemizagao e
RCD.

Nos estudos da reacdo de racemizagao, o sulfato de vanadila hidratado
(VOSO04) apresentou-se como um excelente catalisador heterogéneo, racemizando o
substrato modelo (S)-(—)-1-feniletanol em apenas 30 minutos (ee(s) = 1,0%; octano,
80 °C). Nessa etapa do trabalho, as condi¢des reacionais da racemizagao com VOSO4
foram otimizadas, sendo estabelecido como condi¢do 6tima a reacdo em heptano a
50 °C (ee(s) = 4,6%), temperatura que permite o desenvolvimento de uma metodologia
de RCD aplicavel com lipases termossensiveis. Por se tratar de um catalisador
heterogéneo, foi avaliada a reciclabilidade de VOSO4 e este se mostrou extremamente
ativo mesmo apos 10 ciclos consecutivos de racemizagao.

No desenvolvimento do protocolo de RCD, as reacdes foram realizadas na
condigdo reacional 6tima, utilizando rac-1-feniletanol (5a) como substrato modelo,
lipase de Candida antarctica B (CAL-B) imobilizada como agente quiral, VOSO4 como
agente de racemizacgao e avaliando-se quatro doadores de acila: acetatos de vinila e
etila, e decanoatos de vinila e etila. A reacdo de RCD realizada com decanoato de
vinila como agente acilante foi a mais eficiente, resultando na formagéo do produto
(R)-decanoato de 1-feniletila ((R)-6a) com 87% de conversao e excesso enantiomeérico
acima de 99%. Foi avaliada também a reciclabilidade do sistema quimioenzimatico da
RCD, porém observou-se uma perda significativa da atividade catalitica ja no segundo
ciclo reacional.

Por fim, avaliou-se a aplicabilidade do protocolo de RCD desenvolvido para
uma série de alcoois secundarios (5b-l). Observou-se altas conversdes (71 a >99%)
e excelentes excessos enantioméricos (>99%) para substratos aromaticos para-

substituidos e heteroatomaticos (5e-l), porém os substratos com substituintes na
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cadeia lateral (5b-d) ndo foram convertidos aos ésteres esperados. Isso evidencia que
a CAL-B apresenta excelente aceitagao a substratos possuem maior diferenga entre
os volumes dos grupos ligados ao centro estereogénico, sendo que um desses grupos
deve ser muito pouco volumoso. Além disso, os 6timos resultados obtidos com os
alcoois 5e-l indicam que VOSO4 é um agente de racemizacgao eficiente para alcoois
secundarios, sendo muito ativo em condi¢des reacionais relativamente brandas.
Neste trabalho, foi desenvolvido um protocolo pratico e promissor de RCD para
alcoois secundarios, que possui como vantagens: o uso de solvente (heptano) e
agente de racemizacgao (VOSO4) ambientalmente amigaveis, de custos relativamente
baixos e prontamente disponiveis comercialmente; uso de temperatura relativamente
baixa (50 °C) quando comparado com outros protocolos de RCD; e uso de um sistema
quimioenzimatico (VOSO4 e CAL-B imobilizada) facil de ser separado do meio
reacional e com potencial para ser reutilizado. Dessa maneira, o trabalho realizado
demonstra como a combinagdo da biocatalise com a catalise convencional pode
fornecer alternativas sustentaveis, de maior custo-beneficio e eficientes para a

obtencao de alcoois secundarios enantiomericamente puros.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Consideragoes Gerais
5.1.1 Métodos Cromatograficos

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada para monitoramento
de algumas reagdes, empregando cromatoplacas de aluminio (Macherey Nagel),
sobre suporte de aluminio com filme de silica gel 60 com indicador UV 254 e revelagéo
com irradiacéo radiacdo UV de 264 nm e/ou verde de bromocresol.

As analises por Cromatografia Gasosa Acoplada a Detector de lonizagao de
Chama (CG-DIC) foram realizadas utilizando-se um cromatografo gasoso da marca
Shimadzu — Modelo GC-2010 Plus equipado com injetor automatico AOC-20i —
acoplado a um detector de ionizagdo de chama, pertencente ao Milagre Research
Group (Instituto de Quimica — UNESP Araraquara). Para analises de rotina utilizou-se
coluna capilar de silica fundida Rtx®-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, 5% fenil e 95%
dimetilpolisiloxano; marca Restek). O cromatografo operou com fluxo constante de
gas Hz de 1,22 mL min', com temperaturas no injetor e detector de 260 °C e 280 °C,
respectivamente. O volume de injegdo das amostras foi de 1 pL na concentracao de
0,5-1,0 mg mL', no modo split. A programacgdo de temperatura utilizada foi de 3
minutos a 80°C, seguida de rampa de aquecimento 80-280 °C a 30 °C min-' e mantido
em 280 °C por 5 minutos, com tempo total de analise de 14,67 minutos.

Para determinacao dos excessos enantioméricos (ee), as analises em CG-DIC
foram realizadas com colunas de fases estacionarias quirais Hydrodex® B-3P (25 m x
0,25 mm x 0,25 ym; Coluna A) e Lipodex® E (25 m x 0,25 mm x 0,25 ym; Coluna B),
da marca Macherey-Nagel. O cromatégrafo operou com fluxo constante de gas H2 de
1,02 mL min', com temperaturas no injetor e detector de 160 °C e 180 °C,
respectivamente. O volume das injecdes para ambas as colunas foi de 1 yL na
concentragéo de 0,5-1,0 mg mL-', no modo split. As programagdes de temperatura

estao descritas na Tabela 9.
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R Taxa de aquecimento Temperatura Tempo de Tempo total de
(°C/min) (°C) espera (min) analise (min)

- 100,00 3,00

Aq 1,00 115,00 2,00 36,50
10,00 180,00 10,00
- 110,00 3,00

Az 5,00 140,00 3,00 59,50
30,00 180,00 45,00
- 155,00 5,00

B4 1,00 165,00 0,00 30,50
30,00 180,00 15,00
- 110,00 3,00

B: 5,00 140,00 3,00 59,50
30,00 180,00 45,00

As analises em Cromatografia Gasosa Acoplada ao Espectrémetro de Massas

(CG-EM) foram realizadas junto ao Laboratério Multiusuario | de Analises Quimicas

do Instituto de Quimica — UNESP Araraquara, em cromatografo gasoso da marca
Agilent — modelo 7890B, com coluna capilar de silica fundida HP-5 MS (30 m x 0,25

mm x 0,25 m, 5% fenil-metilsiloxano) — acoplado a um espectrémetro de massas

Modelo 5977A, com fonte de ionizagao por elétrons com energia de ionizagéo de 70

eV e operando na faixa de m/z 45-500. O cromatoégrafo operou com fluxo constante

de gas He de 1 mL min™', temperatura do injetor e da interface a 260 °C e 280 °C,

respectivamente. As injecbes das amostras foram de 1 pL na concentragao de 0,5-1

mg mL-". A programacéo de temperatura utilizada foi de 3 minutos a 80°C, seguida de

rampa de aquecimento 80-280°C a 30°C min~' e mantido em 280°C por 3 minutos.
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5.1.2 Espectroscopia no Infravermelho (IV)

Os espectros de absor¢cdo na regidao do infravermelho foram obtidos no
Laboratério Multiusuario | de Analises Quimicas do Instituto de Quimica — UNESP
Araraquara, em um espectrobmetro da marca Bruker modelo Vertex 70 com
transformada de Fourier, absorvendo na regido 400 a 4000 cm-1 por meio de reflexao

total atenuada em cristal diamante (ATR).

5.1.3 Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio e de
Carbono (RMN de 'H e 3C)

Os espectros de RMN de 'H e '3C foram registrados na Plataforma Instrumental
de RMN do Instituto de Quimica UNESP Araraquara, em espectrémetro Bruker Fourier
600 (Bo 14,1 T) operando na frequéncia de 600,13 MHz para o nucleo de hidrogénio
e 150,90 MHz para o nucleo de carbono. Os sinais de deslocamentos quimicos (0)
foram registrados em ppm utilizando como padrao interno tetrametilsilano (TMS, & =
0,00) e padrao externo CDCIs (n = 7,24; d¢c = 77,23). As constantes de acoplamento
(J) foram medidas em Hertz (Hz) e os sinais foram caracterizados como: dupleto (d),
duplo dupleto (dd), duplo duplo dubleto (ddd), multipleto (m), quarteto (q), quinteto (qt),
simpleto (s), simpleto largo (sl) e tripleto (t). As interpretacdes dos espectros de RMN
de '3C foram realizadas com auxilio da técnica DEPTQ (Distorsionless Enhancement
by Polarization Transfer with Retention of Quaternaries, em inglés), sendo CHs/CH =

sinal positivo (+), CH2/Co (carbono quaternario) = sinal negativo (-).
5.1.4 Reagentes e solventes

As cetonas e aldeidos, o alcool 1-fenilpropanol, a solugcdo de brometo de
metilmagnésio (3 mol L-'em éter dietilico), o sulfato de vanadila hidratado (VOSOQas),
os decanoatos de vinila e etila, e o padrao quiral (S)-(-)-1-fenilletanol foram obtidos
junto a empresa Sigma-Aldrich®. O acetato de vinila foi adquirido junto & empresa Alfa
Aesar®, enquanto que o borohidreto de sddio foi obtido comercialmente junto a
Merck®. A lipase de Candida antarctica B. imobilizada em resina acrilica (CAL-B;
>5000 U/g) foi obtida comercialmente junto @ empresa Sigma-Aldrich®.

Os solventes metanol e etanol foram utilizados em grau HPLC, e octano,
heptano e tolueno em grau PA, todos sem pré-tratamento. O tetrahidrofurano anidro

foi previamente armazenado sobre peneira molecular 4A ativada.
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5.1.5 Outros

Os procedimentos experimentais em atmosfera inerte foram realizados em
atmosfera de nitrogénio, com vidraria pré-seca em estufa a 100 °C por 12 horas e/ou
soprador térmico e armazenada em dessecador para resfriamento. As temperaturas
das reagbes sao reportadas como temperaturas de banho. Os valores de conversao
e excesso enantiomérico (ee) foram calculados pelas analises em CG-DIC segundo

as equacodes abaixo:

= Aprodut Amaior—A
(%)conversio = procete x 100 (%) ee = —Ralor —MeOL % 100
Asubstrato +Apr0dut0 AmaijortAmenor

A = area do pico no cromatograma (CG-DIC)

‘ee: referente ao enantidmero com pico de maior area

5.2 Procedimentos experimentais e caracterizagao estrutural dos compostos

sintetizados:
5.2.1 Procedimento geral para sintese dos alcoois benzilicos racémicos 5a-i

A 10 mmol de cada cetona precursora foram adicionados 20 mL de metanol
grau HPLC e, posteriormente, o sistema foi mantido em banho de gelo (0—-5°C) por 15
minutos. Em seguida, adicionou-se lentamente 11 mmol (1,1 eq.) de NaBHjs,
mantendo os meios reacionais sob agitacdo magnética de 1 a 2 horas, com retorno
gradual a temperatura ambiente. As reagdes foram monitoradas por CG-DIC e apds o
consumo total dos materiais de partida, adicionou-se lentamente 20 mL de agua
destilada e, apds término do borbulhamento (liberacdo de Hz), os meios reacionais
foram extraidos com acetato de etila (3 x 30 mL). As fases orgéanicas foram
combinadas e secas com Na2SO4 anidro, seguida de filtracdo e evaporacdo em
rotaevaporador, obtendo-se os alcoois benzilicos 5a-i com rendimentos entre 84 e
98%.
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1-feniletanol (5a). F.M. CsH100; MM 122,16 g mol’; liquido incolor;

8 , Rendimento: 95%; CG-DIC: tr = 5,08 min (Rtx®-5); tr-(r) = 20,21 min e

6 4 trs) = 21,21 min (Hydrodex — Método A+1). EM (IE, 70 eV) m/z

(abundancia relativa %): 122 (35), 107 (100), 104 (39), 91 (8), 79 (84), 77

(59), 51 (24); IV (vmax) (cm™'): 3338, 2972, 1412, 1256, 1058, 845, 758, 605. RMN de

H (600,13 MHz, CDCl3) & (ppm): 1,50 (d, J = 6,0 Hz, 3H, H1), 4,90 (q, J = 6,4 Hz, 1H,

H2), 7,25-7,40 (m, 5H, Ha-g). RMN de 13C (150,03 MHz, DETPQ, CDCI3) & (ppm): 25,2

(CHs, C1), 70,5 (CH, C2), 125,4 (CH, C4 e Cs), 127,5 (CH, Cs), 128,5 (CH, Cs e C7),
145,8 (Co, Ca).

OH 3-hidroxi-3-fenilpropanonitrila (5b). F.M. CoHsNO; MM 147,17 g mol*;
8 453 2 ?N oleo alaranjado; Rendimento: 86%. CG-DIC: tr = 7,45 min (Rtx®-5); EM
i (IE, 70 eV) m/z (abundancia relativa %): 147 (1), 129 (7), 107 (81), 105 (19),
91 (3), 79 (100), 77 (85), 63 (7), 51 (41); IV (vmax) (cm™): 3428, 3064, 2252, 1494,
1453, 1057, 754. RMN de "H (600,13 MHz, CDClI3) & (ppm): 2,77 (dd, J = 3,3 e 6,8 Hz,
2H, H2), 5,05 (dd, J = 3,3 e 6,8 Hz, 1H, Hzs), 7,33-7,46 (m, 5H, Hs-9). RMN de '3C
(150,03 MHz, CDCls) & (ppm): 27,7 (CH2, C2), 70,2 (CH, Cs), 117,2 (CN, C1), 125,5
(CH, Cs e Co), 128, (CH, C7), 129,0 (CH, Ces e Cs), 141,0 (Co, Ca).

OH a-bromo-1-feniletanol (5c¢). F.M. CsHBrO; MM 201,06 g mol'; dleo
N3 2 BT levemente amarelado; Rendimento: 90%. CG-DIC: tr = 7,12 min (Rtx®-
7 5). EM (IE, 70 eV) m/z (abundancia relativa %): 200-202 (M+2) (8), 121
(3), 108 (14), 107 (100), 91 (11), 79 (60), 77 (39), 65 (4), 51 (12); IV (vmax) (cm™): 3375,
3062, 2960, 1492, 1452, 1216, 1058, 954, 766. RMN de 'H (600,13 MHz, CDClI3) d
(ppm): 3,55 (m, 1H, H41), 3,65 (dd, J=3,2e 7,2 Hz, 1H, H1), 4,92—4,95 (m, 1H, H2),7,33—
7,39 (m, 5H, Hs-g). RMN de '3C (150,03 MHz, DETPQ, CDCI3) & (ppm): 40,3 (CHz,
C1), 73,8 (CH, C2), 126,0 (CH, C4 e Cs), 128,5 (CH, Cs), 128,7 (CH, Cs e C7), 140,2

(Co, Cs3).
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w OH 2-metil-1-fenilpropan-1-ol (5d). F.M. C10H140; MM 150,22 g mol*; liquido
o 4 levemente amarelado. Rendimento: 87%. CG-DIC: tr = 6,23 min (Rtx®-

7 : 5). EM (IE, 70 eV) m/z (abundancia relativa %): 150 (8), 132 (3), 117
(16), 107 (100), 105 (10), 91 (5), 79 (45), 77 (22), 51 (4); IV (vmax) (cm™): 3384, 3063,
2957, 1365, 1280, 1020, 760, 699. RMN de 'H (600,13 MHz, CDCl3) & (ppm): 0,80 (d,
J =6,9 Hz, 3H, H1), 1,00 (d, J = 6,9 Hz, 3H, Hs), 1,93-1,99 (m, 1H, H2), 4,35 (d, J =
6,9 Hz, 1H, Ha4), 7,31-7,34 (m, 5H, H5-'9). RMN de '3C (150,03 MHz, DETPQ, CDCl3)
0 (ppm): 18,2 (CHs, C1), 19,0 (CHs, Cs), 35,3 (CH, C2), 80,1 (CH, Ca4), 126,6 (CH, Cr e
Co), 127,4 (CH, Cs), 128,2 (CH, Cs € C10), 143,6 (Co, Cs).

OH  1-(4-metilfenil)-etanol (5e). F.M. CoH120; MM 136,19 g mol”; liquido
2> incolor. Rendimento: 93%. CG-DIC: tr = 5,90 min (Rtx®-5). EM (IE,

70 eV)) m/z (abundancia relativa %): 136 (52), 121 (100), 117 (24), 115
(12), 103 (4), 93 (78), 91 (68), 77 (37), 65 (17), 51 (7); IV (vmax) (cm™!): 3343, 2971,
2924, 1614, 1341, 1089, 1008, 896, 815. RMN de 'H (600,13 MHz, CDCI3) d (ppm):
1,49 (d, J = 6,5 Hz, 3H, H1), 2,34 (s, 3H, Ho), 4,87 (q, J = 6,4 Hz, 1H, H2), 7,16 (d, J =
8,0 Hz, 2H, Hs e H7), 7,26 (d, J = 8,0 Hz, 2H, H4 e Hs). RMN de '3C (150,90 MHz,
DETPQ, CDCls) 3 (ppm): 21,1 (CHs, Cs), 25,1 (CHs, C1), 70,3 (CH, C2), 125,5 (CH, Ca
e Cs), 129,2 (CH, Cs e Cr), 137,2 (Co, Cs), 142,9 (Co, Ca).

8
A3
)
H3C
s 5

on 1-(4-metoxifenil)-etanol (5f). F.M. CoH1202; MM 152,19 g mol*; liquido
67 8 342 1 incolor. Rendimento: 98%. CG-DIC: tr = 6,87 min (Rtx®-5). EM (IE,
HaCO™ 5 70 eV) m/z (abundancia relativa %): 152 (29), 137 (100), 134 (66),
121 (15), 109 (43), 91 (32), 77 (28), 65 (16), 51 (7); IV (vmax) (cm™"): 3360, 2970, 2835,
1611, 1511, 1241, 1033, 895. RMN de 'H (600,13 MHz, CDCls) & (ppm): 1,49 (d, J =
6,4 Hz, 3H, H1), 3,80 (s, 3H, H9), 4,89 (q, J = 6,4 Hz, 1H, H2), 6,88 (d, J = 8,7 Hz, 2H,
Hs e H7), 7,30 (d, J = 8,6 Hz, 2H, H4 e Hs). RMN de *3C (150,90 MHz, DETPQ, CDCls)
0 (ppm): 25,0 (CHs, C+1), 55,3 (CHs, Co), 70,0 (CH, C2), 113,8 (CH, Cs e C7), 126,7 (CH,
C4 e Cs), 138,2 (Co, C3), 159,0 (Co, Ce).
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oH  1-(4-fluorofenil)-etanol (5g). F.M. CsHoFO; MM 140,15 g mol'; liquido
. 42 ' incolor. Rendimento: 84%. CG-DIC: tr = 5,21 min (Rtx®-5). EM (IE, 70
P eV) m/z (abundancia relativa %): 140 (31), 126 (12), 125 (100), 123 (18),
109 (4), 97 (76), 95 (26), 77 (25), 62 (5), 51 (6); IV (vmax) (cm™): 3331, 2973, 2930,
1893, 1604, 1219, 1107, 833. RMN de 'H (600,13 MHz, CDClI3) & (ppm): 1,50 (d, J =
6,4 Hz, 3H, H1), 4,92 (q, J = 6,3 Hz, 1H, Hz), 7,04-7,06 (m, 2H, Hs e H7), 7,34-7,3 (m,
2H, H4 e Hs), RMN de '3C (150,90 MHz, DETPQ, CDCI3) & (ppm): 25,3 (CHs, C1), 69,8
(CH, C2), 115,4 (CH, Cs e C7), 127,0 (CH, C4 e Cs), 141,5 (Co, Cs), 163,0 (Co, Cs).

7 3

oy  1-(4-nitrofenil)-etanol (5h). F.M. CsHoNOs; MM 167,16 g mol'; liquido
AN >~1 amarelado. Rendimento: 97%. CG-DIC: tr = 8,03 min (Rtx®-5). EM
. ! (IE, 70 eV) m/z (abundancia relativa %): 166 (3), 153 (15), 152 (10),
122 (22), 107 (64), 105 (28), 94 (30), 91 (12), 77 (58), 66 (9), 51 (17); IV (vmax) (cm™):
3350, 2974, 2930, 1603, 1511, 1342, 1109, 853. RMN de 'H (600,13 MHz, CDCl3) 5
(ppm): 1,52 (d, J = 6,5 Hz, 3H, H1), 5,03 (q, J = 6,2 Hz, 1H, H2), 7,53 (d, J = 8,8 Hz,
2H, Hs e Hs), 8,19 (d, J = 8,6 Hz, 2H, Hs e H7). RMN de '*C (150,90 MHz, DETPQ,
CDCls) & (ppm): 25,5 (CHs, C1), 69,5 (CH, Cz2), 123,8 (CH, Cs e C7), 126,1 (CH, Cs e
Cs), 14,2 (Co, Cs), 153,3 (Co, C3).

6
O,N

, OH 1-(4-trifluormetilfenil)-etanol (5i). F.M. CoHoF30; MM 190,16 g mol™;
N liquido incolor. Rendimento: 89%. CG-DIC: tr = 5,03 min (Rtx®-5). EM
F?% 5 ) (IE, 70 eV) m/z (abundancia relativa %): 190 (11), 176 (11), 175 (100),
145 (19), 127 (70), 121 (6), 95 (5), 77 (8), 51 (163); IV (vmax) (cm™): 3336, 2977, 2933,
1621, 1414, 1323, 1112, 1065, 838. RMN de 'H (600,13 MHz, CDCI3) & (ppm): 1,53
(d, J=6,5Hz, 3H, H1), 4,98 (q, J = 6,4 Hz, 1H, H2), 7,51 (d, J = 8,1 Hz, 2H, H4 e Hs),
7,63 (d, J = 8,3 Hz, 2H, Hs e H7). RMN de '3C (150,90 MHz, DETPQ, CDCI3) d (ppm):
25,4 (CHs, C1), 69,9 (CH, C2), 125,5 (CH, Cs e C7), 125,7 (CH, C4 e Cs), 129,7 (Co,
Cs), 149, (Co, Cs).

5.2.2 Procedimento geral para sintese dos alcoois racémicos 5j- — Reagoes de

Grignard

A 5,5 mL de solugdo de brometo de metilmagnésio (15 mmol; solugéo 3 mol L-
" em éter etilico) a 0 °C e mantida sob atmosfera inerte, adicionou-se uma solugéo do

aldeido correspondente (solugdo 1 mol L' em THF anidro; adigao feita em atmosfera
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inerte por transferéncia com canula). As reagdes foram mantidas a 0 °C por 2 horas,
sob atmosfera inerte, e apds consumo total dos aldeidos (CCD, heptano/acetato de
etila 6:4), as reagdes foram interrompidas com a adigdo de 30 mL de solugéo saturada
de NH4ClI. Os produtos brutos foram extraidos com acetato de etila (3 x 25 mL), as
fases organicas secas com Na2SO4 e reduzidas em rotaevaporador, obtendo-se os

alcoois 5j-1 com rendimentos entre 68 e 90%.

0.3 ' 1-(3,4-metilenodioxifenil)-etanol (5j). F.M. CoH1003; MM 166,17 g mol
21
i @4)\ - 6leo amarelado. Rendimento: 68%. CG-DIC: tr = 7,38 min (Rtx®-

076
5).EM (IE, 70 eV) m/z (abundancia relativa %): 167 (13), 166 (90), 164

(3), 151 (9), 148 (33), 136 (3), 123 (57), 121 (18), 107 (3), 93 (100), 91 (17), 77 (10),
75 (21), 65 (51), 63 (17), 51 (6), 43 (20). RMN de 'H (600,13 MHz, CDCl3) & (ppm):
1,49 (d, J = 6,4 Hz, 3H, H1), 4,85 (q, J = 6,4 Hz, 1H, H2), 5,97 (s, 2H, H7), 6,84 (d, 1H,
Hs), 6,85 (d, 1H, H4), 6,92 (s, 1H, Hs). RMN de 13C (150,90 MHz, DETPQ, CDCls) &
(ppm): 25,2 (CH3, C1), 70,3 (CH, C2), 101,1 (CHz, C7), 106,1 (CH, Cs), 108,1 (CH, Co),
118,7 (CH, Ca),140,0 (Co, Ca).

o 1-(2-furanil)-etanol (5k). F.M. CsHsO2; MM 112,13 g mol’; liquido
RPN amarelado. Rendimento: 90%. CG-DIC: tr = 3,15 min (Rtx®-5). EM (IE,
A\ I4 70 eV) m/z (abundancia relativa %): 113 (4), 112 (51), 111 (8), 97 (100),
) 95 (25), 84 (10), 69 (23), 65 (8), 55 (5). RMN de 'H (600,13 MHz, CDCl3)

6 (ppm): 1,55 (d, J = 6,6 Hz, 3H, H1), 4,89 (q, J = 6,6 Hz, 1H, H2), 6,23 (dd, 1H, Ha),
6,33 (dd, 1H, Hs), 7,37 (dd, 1H, Hs). RMN de '3C (150,90 MHz, DETPQ, CDCI3) &
(ppm): 21,3 (CHs, C+1), 63,7 (CH, C2), 105,2 (CH, Ca4), 110,2 (CH, Cs), 142,0 (CH, Cs),

154,2 (Co, Ca).

OH 1-(2-piridinil)-etanol (51). F.M. C7HoNO; MM 123,15 g mol; liquido
7©3)2\1 acastanhado. Rendimento: 78%. CG-DIC: tr = 5,16 min (Rtx®-5) EM (IE,
6 5/ 4 70 eV) m/z (abundancia relativa %): 122 (13), 108 (100), 106 (57), 104
(10), 93 (4), 79 (4), 77 (3), 52 (25), 50 (6), 45 (5). RMN de 'H (600,13 MHz, CDCl3) &
(ppm): 1,51 (d, J = 6,5 Hz, 3H, H1), 4,90 (q, J = 6,5 Hz, 1H, H2), 7,20 (m, 1H, Hs), 7,28
(m, 1H, Ha), 7,69 (m, 1H, Hs), 8,53 (m, 1H, H7). RMN de '3C (150,90 MHz, DETPQ,
CDCIs3) & (ppm): 24,2 (CHs, C+1), 68,8 (CH, Cz2), 119,8 (CH, Cs), 122,2 (CH, Ca4), 136,8

(CH, Cs), 148,2 (CH, Cr), 163,3 (Co, Ca).
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5.2.3 Esterificagado dos alcoois secundarios: Sintese dos padroes racémicos 6a’

e 6a-l

i. Sintese de acetato de 1-feniletila (6a)

A 0,10 mmol (12 mg) de 4-metilaminopiridina (DMAP) foram adicionados 2,6
mmol (0,25 mL) de anidrido acético, 0,62 mmol (50 uL) de piridina e 2,5 mL de CH2Cl2
anidro, mantendo o sistema sob atmosfera inerte, agitagdo magnética e em banho de
gelo (0 °C), por 15 minutos. Em seguida, adicionou-se 0,45 mmol (50 mg) de 1-
feniletanol (5a) dissolvidos em 2,5 mL de CH2Cl2 anidro e o meio reacional foi mantido
a temperatura ambiente por 5 horas. A reacao foi monitorada por CG-DIC e apés a
conversao completa do material de partida ao produto desejado, o meio reacional foi
lavado com agua destilada (3 x 7 mL). A fase orgénica foi recolhida, seca com MgSO4
anidro, filtrada e rotaevaporada, obtendo-se acetato de 1-feniletila (6a') com 81% de

rendimento.

acetato de 1-feniletila (6a'). F.M. C10H1202; MM 164,20 g mol*; liquido

0)5\1 incolor; Rendimento: 81%; CG-DIC: tr = 6,11 min (Rtx®-5); tr(s) =

géﬁ)‘t\s 13,50 min e tr(r) = 17,80 min (Hydrodex — Método A1). RMN de 'H

2 6 (600,13 MHz, CDCI3) & (ppm): 1,54 (d, J = 6,6 Hz, 3H, Hs), 2,07 (s, 3H,

H1), 5,88 (q, J = 6,6 Hz, 1H, H4), 7,35 (m, 5H, Hs-10). RMN de '3C (150,03 MHz,

DETPQ, CDCls) 6 (ppm): 21,4 (CHs, C1), 22,2 (CHs, Cs), 72,3 (CH, C4), 126,1 (CH, Cs
e C1o), 127,5 (CH, Cs), 128,5 (CH, C7 e Co), 141,7 (Co, Cs), 170,3 (Co, C3).

8

ii. Sintese dos decanoatos 6a-l

e Hidrdlise de decanoato de etila: Sintese de acido decandico

A 10 mmol de decanoato de etila adicionou-se 30 mL de solucdo etandlica de
KOH 0,50mol L' . O sistema foi deixado sob refluxo (banho de aquecimento a 75 °C)
por 12 horas. Apos verificar o consumo total do material de partida (CCD;
heptano/acetato de etila 9:1; relevador: verde de bromocresol), adicionou-se 20 mL
de agua destilada e o meio reacional foi extraido com acetato de etila (2 x 40 mL) para
remogao de impurezas. Em seguida, a fase aquosa foi acidificada até pH 2 com

solucao de HCI 10 % e extraida com acetato de etila (3 x 40 mL). As fases organicas
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foram combinadas, lavada com agua destilada (2 x 30 mL), seca com Na2S0O4 anidro

e reduzida em rotaevaporador, obtendo-se acido decandico com 78% de rendimento.

e Esterificacdo de acido decandico com 1-feniletanol

A 0,50 mmol (64 mg) de 4-metilaminopiridina (DMAP) e 0,55 mmol (118 mg) de
N, N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) foram adicionados 2,50 mL de CH2Cl2 anidro,
mantendo o sistema sob atmosfera inerte, agitagdo magnética e em banho de gelo (0
°C), por 15 minutos. Em seguida, adicionou-se em cada meio reacional uma solugéo
contendo 0,50 mmol de acido decandico e 0,50 mmol dos alcoois 5a-l dissolvidos em
2,5 mL de CH2Clz anidro. As reagdes foram mantidas em temperatura ambiente, por
6 horas. Apos verificar o consumo total de acido decandico (CCD; heptano/acetato de
etila 8:2; relevador: verde de bromocresol), as suspensdes formadas (N,N-
diciclodexilurea) em cada reacédo foram filtradas e os filtrados foram lavados com agua
destilada (3 x 5 mL), solu¢do de acido acético 5% (3 x 5 mL) e agua novamente (3 x
5 mL). Em seguida, as fases organicas foram secas com Na2S0O4 anidro e reduzidas
em rotaevaporador. Por fim, os produtos foram purificados por CCDP
(heptano/acetato de etila 9:1), resultando nos decanoatos 6a-l com rendimentos entre
52 € 75%.

o decanoato de 1-feniletila (6a). F.M. C1sH2s02; MM 276,41
)’\/11\/13\/15\/17\18 g mol'; dleo incolor; Rendimento: 52%; CG-DIC: tr =

O 310 12 14 16

NS Y 10,22 min (Rtx®-5). EM (IE, 70 eV) m/z (abundancia
7 ° relativa %): 171 (5), 155 (6), 123 (11), 122 (100), 106 (13),
105 (84), 104 (68), 91 (3), 85 (5), 77 (11), 69 (3), 57 (6), 51 (4). RMN de 'H (600,13
MHz, CDCls) & (ppm): 0,87 (t, J = 7,0 Hz, 3H, H1s), 1,23—-1,30 (m, 16H, H10-17), 1,53 (d,
J =6,6 Hz, 3H, H1), 1,61 (qt, 2H, H14), 2,32 (ddd, J = 2,0; 7,5 e 7,7 Hz, 2H, H10), 5,89
(9, J=6,6 Hz, 1H, H2), 7,35 (m, 5H, Hs-10). RMN de '3C (150,03 MHz, DETPQ, CDCl5)
O (ppm): 14,1 (CHs, C1s), 22,3 (CHs, C1), 22,7 (CHz, C17), 25,0 (CH2, C11), 29,1 (CHz,
C12), 29,2 (CHz, C13), 29,3 (CH2, C15), 29,5 (CHz2, C14), 31,9 (CH2, C+1s), 34,6 (CH2, C10),
72,0 (CH, C2), 126,1 (CH, Cs e Co), 127,8 (CH, C7), 128,5 (CH, Cs € Cg), 141,9 (C,,
C4), 173,2 (Co, C3).
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o decanoato de 2-ciano-1-feniletila (6b). F.M. C19H27NOz2;
MR AR, MM 301,42 g mol'; dleo amarelo; Rendimento: 54%;

0”4 13 15 17

gfj)ﬁ%“‘ CG-DIC: tr = 10,67 min (Rtx®-5). EM (IE, 70 eV) m/z
8 Ze (abundancia relativa %): 301 (7), 283 (2), 246 (2), 189 (4),
171 (16), 155 (100), 146 (25), 135 (12), 130 (76) , 128 (17), 105 (28), 85 (20), 71 (28),
71 (28), 67 (4), 43 (18).

o decanoato de 2-bromo-1-feniletila (6¢). F.M. C19H27BrOz;
MR AR, MM 355,31 g mol™; 6leo incolor; Rendimento: 62%; CG-

0”4 13 15 17

g(wjy.}z/%r DIC: tr = 10,68 min (Rtx®-5). EM (IE, 70 eV) m/z
8 ~e (abundancia relativa %): 275 (10), 246 (2), 207 (2), 183
(10), 155 (68), 121 (11), 109 (14), 104 (100), 103 (55), 85 (13), 71 (18), 69 (5), 55 (15),
43 (12).

o decanoato de 2-metil-1-fenilpropila (6d). F.M. C20H3202;
MR R, MM 304,47 g mol; dleo incolor; Rendimento: 74%; CG-

0”5 14 16 18
11

1081 DIC: tr = 9,92 min (Rtx®-5). EM (IE, 70 eV) m/z

4

° 7 2 (abundancia relativa %): 304 (1), 262 (7), 261 (36), 156

8

(30), 155 (100), 150 (14), 133 (23), 117 (26), 95 (17), 91 (46) 85 (28), 81 (13), 71 (37),
69 (7), 57 (24), 43 (19).

o decanoato de 1-(4-metilfenil)-etila (6e). F.M.
MR AR CigHaoO2, MM 290,44 g mol'; oleo incolor;

10 O3 41 13 45 17 19
N Rendimento: 56%; CG-DIC: tr = 9,88 min (Rtx®-5).
HaC 77 5 EM (IE, 70 eV) m/z (abundancia relativa %): 290 (1),
253 (1), 207 (6), 155 (5), 137 (8), 136 (81), 120 (19),

119 (100), 117 (72), 105 (16), 91 (22), 77 (6), 57 (6).

o decanoato de 1-(4-metoxifenil)-etila (6f). F.M.
M A CigH3003; MM 306,44 g mol"; 6leo amarelado;

" O3 44 13 15 17 19
o V2N Rendimento: 66%; CG-DIC: tr = 10,42 min (Rtx®-
HyCO™ 77 3 5). EM (IE, 70 eV) m/z (abundéncia relativa %): 306
(4), 281 (9), 252 (2), 207 (21), 191 (2), 155 (2), 152

(10), 136 (14), 135 (83), 134 (100), 119 (26), 105 (7), 91 (20), 77 (7), 65 (7), 51 (2).
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o decanoato de  1-(4-fluorofenil)-etila  (6g). F.M.
LA, CisHFO2; MM 294,40 g mol'; 6leo incolor;
O340 12 12 16

XV Rendimento: 58%; CG-DIC: tr = 9,49 min (Rtx®-5). EM
F7""5 (IE, 70 eV) m/z (abundancia relativa %): 281 (2), 252
(1), 207 (5), 171 (5), 155 (9), 140 (33), 124 (15), 122

(100), 103 (17), 95 (6), 71 (7), 57 (7), 43 (10).

o decanoato de 1-(4-nitrofenil)-etila  (6h). F.M.

0T e C1gH27NO4; MM 321,41 g mol™'; 6leo amarelado;

s XN Rendimento: 65%; CG-DIC: tr = 11,32 min (Rtx®-5).
ON"7~7 5 EM (IE, 70 eV) m/z (abundancia relativa %): 281 (10),
253 (3), 207 (23), 191 (3), 167 (13), 155 (78), 151

(100), 150 (64), 135 (18), 119 (23), 105 (7), 104 (23), 91 (17), 71 (21), 57 (17), 56 (3).

o decanoato de 1-(4-trifluorofenil)-etila (6i). F.M.
A AR CigH2rF302; MM 344,41 g mol™; dleo incolor;
w 3113 15 7

0NN, Rendimento: 60%; CG-DIC: tr = 9,41 min (Rtx®-5).
8

FsC777 5 EM (IE, 70 eV) m/z (abundancia relativa %): 191 (7),
190 (65), 189 (8), 174 (12), 173 (100), 172 (66), 155
(66), 145 (3), 133 (18), 127 (6), 111 (7), 95 (10), 85 (12), 71 (17), 57 (14).

decanoato de 1-(3,4-metilenodioxifenil)-etila (6j). F.M.

(0]
AR |, CioHzsOs; MM 320,20 g mol”; ¢leo amarelado;

19
073 41 43 15 17

<o]9i§/2\ Rendimento: 75%; CG-DIC: tr = 10,86 min (Rtx®-5).
8
0" N5 EM (IE, 70 eV) m/z (abundancia relativa %): 320 (6),

6

281 (41), 253 (14), 208 (19), 207 (94), 191 (11), 166
(43), 150 (12), 149 (55), 147 (42), 135 (20), 119 (12), 91 (16), 85 (2), 73 (26), 65 (5),
44 (100), 43 (7).

o decanoato de 1-(2-furanil)-etila (6k). F.M. C16H2603; MM
H AR 266,38 g mol; dleo amarelo; Rendimento: 68%; CG-

O0"338 10 12 14
,@1 DIC: &= = 8,91 min (R®5). EM (IE, 70 eV) m/z
6 (abundancia relativa %): 266 (8), 207 (1), 155 (5), 113 (7),
112 (100), 96 (9), 95 (86), 94 (64), 81 (3), 67 (7), 66 (20), 65 (9), 55 (6), 43 (9).
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o decanoato de 1-(2-piridinil)-etila (61). F.M. C17H27NOz2;
owﬂ MM 277,40 g mol'; dleo acastanhado; Rendimento:
8&1 68%; CG-DIC: tr = 9,72 min (Rtx®-5). EM (IE, 70 eV) m/z
4 6/ ° (abundéncia relativa %): 248 (1), 206 (2), 192 (2), 178

(16), 165 (31), 123 (40), 122 (100), 107 (17), 106 (87), 93 (8), 78 (13), 71 (3), 55 (5),
43 (8).

5.2.4 Avaliagao de VOSO4 na racemizagao de (S)-1-feniletanol

A 0,25 mmol (30 mg) de (S)-1-feniletanol adicionou-se 10 mL de octano e o
sistema foi colocado em banho de aquecimento a 80 °C. Em seguida, adicionou-se 50
mg de VOSOs4 e a reagao foi monitorada em CG-DIC (coluna de fase quiral). Apés 30
minutos, observou-se a racemizagao de (S)-1-feniletanol (ee = 1,0%) e o produto rac-

1-feniletanol foi obtido com 78% de seletividade.
5.2.5 Otimizagao da etapa de racemizagdao com VOSOq4

A 0,25 mmol (30 mg) de (S)-1-feniletanol adicionou-se 4,0 mL de solvente
(octano, heptano ou tolueno) e os sistemas foram colocados em banho de
aquecimento (80 °C ou 50 °C) ou sob irradiagédo de ultrassom. Em seguida, adicionou-
se 50 mg ou 30 mg de VOSO4 e as reagdes foram monitoradas em CG-DIC (coluna

de fase quiral).
5.2.6 Avaliagao da reciclagem de VOSO4 na racemizagao de (S)-1-feniletanol

A 0,25 mmol (30 mg) de (S)-1-feniletanol adicionou-se 4,0 mL de heptano e a
solugdo foi colocada em banho de aquecimento a 50 °C). Em seguida, adicionou-se
50 mg de VOSOs e a reacgéo foi mantida sob agitagéo por 2 horas. Ao final de 2 horas
reacionais, o catalisador (VOSOs4) foi filtrado, lavado com heptano (3 x 2 mL) e
adicionado em uma nova reagdo de racemizacao (S)-1-feniletanol, nas mesmas
condigbes reacionais descritas. O procedimento foi repetido por 10 ciclos

consecutivos, sem interrupgao.
5.2.7 Resolugao cinética dinamica quimioenzimatica de rac-1-feniletanol

A 0,25 mmol (30 mg) de rac-1-feniletanol (5a) adicionou-se 4,0 mL de heptano

e o sistema foi colocado em banho de aquecimento a 50 °C. Em seguida, adicionou-
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se 0,50 mmol de doador de acila (acetato de vinila, acetato de etila, decanoato de
vinila ou decanoato de etila), 20 mg de lipase de Candida antarctica B imobilizada em
resina acrilica (CAL-B) e 50 mg de VOSO4, e as reagdes foram monitoradas em CG-
DIC (coluna de fase quiral). Apés maxima conversdo e menor porcentagem de
formacgao de subproduto, os produtos (R)-acetato de 1-feniletila e (R)-decanoato de 1-

feniletila foram extraidos por filtracdo por gravidade.

5.2.8 Avaliacao da reciclagem de VOSO4e CAL-B na resolugao cinética dinamica

quimioenzimatica de rac-1-feniletanol

A 0,25 mmol (30 mg) de rac-1-feniletanol (5a) adicionou-se 4,0 mL de heptano
e solucao foi colocada em banho de aquecimento a 50 °C. Em seguida, adicionou-se
0,50 mmol de decanoato de vinila, 20 mg de lipase de Candida antarctica B
imobilizada em resina acrilica (CAL-B) e 50 mg de VOSO4, e a reacéo foi mantida por
2 horas. Ao final de 2 horas reacionais, os catalisadores (VOSO4 e CAL-B) foram
filtrados, lavados com heptano (3 x 2 mL) e adicionados em uma nova reacao de
resolucao cinética dindmica de rac-1-feniletanol, nas mesmas condigbes reacionais

descritas. O procedimento foi repetido por 4 ciclos consecutivos, sem interrupgao.
5.2.9 Resolugao cinética dinamica quimioenzimatica de alcoois secundarios

A 0,25 mmol de cada alcool (5b-l) adicionou-se 4,0 mL de heptano e essas
solugdes foram colocadas em banho de aquecimento a 50 °C. Em seguida, adicionou-
se em cada meio reacional 0,50 mmol de decanoato de vinila, 20 mg de lipase de
Candida antarctica B imobilizada em resina acrilica (CAL-B) e 50 mg de VOSOa. As
reagoes foram monitoradas em CG-DIC (coluna de fase quiral) e apdés maxima
conversao € menor porcentagem de formagdo de subproduto, os produtos (R)-

decanoatos 6b-l extraidos por filtragao por gravidade.
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7. APENDICE
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Figura A1. Espectro de massas (IE, 70 eV) de 1-feniletanol (5a)

107.1
1004 / 100% OH
79.1
84%
804
122,16 g mol™
77.1
60 59%
104.1 a1t
39% .
40+ 35%
51.1
24%
204 91.1
8%
0_ I I I Ll l 1 Lol I 1 l I I l I |
T T T T T T T T T
50 60 70 80 90 100 110 120 130
m/z (Da)

Figura A2. Espectro no IV (ATR) de 1-feniletanol (5a)
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Figura A3. Espectro de RMN (600,13 MHz, CDCls) de 'H de 1-feniletanol (5a)
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Figura A4. Espectro de RMN (150,90 MHz, CDCls) de "*C (DEPTQ) de 1 fenlletanol (5a)
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Figura A5. Espectro de massas (IE, 70 eV) de 3-hidroxi-3-fenilpropanonitrila (5b)
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Figura A6. Espectro no IV (ATR) de 3-hidroxi-3-fenilpropanonitrila (5b)
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Figura A7. Espectro de RMN (600,13 MHz, CDCIs) de 'H de 3-hidroxi-3-fenilpropanonitrila
(Sb)
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Figura A8. Espectro de RMN (150,90 MHz, CDCls) de "*C de 3-hidroxi-3-fenilpropanonitrila
(Sb)
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Figura A9. Espectro de massas (IE, 70 eV) de a-bromo-1-feniletanol (5¢)
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Figura A10. Espectro no IV (ATR) de a-bromo-1-feniletanol (5¢)
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Figura A11. Espectro de RMN (600,13 MHz,
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CDCl;) de 'H de a-bromo-1-feniletanol (5¢)
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Figura A12. Espectro de RMN (150,90 MHz, CDCI3) de *C (DEPTQ) de a-bromo-1-
feniletanol (5c)
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Figura A13. Espectro de massas (IE, 70 eV) de 2-metil-1-fenilpropan-1-ol (5d)
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Figura A14. Espectro no IV (ATR) de 2-metil-1-fenilpropan-1-ol (5d)
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Figura A15. Espectro de RMN (600,13 MHz, CDCIs) de 'H de 2-metil-1-fenilpropan-1-ol (5d)
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Figura A16. Espectro de RMN (150,90 MHz, CDCI3) de *C (DEPTQ) de 2-metil-1-
fenilpropan-1-ol (5d)
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Figura A17. Espectro de massas (IE, 70 eV) de 1-(4-metilfenil)-etanol (5e)
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Figura A18. Espectro no IV (ATR) de 1-(4-metilfenil)-etanol (5e)
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Figura A19. Espectro de RMN (600,13 MHz, CDClz) de 'H de 1-(4-metilfenil)-etanol (5e)
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Figura A20. Espectro de RMN (150,90 MHz, CDCls) de *C (DEPTQ) de 1-(4-metilfenil)-
etanol (5e)
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Figura A21. Espectro de massas (IE, 70 eV) de 1-(4-metoxifenil)-etanol (5f)
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Figura A22. Espectro no IV (ATR) de 1-(4-metoxifenil)-etanol (5f)
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Figura A23. Espectro de RMN (600,13 MHz, CDCI3) de 'H de 1-(4-metoxifenil)-etanol (5f)
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Figura A24. Espectro de RMN (150,90 MHz, CDCls) de *C (DEPTQ) de 1-(4-metoxifenil)-
etanol (5f)
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Figura A25. Espectro de massas (IE, 70 eV) de 1-(4-fluorofenil)-etanol (59)
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Figura A26. Espectro no IV (ATR) de 1-(4-fluorofenil)-etanol (5g)
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Figura A27. Espectro de RMN (600,13 MHz, CDCIz) de 'H de 1-(4-fluorofenil)-etanol (5g)
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Figura A28. Espectro de RMN (150,90 MHz, CDCIs) de *C (DEPTQ) de 1-(4-fluorofenil)-
etanol (59)
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Figura A29. Espectro de massas (IE, 70 eV) de 1-(4-nitrofenil)-etanol (5h)
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Figura A30. Espectro no IV (ATR) de 1-(4-nitrofenil)-etanol (5h)
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Figura A31. Espectro de RMN (600,13 MHz, CDCI3) de "H de 1-(4-nitrofenil)-etanol (5h)
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Figura A32. Espectro de RMN (150,90 MHz, CDCIz) de *C (DEPTQ) de 1-(4-nitrofenil)-
etanol (5h)
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Figura A33. Espectro de massas (IE, 70 eV) de 1-(4-trifluormetilfenil)-etanol (5i)
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Figura A34. Espectro no IV (ATR) de 1-(4-trifluormetilfenil)-etanol (5i)
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Figura A35. Espectro de RMN (600,13 MHz, CDCls) de 'H de 1-(4-trifluormetilfenil)-etanol

(5i)
Laiza_MRG_4_CF3.10.1.1r
OH
F3C/©)\
T T T
1.56 1.52
T T T T T T
77 76 75
— T T T T
5.05 5.00 4.95
I | ‘
— T T
1.90 2.05 1.00 3.07
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)
Figura A36. Espectro de RMN (150,90 MHz, CDCI3) de *C (DEPTQ) de 1-(4-
trifluormetilfenil)-etanol (5i)
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Figura A37. Espectro de massas (IE, 70 eV) de 1-(3,4-metilenodioxifenil)-etanol (5j)
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Figura A38. Espectro de RMN (600,13 MHz, CDCI3) de 'H de 1-(3,4-metilenodioxifenil)-etanol
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Figura A39. Espectro de RMN (150,90 MHz, CDCl;s) de ™C (DEPTQ) de 1-(3,4-
metilenodioxifenil)-etanol (5j)
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Figura A40. Espectro de massas (IE, 70 eV) de 1-(2-furanil)-etanol (5k)
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Figura A41. Espectro de RMN (600,13 MHz, CDCI3) de 'H de 1-(2-furanil)-etanol (5k)
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Figura A42. Espectro de RMN (150,90 MHz, CDCI;) de *C (DEPTQ) de 1-(2-furanil)-etanol
(5k)
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Figura A43. Espectro de massas (IE, 70 eV) de 1-(2-piridinil)-etanol (5I)
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Figura A44. Espectro de RMN (600,13 MHz, CDCIs) de 'H de 1-(2-piridinil)-etanol (5I)
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Figura A45. Espectro de RMN (150,90 MHz, CDCIs) de *C (DEPTQ) de 1-(2-piridinil)-etanol
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Figura A46. Espectro de RMN (600,13 MHz, CDCIl;) de 'H de acetato de 1-feniletila (6a’)
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Figura A47. Espectro de RMN (150,90 MHz, CDCl;) de '*C (DEPTQ) de acetato de 1-feniletila
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Figura A48. Espectro de massas (IE, 70 eV) de decanoato de 1-feniletila (6a)
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Figura A49. Espectro de RMN (600,13 MHz, CDCI3) de "H de decanoato de 1-feniletila (6a)
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Figura A50. Espectro de RMN (150,90 MHz, CDCI;) de '*C (DEPTQ) de decanoato de 1-
feniletila (6a)
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Figura A51. Espectro de massas (IE, 70 eV) de decanoato de 2-ciano-1-feniletila (6b)
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Figura A52. Espectro de massas (IE, 70 eV) de decanoato de 2-bromo-1-feniletila (6¢)
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Figura A53. Espectro de massas (IE, 70 eV) de decanoato de 2-metil-1-fenilpropila (6d)
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Figura A54. Espectro de massas (IE, 70 eV) de decanoato de 1-(4-metilfenil)-etila (6e)
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Figura A55. Espectro de massas (IE, 70 eV) de decanoato de 1-(4-metoxifenil)-etila (6f)
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Figura A56. Espectro de massas (IE, 70 eV) de decanoato de 1-(4-flurofenil)-etila (6g)
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Figura A57. Espectro de massas (IE, 70 eV) de decanoato de 1-(4-nitrofenil)-etila (6h)
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Figura A58. Espectro de massas (IE, 70 eV) de decanoato de 1-(4-triflurofenil)-etila (6i)
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Figura A59. Espectro de massas (IE, 70 eV) de decanoato de 1-(3,4-metilenodioxifenil)-etila
(6j)
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Figura A60. Espectro de massas (IE, 70 eV) de decanoato de 1-(2-furanil)-etila (6k)
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Figura A61. Espectro de massas (IE, 70 eV) de decanoato de 1-(2-piridinil)-etila (6l1)
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Figura A62. Perfil de separagao dos pares de enantidbmeros dos alcoois 5b- em CG-DIC com
fase estacionaria quiral (Hydrodex — Método A1; Compostos 5b e 5k: Lipodex E — Método B+)
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Figura A63. Perfil de separacao dos pares de enantibmeros dos ésteres 6e, 6g, 6i, 6k e 6l
em CG-DIC com fase estacionaria quiral (Hydrodex — Método A)
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