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RESUMO

Estudos visando o desenvolvimento de uma abordagem quimioenzimatica para a
preparacdo de enamidas piperidinicas 4-substituidas opticamente ativas foram realizados. Para
isso, um estudo inédito da utilizacdo de lipases para a hidrdlise enantiosseletiva desta classe de
compostos foi efetuado. A etapa chave da metodologia consistiu na Resolucdo Cinética
Enzimatica (RCE) da 1-(4-metil-3,4-diidropiridin-1(2H)-il) etanona, substrato empregado como
modelo, em ensaios nos quais cinco tipos diferentes de lipases foram testadas na tentativa de que
reacbes de hidrolise enantiosseletiva fossem observadas. Os estudos incluem a triagem
experimental de varias condi¢cBes da reacdo de resolucdo. Com isto, pretendeu-se criar uma
plataforma robusta e eficiente que permitisse a obtencdo de enamidas piperidinicas 4-substituidas
com um alto excesso enantiomérico. Dessa forma, atingiu-se uma resolucdo satisfatéria do
substrato modelo em meio aquoso e também em hexano sob a acdo da CAL-B. Diante dos
resultados obtidos com o substrato padrdo, tornou-se interessante a tentativa de se preparar
analogos estruturais mais funcionalizados. Dessa forma, oito cloraminas heterociclicas, que sdo
pecursores de enamidas, foram preparadas usando agua sanitaria em sistema bifasico. Somado a
isso, outros estudos visando a funcionalizacdo da 1-(3,4-diidropiridin-1(2H)-il) etanona foram
realizados. Deles, esfor¢os foram envidados na preparagdo de alguns exemplos de estruturas
piperidinicas halogenadas. Um exemplo foi o composto 1-(5-bromo-3,4-diidropiridin-1(2H)-

il)etanona, preparado em apenas duas etapas reacionais.

Palavras-chave: Enamida. Imina. Piperidina. Lipase. Quiral. Resolucéo.



ABSTRACT

Studies towards the development of a new chemoenzymatic approach for the preparation
of optically active 4-substituted piperidine enamides were conducted. In order to achieve that, a
novel study using lipases for enantioselective hydrolysis of this kind of compounds was made.
The key step of the methodology relied on the Enzymatic Kinetic Resolution (EKR) of the
racemic 1-(4-methyl-3,4-dihydropyridin-1(2H)-yl)ethanone (4b), used as a model substrate in
assays where different kind of lipases were tested aiming to find the best one for promoting an
enantioselective hydrolysis. The studies comprised the experimental screening of several
resolution reaction conditions. As a result of these investigations, we pretended to devise a solid
and efficient platform that provides us with piperidine 4-substituted enamides with high
enantiomeric excess. In this context, a good resolution of the model substrate in agueous media
and in hexane was achieved, under the catalytic action of CAL-B. The outcome from the studies
described previously, turned our attention towards the preparation of more functionalized
structural analogs. Thereupon, eight heterocyclic chloramines, which are enamide precursors,
were prepared using bleach within a biphasic system. In addition, other studies aiming at the
functionalization of 1-(3,4-dihydropyridin-1(2H)-yl)ethanone (4a), were carried out. From them,
efforts were made to synthesize some examples of halogenated piperidine structures. one of these
was the compound 1-(5-bromo-3,4-dihydropyridin-1(2H)-yl) ethanone (5a), obtained after only

two reaction steps.

Keywords: Enamide. Imine. Piperidine. Lipase. Chiral. Resolution.
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1 INTRODUCAO

1.1 AQUIMICA DAS ENAMIDAS E SEUS PRECURSORES NITROGENADOS INSATURADOS

As enamidas s&o os derivados mais estaveis das enaminas: uma classe de compostos organicos
com grande utilidade sintética, e que tem sido explorada durante os ultimos 64 anos.? Além do mais,

pode se dizer que as enamidas possuem, em boa parte, carater de enamina.®

O grupo funcional enamida — também denominado ene-amida ou N-vinilamida 4 - possui uma
grande versatilidade sintética. Como exemplo, pode-se citar sua utilizacdo como nucled6filo em reacdes
estereosseletivas que levam a formagéo de novas ligagdes C-C e C-N.°> Além disso, esses compostos
podem ser empregados como formas equivalentes de enolatos de silicio, ou como substratos em reac6es
de hidrogenacéo assimétricas catalisadas por metais de transicdo como o Rh(1).°> Esses, também podem

sofrer reacGes periciclicas ou fotoquimicas.

Como resultado, as enamidas oferecem multiplas op¢6es para controlar a introducdo de fungdes
nitrogenadas em sistemas complexos, assim como para a preparac¢do alternativa de inumeras moléculas.
Sob as linhas anteriores, destaca-se que o0 recente interesse por estes compostos se deve a sua
versatilidade, ja que podem receber credito por duas carateristicas que sdo capazes de fornecer de forma

seleta: reatividade e estabilidade quimicas.®

Apesar do conhecimento da sua reatividade desde 1884, foi Stork, do The Rockefeller Institute
for Chemical Research, que em 1954 publicou pela primeira vez o uso das enaminas (vinilaminas) como
intermediarios eficazes em sintese organica; no caso em questo, para a alquilagio e acilacéo de cetonas.®
Embora os éteres de enol-silicio sejam nucleo6filos mais estaveis que as enaminas, essas so tornaram-se
a segunda classe mais utilizada de equivalentes a partir do surgimento dos equivalentes de enolato de
silicio no inicio da década de 1970.” Atualmente, a quimica das enaminas continua a ser uma eficiente
alternativa para muitas transformagdes de moléculas organicas no ramo da quimica sintética e

medicinal.®®

A seguir (figura 1) esta esquematizada a comparagdo da estabilidade das enaminas com outras

espécies nucleofilicas similares.
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Eteres enol-silicio Estabilidade superior

Enaminas Condigdes neutras diminuem reagdes secundarias de auto-condensagio
Enolatos Geragdo facil e rapida; regiosseletividade previsivel
Metaloenaminas Alta reatividade

(aza enolatos)®

*As bases conjugadas de iminas e hidrazonas s&@o conhecidas como Aza enolatos. Quando ligadas a um metal, s&o

chamadas de metaloenaminas (ligacdo N-Metal)

Figura 1 — Comparagao das estabilidades de enolatos e equivalentes de enolatos™.

Para demonstrar as caracteristicas e diferencas estruturais das enaminas e seus derivados, a seguir

serdo discutidas as estruturas destes grupos.
1.1.1 Enaminas

A funcdo enamina abrange todos os compostos organicos que apresentam ligagdes C=C—N,
incluindo a familia das enamidas, enercarbamatos, pirrdis, piridinas e anilinas e seus derivados. Todos
esses compostos sdo considerados “ene-aminas”. No entanto, essa designacéo tem certas exceg¢des, Como
no caso dos indais e alguns pirrdis, devido ao comportamento quimico apreciavelmente diferente daquele
das “enaminas”.'° Isso, provavelmente se deve & sua maior capacidade de ressonancia devido ao grau de
insaturagdo. E por isso que entdo o nome propriamente dito geralmente refere-se as aminas a, B-

insaturadas.!!

Na figura 2, estdo representadas as estruturas gerais de enaminas e alguns derivados.

* Adaptado de *
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Figura 2 — Estrutura geral de alguns derivados insaturados das aminas e amidas.

Duas formas ressonantes podem representar estes compostos (figura 3). O par de elétrons livres
do nitrogénio tem a capacidade de se conjugar com os elétrons x da dupla ligagéo na posicéo a, B, levando
a formacdo de uma zona com maior densidade eletronica na ligacao dupla (C=N), consequéncia, confere-
Ihes uma alta capacidade nucleofilica também no cabono B.}%'? Por esse motivo as enaminas sio

conhecidas como os anélogos nitrogenados dos endis (aza-enais).

CN/()_ \ﬁl/
X _
aﬂ aﬂ

Figura 3 — Formas ressonantes de uma enamina.

Além disso, a versatilidade destas espécies insaturadas é notavel ao observar que ndo apenas
podem agir como nucledfilos mediante as duas regides ricas em elétrons, mas também possuem centros

eletrofilicos que permitem ampliar a gama de rea¢des quimicas onde participam (figura 4).
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nucleofilo nucleéfilo

eletrofilo

Figura 4 — Posigoes reativas das enaminas e derivados (enamidas e enecarbamatos)

As enaminas que tiverem quanto menos um H no N também apresentam tautomerismo através
de troca de préton, levando a um equilibrio com a imina correspondente. Esse tautomerismo é analogo

aos observados nos compostos carbonilicos (esquema 1).

H®
B '
y/ N K B N 'N'\H
H®
imina enamina

Esquema 1 — Tautomerismo imina-enamina.

1.1.1.1 Acidez e basicidade das enaminas

O movimento dos elétrons, mostrado na figura 3 permite-nos visualizar essas moléculas como
alquenos ricos em elétrons, devido a presenca de um grupo doador amino. Isso faz com que o seu carater
basico diminua, respeito as aminas. Desta forma, as enaminas sdo ligeiramente basicas, e se conhecem

como bases de Schiff.

Entretanto, diferencas de basicidade importantes sdo observadas dentro desta familia quimica, as

quais dependem da variedade dos substituintes em sua estrutura principal.

As enaminas com um atomo de nitrogénio terciario sdo geralmente mais basicas que as aminas e
enaminas primarias e secundarias. A presenca de substituintes a-alquila incrementa a basicidade,
enquanto que os substituintes B-alquila causam um decréscimo nela. Stamhuis et al. observaram que as

enaminas da morfolina, piperidina e pirrolidina com isobutiraldeido, em solucéo aquosa, sdo 200-1000
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vezes menos basicas do que as aminas secundarias de partida e 30-200 vezes menos bésicas do que as

aminas terciarias saturadas correspondentes.’?

1.2 PIPERIDINAS: IMPORTANCIA BIOLOGICA E APLICACAO

Embora a piperidina, por si so, ndo represente uma estrutura com valor farmacoldgico relevante,

ela compde a parte central de uma ampla variedade de moléculas biologicamente ativas. Exemplos sdo

os alcaloides isolados de produtos naturais, e sintéticos. Os diferentes niveis de substituicdo no anel,

assim como a estrutura e funcionalidades dos grupos em determinadas posi¢Ges do heterociclo, fornecem

uma gama de estruturas com variadas aplicagdes. Como resultado, as piperidinas funcionalizadas sdo a

base de muitos medicamentos comerciais utilizados na atualidade, verificando assim sua importancia em

quimica medicinal (figura 5).

o

a) Palinavir

Z I

o] °\ w
AT

d) Paroxetina

T S

b) Pentapiperida

e) Femoxetina

NH (o}
NN
H 0\\ NH

c) Argatroban ®

OH
n, \; Oj/OH
N7 HN
©j/go

f) Alvimopan

Figura 5 — Alguns medicamentos comerciais, derivados da piperidina.

Alguns exemplos desses medicamentos s&o de extrema importancia, como o Palinavir, um

potente inhibidor do virus do HIV.* A pentapiperida ¢ um anticolinérgico com atividade anti-secretora

e anti-motil no trato intestinal superior para terapia adjunta no alivio dos sintomas da Glcera péptica.’® O



Argatroban é empregado como anticoagulante pela sua fungdo como inibidor seletivo da trombina, uma
enzima chave no processo de coagulagio sanguinea.® A Paroxetina, pertencente a uma classe de
medicamentos chamados de inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina (ISRS), é utilizada como
agente antidepressivo, entre outras aplicagdes farmacoldgicas.'® O Alvimopan (Entereg) é um analgésico
que funciona como antagonista periférico e seletivo do receptor p-opioide y ndo exerce atividade no

sistema nervoso central. ¥°

As aplicacdes das estruturas derivadas da piperidina sdo amplamente conhecidas na literatura.
Taylor e colaboradores identificaram em 2014 o anel da piperidina como a terceira unidade estrutural
mais frequentemente encontrada em drogas pequenas (lista do FDA Orange Book), em um estudo
analitico-estatistico desenvolvido com a finalidade de aprofundar na compreensdo dos sistemas de anéis

presentes em farmacos.’

Vardanyan, em seu livro Piperidine-based drug Discovery, identificou as diferentes classes de
farmacos que contém a estrutura, segundo a frequéncia da sua apari¢do nelas. Nele, o autor menciona
varias aplicacdes destas moléculas segundo a sua acdo terapéutica, em forma decrescente de ocorréncia:
analgésicos, antipsicoticos, antihistaminicos, drogas anticolinérgicas, anestésicos locais,
antitrombdticos, antiarritmicos, drogas antihipentensivas, drogas para tratar doencas respiratdrias,
antidepressivos, drogas antiparkison, antihiperlipidémicos, hipolipidémicos, adrenérgicos, estimulantes
do sistema nervoso central, moduladores dos receptores seletivos do estrogeno, drogas antialginalicas,
drogas para tratar infecGes protozodrias, drogas antimigranha, drogas nootrépicas e neuroprotetoras,
antieméticos, drogas antidiarrea e prokinéticas, drogas para o controle de segregacdo de fluxos gastricos,
medicamentos para o controle da hipoglicemia, drogas usadas no tratamento da artrite reumatoide, drogas

colinomiméticas nicotinicas e inmunosupressores.*®

Em adicdo, estudos recentes tém mostrado evidéncias da atividade anticancer de vérias estruturas

piperidinicas.!81°
1.2.1 Piperidinas funcionalizadas com estereoquimica definida

Muitos produtos naturais e sintéticos que exibem atividade bioldgica apresentam em sua estrutura
unidades de piperidina funcionalizadas com centros estereogénicos definidos (figura 6). Outros exemplos

desse tipo de estruturas foram mostrados na figura 5.
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Figura 6 — Produtos bioativos (naturais e sintéticos) derivados de piperidinas funcionalizadas com
centros estereogénicos definidos no anel.

Os acidos cis e trans 4-hidroxipipecélicos (figura 6) sdo compostos de ocorréncia natural nas
plantas da espécie Acacia.?® O alcaloide SS20846a e analogos tém sido isolados de Streptomyces
luteogriseus. Esse alcaloide ja foi isolado também de Streptomyces sp. S20846, e se encontrou que tém
a capacidade de inibir a mobilidade intestinal em ratos.?*A Solenopsina A exibe atividade hemolitica,

inseticida e antibidtica.?

Além disso, recentemente esta se dirigindo a atencao para acildepsipeptideos ciclicos (ADEPS).
Estes sdo uma nova classe de agentes antibacterianos, alguns dos quais, como exemplo ADEP4 (figura
7), ttm mostrado ser altamente ativos contra bactérias Gram-positivas. 1sso tém levado a fazer
modificacOes na estrutura desses ADEPs com a finalidade de melhorar a sua eficiéncia. Assim, ADEP
B315 (figura 6) é um produto sintético que mostrou possuir a atividade in vitro mais potente recentemente

reportada.>
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Figura 7 — Estrutura do ADEP4.

Diante do exposto, se torna desejavel, e em alguns casos necessario, o desenvolvimento de
metodologias estereosseletivas ou outros procedimentos que permitam a obtencdo de moléculas
possuindo estereocentros definidos. Isto se deve ao fato que na maioria dos casos, a atividade bioldgica
referente a cada componente de pares de enantibmeros e/ou diastereocisbmeros acaba apresentando
diferencas importantes. As diferentes alternativas para preparar centros quirais definidos incluem a) uso
de matérias de partida quirais (the quiral pool strategy) extraidos de fontes naturais como aminoacidos
ou agucares; b) sintese assimétrica (sintese diastereosseletiva) que se apoia no favorecimento energético
da formacdo preferencial de um dos diastereoissdmeros; c¢) uso de auxiliares quirais que se ligam ao
material de partida provocando uma reacdo diastereosseletiva, e subsequente remocao; d) emprego de
reagentes e catalisadores quirais; e) resolucéo, particularmente RCE (resolucéo cinética enzimatica).
Essas sdo apenas algumas estratégias disponiveis que tém sido utilizadas na sintese assimétrica de
moléculas quirais. Entretanto, devido as vantagens fornecidas pela técnica da resolucdo cinética
enzimatica, a qual € discutida mais detalhadamente na sec¢do 1.5, resulta interessante fazer uma reviséo
da literatura sobre alguns dos métodos mais comuns para a preparacdo de piperidinas e derivados

relevantes para este trabalho, mesmo tratando-se de abordagens ndo assimétricas.
1.3 SINTESE QUIMICA DE PIPERIDINAS MONOCICLICAS SUBSTITUIDAS

A notavel atividade bioldgica que os alcaloides e muitos derivados da piperidina possuem tem
motivado os quimicos sintéticos a dedicar esforgos que permitam a sua prepara¢do no laboratorio.
Atualmente, existe uma grande variedade de métodos para preparar intermediarios piperidinicos
monociclicos substituidos. Além da sua capacidade de participar nas rotas metabdlicas das células dos

organismos vivos, muitos deles sdo utilizados como blocos de construcdo e/ou intermediarios sintéticos
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para a preparacao de farmacos e produtos naturais de estrutura mais complexa. Para fins especificos deste
trabalho, as metodologias apresentadas serdo classificadas em trés grupos principais: a) reducéo de
piridinas e derivados, b) formacgéo do anel piperidinico, ¢) funcionalizacdo do anel piperidinico. Nesta
secdo serdo abordados os primeiros dois pontos, e na seguinte, serdo discutidas diferentes formas

conhecidas para a obtengéo de piperidinas funcionalizadas.

Das sinteses até agora reportadas por diversos pesquisadores, particularmente, a sintese
assimétrica de piperidinas funcionalizadas € um dos focos principais da quimica dos heterociclicos

nitrogenados.

As reacOes de cicloadicdo se incluem provavelmente dentro das estratégias mais utilizadas para
preparar piperidinas. Dentro delas, destacam-se as reac6es de Hetero-Diels-Alder. No entanto, a sintese
de piperidinas pode ser conduzida aplicando outros métodos como reducdo de piridinas, reacbes de
fechamento de anel via ataque nucleofilico intramolecular; cicliza¢Ges: as mediadas pela formacéo in
situ de um ion iminio como a ciclizacdo intramolecular de Mannich, as catalisadas por metais pesados
como Hg, as resultantes das reacdes entre aminas e bistosilatos, acetatos ou mesilatos (ou entre aminas
com &lcoois); a abertura de epdxidos e subsequente ciclizacdo para a formacdo de 3-hidroxipiperidinas,
reacOes de oximercuriacdo, reacdes de expansdo do anel de pirrolidina e rearranjos radicalares

intramoleculares. As abordagens eletroquimicas ndo serdo discutidas aqui.

1.3.1 Redugéo de piridinas e derivados

1.3.1.1 Hidrogenacdo catalitica de piridinas

Diferentes catalisadores metalicos como Ni (170-200 °C),%* Pd/C, PtO, ou Rh/C podem ser
utilizados para reduzir piridinas as piperidinas correspondentes. Inclusive misturas de catalisadores
metalicos tém sido testadas, gerando bons resultados quanto & diastereosseletividade da reagdo.?® Outros
agentes redutores utilizados incluem sodio em etanol ou estanho em acido cloridrico.?* Quando s&o
utilizadas piridinas substituidas, geralmente é obtida uma mistura de diastereoisdbmeros, dependendo das

condigdes.

Daeniker e Grob (1964) utilizaram uma metodologia de sintese para a formacdo de 3-
Quinuclidona HCI, cujo segundo passo consiste na conversdo do sal N-alquilpiridinio para uma N-

alquilpiperidina como resultado da hidrogenacéo catalitica do reagente com Pd/C?® (esquema 2).
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H,CO,E H,CO,E
B 9,, 2CO-Et H, Pd/C CH,CO,E
r- N ' N
X — >
| ~ 100 atm, 90°C HBr
CO,Et CO,Et

Esquema 2 — Hidrogenagao catalitica de piperidinas de Daeniker e Grob.

Outras reducdes de piridinas sdo empregadas. Comins e colaboradores tém trabalhado com a
adicdo nucleofilica seletiva de piridinas 4-substituidas para a sintese de alcaloides derivados da piperidina

como a (+/-)-Septicina e a (+/-)-Lucidulina.??

Em 1991, Comins e Zeller reportaram a sintese total da a (+/-)-Indolizidina 209B, um alcaloide
secretado pela pele da rd venenosa neotropical pertencente a familia Dendrobatidae (em inglés: poison-
dart frog). A sintese consiste em 7 passos partindo da 4-metoxypiridina via o intermediario N-acil

diidropiridona®’ (esquema 3).

a) CBZ-CI e .
b) CIMgOCH,CH,CH,MgCl | cBZ '
Ny © H0* :

| _ — N OH | — N
L L —
OMe i

4-metoxipiridina (+/-)- Indolizidina 209B

Intermediario N-Acil diidropiperidona

Esquema 3 — Sintese de Comins para (+/-)-Indolizidina 209B mostrando a preparacao de uma
diidropiperidona a partir de um anel piridinico.

1.3.2 Formacéao do anel de piperidina via ciclizacdo de haloaminas

1.3.2.1 Reacdes de ciclizagéo por substituicdo nucleofilica intramolecular

Muitas piperidinas podem ser preparadas através de reacOes de substituicdo nucleofilica
intramolecular, gerando assim anéis a partir de moléculas de cadeia aberta. 1-amino-5-haloalcanos e 1,5-
dihaloalcanos sdo materiais de partida comuns neste tipo de estratégia. O uso de uma base forte é

necessario para a formagéo do anel (esquema 4). 8 2°



1,5-Dicloropentanos podem ser ciclizados a piperidinas mediante o tratamento com aminas
primarias. 1,5-diaminopentanos, compostos delta-amino carbonilicos e 5-aminoalcanois sdo também

fontes de piperidinas.?

NH °X \ -2 HX
R R

G == O = J,

X = halogénio R-NH,

R = H, alquil, aril

Esquema 4 — Duas estratégias comuns para a preparagao de piperidinas mediante ciclizagao por
substitui¢ao nucleofilica intramolecular.

Bases como hidreto de sddio e t-BuOK tém sido utilizadas para esse tipo de transformacdes. Uma
das principais dificuldades deste tipo de reacdes é a escolha da concentragdo dos reagentes devido a que
existe competicdo entre a SN intra e intermolecular. Baixas concentragfes favorecem a reagao
intramolecular, mas se a mistura reacional estiver muito diluida, a reacdo poderia ser muito lenta e existe

sempre possibilidade de polimerizacéo devido & interagdo de duas moléculas de reagente.?®

1.3.2.2 Ciclizacdes do ion iminio

A adicdo nucleofilica a ions iminio e acil-iminio € um dos métodos mais utilizados para a

preparacéo de piperidinas.??

A ciclizagéo de ions iminio que contém a fungdo vinil silanos em sua estrutura foi reportada
inicialmente por Overman et al (1983),% onde as condigcBes foram induzidas mediante a catélise
empregando &cidos de Lewis como o TiCls. A adigdo reversa da alfa-aminonitrila ao TiClsem DCM é

chave para garantir uma ciclizagéo adequada (esquema 5).

R R
Z™TMS CN i), /DCM Cr Pd/C, H G/
— —’2_>
N
CQ)\R Nj MeOH NH

Ph Ph

Esquema 5 — Sintese de piperidinas através de cliclizagdo assistida por TiCls
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Taddei e colaboradores reportaram a sintese de 2-iso-propilpiperidinas a partir de aminoaldeidos

através da ciclizacdo do ion iminio alil silano. A formacéo do ion iminio foi promovida pelo tratamento

de (a) (esquema 6) com TiCls e 2-metilpropanal, o que permitiu a remogdo do grupo protetor t-

butiloxicarbonila. A condensacéo da amina (a) com o aldeido levou a formacéo do ion iminio (b), cuja

ciclizagdo promovida pelo grupo alilsilano gerou a tetraidropiperidina (c) na forma de apenas um

diastereoissdbmero. A estereosseletividade é provavelmente regida pela preferéncia da conformagéo

equatorial no estado de transicdo.?

NHBOC Ph,P=CHCHj

p o TerOHCHs
Y

NHBOC

R | a)BuLi /'BUOK

b)TMSCI

(b)

R=CHj, (CH3),CHCH,, CH3CH,(CH,)CH

NHBOC

R
g
Me,Si

(@

Esquema 6 — Sintese de tetraidropiridinas via ciclizagao de ion iminio de Taddei et al.

De maneira similar, Yang e seu grupo reportaram em 1994 a ciclizagéo estereosseletiva de alfa-

cianoaminas vinilicas induzida por TiCls em DCM para produzir cis e trans 2,6-dialquilpiperidinas.®
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1.3.2.2.1 Ciclizagao de Mannich Intramolecular

2 i
S
p-Tolyl” " >NH O R,CHO Ra N R
H _—
R + .

R1/\:)I\/ ? H Ry" Ry

R, o]

N-suffinyl B-amino cetona

piperidona

Esquema 7 — Ciclizagao intramolecular de Mannich de N-sulfinil B-amino cetonas para a sintese
assimétrica de piperidonas funcionalizadas.

A reacgdo de ciclizacdo intramolecular de Mannich catalisada por acidos entre uma N- sulfinil -
amino cetona e um aldeido, € também um método importante para a sintese assimétrica de piperidinas

substituidas.3?

Os ésteres beta-ceto N-sulfinil delta-amino sdo blocos de construcdo quirais polifuncionalizados
que tém sido utilizados para a sintese assimétrica de piperidinas substituidas. Esses ja foram utilizados,
com alta eficiéncia, nas sinteses dos quatro estereoisdbmeros do acido 4-hidroxi pipecélico, a (R)-(+)-2-

fenil piperidina, (-)-SS20846A e o alcaloide da quinolizidina lasubina 11.%3

1.3.3 Reac0es de cicloadicéo

Uma das vantagens dessa abordagem € a alta estereoespecificidade das reacdes de cicloadicao.
As cicloadi¢Ges como as 1,3-dipolares ou as reacGes de Hetero-Diels-Alder sdo exemplos de estratégias
para a construcdo do anel piperidinico. Dentre elas, a reacdo de Diels-Alder é uma das mais importantes
para a formacdo de anéis de seis membros. Assim, na sintese de piperidinas, as metodologias que tém

base em reacdes de Aza-Diels-Alder sdo alvos de atencao.

1.3.3.1 Reac0es de Imino-Diels-Alder (Aza-Diels-Alder)

As reac0Oes de cicloadigédo do tipo [4+2] ou reacOes de Aza-Diels-Alder. Essas séo reacOes de
Diels-Alder especiais porque uma das espécies reativas (dieno ou diendfilo) possui um atomo de

nitrogénio como parte da estrutura. As reacfes de Aza-Diels-Alder inter e intra moleculares envolvem



uma imina como diendfilo deficiente em elétrons e uma imina agindo como um azadieno deficiente em

elétrons.

Essas reacfes cumprem uma funcdo importante na sintese total de produtos naturais,
especialmente na construgdo de anéis de seis membros contendo nitrogénio. Atualmente, a reagdo é
considerada um dos métodos mais eficientes para a sintese dessas estruturas. Particularmente, o
desenvolvimento de reacGes intramoleculares cataliticas enantiosseletivas do tipo na sintese total de

produtos naturais continua a ser um desafio da sintese organica.3*

Shi et al descreveram em 2002,% o primeiro exemplo de uma reacdo de Aza-Diels-Alder
catalisada pelo anticorpo produzido por ratos, Aza-BSA-3. A reacdo gerou as tetraidropiridinas

representadas no esquema 8.

— (o] = Z
\ | Aza-BSA-3
+ Ph OMe ———— WSNTYCOEt N~ YCO,Et
HO \:/N PBS tampio J . 2 ) 2
H HO” Ph™ "« HO” Ph” “u

endo-aduto
exo-aduto

Esquema 8 — Sintese de tetraidropiridinas de Shi et al., mediante uma reagao de Aza-Diels-Alder.

Uma reacdo de aza-Diels-Alder entre o 1,3-ciclohexadieno e uma imina quiral foi a etapa chave
para a sintese do derivado do &cido pipecolico 3,6-disubstituido, reportada por Maison e Adiwidjaja, em
2002°¢ (esquema 9).
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1) O3,MeOH
Ph 2) DMS Ph_ _Me
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Esquema 9 — Sintese de um derivado do acido pipecolico através de Aza-Diels-Alder, por Maison e
Adiwidjaja.

Muitos outros produtos naturais tém sido obtidos utilizando reacbes de Aza-Diels-Alder. As
sinteses totais de R-(+)-Anabasina®’, S-(+)-coniina®, foram conduzidas por Kobayashi e colaboradores

através de reacdes altamente enantiosseletivas (figura 8).

& O
(S)
S N N~ “u P
H

(+)-Anabasina (+)-Coniina

Figura 8 — Estruturas da (+)-Anabasina e (+)-Coniina.

1.3.3.2 Reac0es de Diels-Alder de Azadienos

As reagdes de Diels-Alder intramoleculares de N-acil derivados de 1-aza-1,3-butadieno séo base
de um método comumente utilizado para a preparacdo de heterociclos contendo nitrogénio. Yamamoto
e Uyeara reportaram em 1991 a sintese total do alcaloide da piperidina (+/-)-Sedridina como resultado

de uma reacéo de Diels-Alder intramolecular de N-alcoxicarbonil-1-aza-1,3-butadienos (esquema 10).%
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Esquema 10 — Sintese de (+/-)-Sedridina de Yamamoto.

Porém, essas reacdes vém sendo utilizadas com pouca frequéncia, pois os azadienos sofrem de
baixa conversao, adicdo competitiva de imina e tautomerizagdo. No entanto, a reagcdo pode ser facilitada
com um grupo retirador de elétrons no nitrogénio do azadieno, como N-SO2CsHs ou N-P(O)(CsHs)2. O
produto endo € altamente favorecido (>95%) tanto na reacdo térmica quanto na reacdo promovida por
pressdo, a que € mais comum. Este tipo de reacdo é importante para a sintese de piperidinas 2,3,4-
trissubstituidas.?® Em 1993, Fowler e Grierson publicaram um estudo da reagdo para 2-ciano-1-azadienos
onde detalham a sintese de 2-ciano tetraidropiridinas, que podem facilmente ser transformadas em uma
grande variedade de piperidinas funcionalizadas. Do estudo, eles identificaram uma dependéncia da

regioespecificidade da reagio com a natureza eletronica do diendfilo*® (esquema 11).

Ph Ph
NC R,
A
PhMN + AR, ——» | |
! NC”N“"R, CN”"N
R, R,

R4

Esquema 11 — Abordagem de Diels-Alder de Fowler e Grierson para a preparagao de piperidinas.

1.4 FUNCIONALIZACAO DE PIPERIDINAS

Uma das formas mais comuns de funcionalizar piperidinas, pode ser via derivados N-clorados.
Estes s@o conhecidos por gerar iminas em meio basico. Embora tenha pouco controle regioquimico

durante a reaco, ela fornece uma rota simples para a obtencéo de Al-piperideinas. 414
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A sintese de um dos alcaloides presentes no tabaco, (+/-)-Anabasina, de Scully e Davis,*
publicada em 1977 mostra esta metodologia (esquema 12).

Q2 (O . OL'

b) H,0 N/

(+/-)-Anabasina (44%)

Esquema 12 — Sintese de (+/-)-Anabasina de Scully e Davis.

Em 2001, Cossy e Belotti sintetizaram um derivado do &cido pipecélico através da
funcionalizacdo da 4-metil piperidina. A preparacdao da molécula foi realizada em 3 etapas: i)
transformacdo da amina em um derivado N-Boc, ii) litiacdo-alcoxicarbonilacao com cloroformato de
benzila, iii) deprotecdo do grupo N-Boc. O éster benzilico do &cido 4-metilpipecdlico preparado, que €
um dos fragmentos utilizados para a preparacao de Argatroban®, foi obtido com um rendimento global
de 34% (esquema 13).1°

M M
O/ € (Boc),0 O/ € s-BuLi
—_— >
y-N 100% Boc” TMEDA, Et,0
CICO,Bn
35%

(a) (b)

_Boc _H
O\ — CNk
—’
Me* CO,Bn EtOAc Me* CO,Bn

99%
(+/-)-(c) (+/-)-(d)

Esquema 13 — Sintese de Cossy e Belotti de um derivado do acido pipecélico utilizado para a preparagao
de Argatroban®.

Outras funcionalizagbes importantes das piperidinas sdo aquelas baseadas em reacdes de
oxidacdo. As oxidacdes alilicas de enaminas e derivados, particularmente de estruturas piperidinicas, séo

de especial interesse porque levam a preparacdo de enamindis e enaminonas (B-acil enaminas). Embora



seja amplamente conhecida a oxidacgdo alilica de estruturas olefinicas mediante diversos métodos,** as
abordagens recentemente reportadas na literatura sobre oxidacdo alilica de enaminas ciclicas de seis
membros é escassa. As enaminonas sdo utilizadas como intermediarios sintéticos altamente versateis
para a construgdo de estruturas piperidinicas.*® Similar ao caso das enamidas, a quimica das enaminonas
é relevante para o quimico sintético por causa da sua estabilidade e reatividade, que as posiciona entre
as amidas (pouco reativas e estaveis) e as enaminas (reativas e instaveis). Por exemplo, em contraste com
enaminas simples, as enaminonas n&o sofrem decomposicao através de rotas oxidativas ou hidroliticas.*®
Essa propriedade faz delas compostos faceis de isolar. Além do mais, esses compostos sdo de interesse
no setor farmacéutico sendo utilizados como anticonvulsionantes e moduladores de Pgp

(Poliglicoproteinas).*"48

Doyle e colaboradores reportaram em 2017 uma nova estratégia para a funcionalizacdo de
enamidas ciclicas via oxidacéo alilica promovida por TBHP em presenca de um catalisador de rédio
(dirddiocaprolactamato, esquema 14).4® Outros catalisadores metalicos foram utilizados na oxidagdo de
enamidas para comparacdo. Dentre eles, Rho(oct)s, Rha(OAc)s, Pd(OH)2/K2COs, Co(AcO)..4H20,

iodano tert-butil peroxido e Cul. No entanto, o melhor rendimento alcancado foi utilizando o Rhz(cap)a.

T-HYDRO (5equiv)
N R RH,(cap),(0.25 mol%) (o) N R N
' ~/ (o)
N‘R1 NaOAc (0.5 equiv) N‘R1 /R\h‘R‘\—
DCM (0.27 M), rt 7\
52-76% yield Rh,(cap),
R!'=COOR? Ts

Esquema 14 — Oxidagao alilica de enamidas catalisada por TBHP e Rhy(cap)s+ de Doyle et. al.

Os derivados halogenados de tetraidropiridinas podem ser utilizados como precursores de
produtos naturais bioativos, por exemplo os seus brometos vinilicos e alilicos.®® Em 2010, Occhiato e
colaboradores preparam alcoois derivados de (a) e (b) atraves de uma sequéncia de uma bromacao alilica
catalitica com AIBN e NBS seguida de uma hidrolise assistida por ZnCl, em acetona aquosa® (esquema
15).
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Esquema 15 — Oxidagao alilica de enecarbamatos por Occhiato et al.

As metodologias de sintese envolvendo funcionalizacdo de piperidinas sdo variadas, e incluem
tanto abordagens assimétricas quanto ndo assimétricas, além de precisar, em numerosas ocasides, do uso
de catalisadores para atingirem bons rendimentos de reacdo. Além do mais, abordagens quimio
enzimaticas assimétricas também foram recentemente publicadas para a oxidagao alilica de piperidinas
fusionadas com anéis aromaticos. Chen e colaboradores (2017) desenvolveram um sistema biocatalitico
tipo cascata que envolve reacdes de hidroxilacdo assimétrica e oxidacOes diastereosseletivas a partir de
(+/-)-tetraidroquinolinas 2-substituidas. As biotransformac6es foram promovidas por Rhodococus equi
ZMU-LK19 (esquema 16). °> O autor também reportou em 2014 uma outra metodologia régio e
enantiosseletiva de hidroxilcdo benzilica empregando Pseudomonas Pleccoglossicidas. Com isso, 0

grupo sintetizou tetraidroquinolin-4-ol e tetraidro-1H-benzo[b]Jazepin-5-ol quirais.>®

H Rhodococcus equi
N“ R DMSO PBS "R
H

30°C, pH=7, 24h

Esquema 16 — Hidroxilagao benzilica promovida por Rhodococcus equi ZMU-LK19 de Chen et al.

Embora exista uma grande diversidade de métodos para a sintese assimétrica de piperidinas
substituidas necessarias para a preparacgéo e desenvolvimento de estruturas bioativas, a maior parte desses
envolvem o uso de catalisadores metalicos, solventes tdxicos, multiplas etapas reacionais trabalhosas,

reagentes com pouca disponibilidade ou de alto custo. Somado a isso, muitos deles frequentemente
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requerem purificacdes previas de reagentes e solventes, condigdes de baixa (inclusive nula) umidade ou
uso de atmosfera inerte dentro do sistema reacional. Tudo isso dificulta o processo de preparacéo desses

compostos e como consequéncia, gera um impacto negativo no custo do produto desejado.

Nesse contexto, existe um crescente interesse pela utilizagdo de metodologias limpas, que possam
ser seguidas em condic¢des brandas, com alta eficiéncia e gerando a menor quantidade possivel de
subprodutos téxicos. Com isso, a utilizacdo de sistemas bioquimicos vem se destacando em sintese
organica, especialmente no uso e desenvolvimento de estratégias quimio enzimaticas, com a
utilizacdo de enzimas ou micro-organismos que sejam capazes de substituir alguns reagentes quimicos

usuais de toxicidade maior.

A biocatélise é uma ferramenta biotecnoldgica poderosa usada para promover a transformacao
de compostos organicos em aproveitamento da alta seletividade das enzimas. Elas séo catalisadores
biodegradaveis que podem ser isolados de fontes renovaveis (bactérias, fungos, plantas, leveduras). Seu

uso adequado faz da biocatalise uma estratégia sintética verde. >+

15 RESOLUGAO CINETICA ENZIMATICA (RCE) DE COMPOSTOS NITROGENADOS E O
USO DA CAL-B COMO BIOCATALISADOR.

Em termos gerais, dentro do ramo da quimica organica, a palavra resolucédo refere-se ao uso de
compostos enantiopuros que permitem a separacdo dos componentes de um racemato em seus dois
entantibmeros. A ideia chave do processo de resolucdo é a unido de dois centros estereogénicos de
maneira que eles possam interagir entre si, e assim, gerar diastereoisdmeros separaveis a partir dessa
interacdo entre a molécula racémica a ser resolvida e a molécula quiral utilizada como agente de
resolugédo. O procedimento pode ser realizado empregando sais diastereosisomericas, via cromatografia
em coluna contendo uma fase estacionéria quiral, ou através da utilizacdo de outras moléculas quirais em
sua forma enantiopura como as enzimas.?® Dessa forma, quando um substrato racémico é submetido a
hidrolise enzimatica, acontece uma discriminacdo quiral dos diferentes enantidmeros resultado da
quiralidade no sitio ativo da enzima®" As enzimas sdo capazes de selecionar um dos enantiémeros

independentemente do tipo de quiralidade do substrato (pode ser central, axial ou inclusive planar).5®

A Resolucgéo Cinética Enzimatica (RCE) é um método baseado nesse fato, e as lipases (ester
hidrolases de glicerol EC 3.1.1.3) vém sendo os biocatalisadores prediletos para as sinteses que o

utilizam. Segundo Wiktelius, elas sdo as enzimas mais utilizadas para a sintese assimétrica em quimica

40



organica.®® Essa preferéncia de que sdo meritdrias pode ser justificada por diversos motivos. Dentre eles
cabe mencionar sua disponibilidade, custo razoavel na maior parte dos casos, alta estabilidade e
versatilidade de a¢d0.%0% Fazendo parte dessa classe de enzimas, a Candida Antarctica Lipase B (CAL-
B), uma lipase proveniente de fungos da espécie Candida antarctica,*® tém sido a promotora de muitas
biotransformac6es no ramo da biocatélise. Kazlauskas, (2005) afirmou que, dentre as lipases testadas,
essa é o biocatalisador que tém mostrado a mais pronunciada promiscuidade.®? Principalmente, tem agido
como mediadora em resolucdes de alcoois secundarios,®*% aminas,%% di6is®’ e ésteres.®® Em 2013
Huang e Tsai relataram a resolucéo de (R,S)-p-butirolactona mediante uma reacdo de metandlisis com
CAL-B,*° e no mesmo ano, Ostaszewski e colaboradores descreveram a primeira reagdo de Ugi catalisada
por CAL-B.”

Na maioria das resolugdes de alcoois, aminas e derivados, a enzima resolve o substrato racémico
através da acilacdo seletiva de um dos enantidmeros. Um doador de acila, geralmente adicionado em
quantidades equimolares, € utilizado nestes casos. O grupo acila € transferido até o substrato com
intervencdo da enzima. Devido a que este processo de transesterificacdo é totalmente reversivel, ésteres
ou ésteres endlicos altamente ativados sdo usualmente utilizados como doadores de acila para deslocar a

reacdo a formac&o do substrato acilado.’"

A principal diferenca entre a acilacdo enzimatica de alcoois e aminas em solventes organicos é
que os doadores de acila ativados normalmente usados para 0s primeiros (ésteres metilicos e etilicos
halogenados, ésteres de oxima e especialmente ésteres vinilicos) normalmente reagem inclusive na

auséncia do biocatalisador.”

A hidrolise, que € a reacdo natural das lipases, € também bastante empregada para a resolucéo de
misturas racémicas ou a desimetrizacdo de compostos pro-quirais.”* Adicionalmente, nos Gltimos anos,
varios artigos de revisao tém sido publicados mostrando a utilidade de lipases em reacfes de amondlisis
e amindlisis para a sintese de compostos nitrogenados.” "’ Apessar disso, ndo s&o descritas resolugoes
através de hidrdlise de amidas ou enamidas heterociclicas.>® Nesse contexto, é preciso salientar que, até
hoje, ndo existe evidéncia na literatura, de RCE para heterociclos nitrogenados insturados (por exemplo
enamidas), mediada por CAL-B e envolvendo a ligagdo N-C.

Um trabalho recente de resolucdo de aminas primérias é a acilacdo enantiosseletiva de
feniletilaminas, analogos das anfetaminas, promovida por CAL-B, em heptano. Esse foi publicado em
2011 por Guerrero e colaboradores® (esquema 17).
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Esquema 17 — RCE de aminas primarias mediada por CAL-B, de Guerrero et al.

Contudo, um outro exemplo de um trabalho que resulta conveniente destacar nesse ponto, € 0
realizado por Liljeblad e colaboradores em 2010.”® O grupo publicou a RCE do (+/-)-metil piperidina-2
carboxilato, catalisada por CAL-A, através de N-acilacdo (esquema 18). Além disso, reportaram outras
hidrdlises enzimaticas da ligagcdo amida para alguns a-acil-N-aminoécidos.

PrCO,CH,CF
) |
H

CO,M 7
Me caLa TBME N COMe N~ >CO,Me

Esquema 18 — RCE de (+/-)-metil piperidina-2 carboxilato promovida por CAL-A de Liljeblad.

Em 2008, Cativiela, Gotor e colaboradores também aplicaram RCE mediada por lipases para

atingir a resolucio da metil indolina-2-carboxilato via N-acilacio em TBME'® (esquema 19).

o Lipases
I S ®R)
COMe + po g NF —> COZMe @ nCO,Me
N TBME
30 °C, 250 rpm

(

Esquema 19 — RCE da metil indolina 2-carboxilato de Gotor et. al.
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No entanto, as informacgdes disponiveis na literatura mostram que a maior parte dos
procedimentos de RCE efetuados em compostos nitrogenados dependem de grupos ester ou &cool
formando parte da estrutura do substrato. Como exemplo pode ser mencionada a acetilacdo
enantiosseletiva da dimetil 4-hidroxi-5,6-diidropiridina-1,2(4H)-dicarboxilato realizada por Occhiato e
colaboradores em 2010.°! CAL-B e PS Amano “IM” geraram resultados satisfatorios para essa
biotransformacdo em solventes organicos (esquema 20). Essa é uma das poucas RCE aplicadas a

derivados de enaminas ciclicas de seis membros.

X
R
— > +
HO” NZ “co,Me 30°C | HO™ \Z “co,Me
’;l COZMe
¢o,Me
(a) (S)-a

Esquema 20 — Acetilagao enantiosseletiva de 4-hidroxi-5,6-diidropiridina-1,2(4H)-dicarboxilato de
Occhiato et al.

Outros exemplos usando lipases incluem a esterificacdo do alcool em (R,S)-N-(tert-
butoxicarbonil)-3-hidroximetilpiperidina em tolueno (2001)%° e diversas resolugdes em dgua ou solventes
organicos aplicadas em moléculas precursoras da Paroxetina, publicadas por Guisan, Fernandez-
LaFuente e colaboradores durante os primeiros anos da década de 2000. Essas ultimas resolugdes

ocorrem de igual maneira como resultado de esterificaces no grupo alcool das estruturas de partida.®*-
84

1.5.1 Consideragdes gerais das rea¢tes mediadas por enzimas, RCE e o papel da CAL-B como

biocatalisador.

Em uma reacdo enzimatica de primera ordem, onde o substrato liga-se ao sitio ativo da enzima,
a velocidade da reacdo, como uma funcdo da concentracdo do substrato [S] estd descrita por uma
hiperbola rectangular. Para valores altos de [S], a velocidade de reacdo, v, € igual a velocidade maxima

(Vmax), ou seja, que v esta apenas limitada pelas condic¢des reacionais (pH, temperatura, forca iénica),
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e pela quantidade de enzima presente. Em outras palavras, v se torna independente de [S], o que descreve
a cinética da reagdo como de ordem zero. Nessas condi¢des, a velocidade da reacdo depende diretamente

da concentracdo da enzima. Esse fenémeno é chamado de efeito de saturacéo.

P—
2 sitio%

|
/

P
substrato
r
[ Enzima/

Concentragéo do substrato, [S]

H,0

Figura 9 — Curva de saturacao de uma reagao enzimatica, para um substrato. Adaptado de .

A cinética das reacdes enzimaticas foi inicialmente explicada pela teoria geral de acdo enzimatica,
proposta por Lenore Michaelis e Maud Menten em 1913.% A teoria é baseada no fato de que a enzima,
E, e o substrato, S, se associam reversivelmente para formar um complexo enzima-substrato, ES. A
equacdo de Michaelis-Menten expressa que a velocidade instantanea, v, de uma reagéo catalisada por
uma enzima, é determinada por duas constantes, Km (a constante de Michaelis Menten), e Vmax, € pela

concentracio do substrato nesse instante.®

VinlS]

Ty

Equagao 1 — Equagao de Michaelis-Menten.

A RCE é um processo baseado em velocidades de reacdo diferentes para dois enantidmeros na
presenca de um catalisador quiral. Essa diferenca de velocidades se deve ao favorecimento de um dos
enantidmeros respeito ao outro, em sua condigdo de substratos para a determinada enzima. A quiralidade
dos aminoacidos que comp&em a estrutura desses biocatalisadores € a razdo desse fendmeno ser possivel

de acontecer. Apesar do método ser possuidor de numerosas vantagens, a sua principal desvantagem é o
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rendimento limitado que pode ser atingido com seu uso. Pela natureza do processo, cada enantibmero
pode ser obtido com um rendimento maximo de 50 %. Com a finalidade de superar essa limitante,
metodologias modificadas como a resolucdo cinética dindmica quimio enzimatica (DKR) tém sido

desenvolvidas e a sua aplicagdo continua em assenso.®*

X
R1"}< .. X
rapido Ryt
Lty Pt hidrolase
planode’,-—‘ It
simetria ~~"""TTTTTT
R1“K lento R1,,K
R, X EE— R, X
substrato racémico enantiomeros
separaveis

Esquema 21 — Processo de diferenciacao enantiomérica na RCE.

As reacdes hidroliticas em solucgdes aquosas podem ser consideradas completamente irreversiveis
devido a alta presenca de “concentracdo” de 4gua presente (55.5 mol/L). Assumindo inhibi¢do enzimaética
desprezivel, ambos enantidmeros do substrato estdo competindo livremente pelo sitio ativo da enzima.
Considerando isso, se diz que a cinética de Michaelis-Menten poderia, em efeito, descrever a reagdo

nessas condicdes.*®

A pureza Gptica de cada composto do produto bruto da resolucao (substrato e produto de reacéo)
pode ser descrita fazendo referéncia ao excesso enantiomérico (e.e.). Esse é definido como o excesso de
um enantibmero respeito ao outro, expressado como percentagem total. Um excesso enantiomérico de

88% significa um 94% do enantibmero “correto” e um 6% do “errado”.

* 100, paraR>S

Figura 10 — Definigdo matematica de excesso enantiomérico (e.e.) 8
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A rotacdo Optica é o angulo ao qual o plano de polarizacdo é rotado enquanto a luz polarizada
passa através de uma amostra contendo moléculas oticamente ativas. Para uma solu¢do da amostra

oticamente ativa, é utilizada a bastante conhecida expressdo matematica de Biot:

100 o
Ic

) =

Figura 11 — Expressdao matematica da rotagao especifica.

Na figura 11,

[o] ™\ = rotagdo especifica a uma dada temperatura e comprimento de onda
a = rotacdo Optica em graus (o0 angulo de rotacdo observado).

T = temperatura em °C

A = comprimento de onda (lampada de sodio, 589 nm)

| = caminho da célula, em decimetros

¢ = concentragdo em gramas por 100 mL de solugdo a temperatura T.%’

CAL-B

A estrutura tridimensional da CAL-B (Candida antartica lipase, fracdo B, figura 12) é
conhecida desde 1994, quando foi elucidada por cristalografia de raios X.% Isso permitiu uma melhor
compreensdo dos mecanismos de catalise onde ela participa. A enzima pertence a classe de serina
hidrolases, e 0 mecanismo catalitico para essa classe de enzimas tém sido o foco de diversos estudos,
pelo que hoje € bastante compreendido.®® Um desses estudos se realizou para as reagdes com alcoois
secundarios, onde se confirma que esta lipase realiza uma acilagdo preferencial em um dos
enantidbmeros através de uma triade catalitica constituida por residuos de trés aminoacidos:

Aspartato  (Aspisz), Histidina (Histz2s) e Serina (Seris)®, estabilizados mediante pontes de
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hidrogénio (figura 13). Inclusive a sua atividade nativa (hidrdlise de lipideos) é mediada por essa
triada catalitica, e o intermediério acil-enzima é estabilizado pela formagdo da “cavidade de
oxianion”.! A figura 14 mostra a interagdo do sitio ativo da CAL-B com o &lcool secundario 3-metil-
2-butil octanoato, resultado de um estudo dindmico molecular da estrutura da enantiosseletividade da

enzima realizado por Hult e colaboradores (2000).%°

Estrutura secundaria (por cores)

ROSA = Hélice alfa
AMARELO = folhas beta
AZUL E BRANCO = "random coils"
Aspectos moleculares
Peso total = 33482.65
contagem de atomos = 2352

contagem de residuos = 317
cadeias proteicas =1

o-H..
IS
10s U His?24
Ser N
H
0...0
Asp'®7

Figura 13 — Triada catalitica da CAL-B.
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Figura 14 — Representacao molecular de superficie da cavidade do sitio ativo da CAL-B.

A cavidade de oxianion da CAL-B esta formada pelos prétons do esqueleto principal dos residuos
Thr40 e GIn106, e a cadeia lateral de Thr40.% No ciclo catalitico, (esquema 22) o primeiro substrato é
reversivelmente complexado a enzima livre, formando o complexo de Michaelis-Menten, ES (etapa A
no esquema). Logo do correto posicionamento do substrato, um ataque nucleofilico da Ser105 no grupo
carbonila do substrato toma lugar (etapa B) e um primeiro intermediario tetraédrico é formado. Neste
intermediario, a carga negativa no oxigénio do substrato inicial é estabilizada por trés pontes de
hidrogénio com a cavidade de oxianion, entanto que a carga positiva em Hi224 ¢ estabilizada por sua
interacdo com Aspl87 (etapa C). Subsequentemente a forma protonada de His224 é transferida ao
oxigénio alquil do substrato (etapa D) e o grupo alcool (Produto 1) do residuo é liberado da enzima (etapa
E). Como resultado disso, se forma uma ligacdo covalente no intermediario acil-enzima (E*) ao termo
da etapa de acilacdo. Seguidamente, o intermediario acil-enzima é deacilado por um novo substrato
nucleofilico, que geralmente é agua, um alcool ou uma amina (etapa F). Um segundo intermediario
tetraédrico é entdo formado pelo ataque nucleofilico ao grupo carbonila do complexo acil-enzima.
Durante este processo, o préton é transferido desde o nucleofilo até His224, e as cargas positivas e
negativas sao novamente estabilizadas. Logo disso, o proton é transferido desde Hi224 até o alquil
oxigénio da Ser105 entanto que ele recupera a ligagdo do grupo carbonila do substrato ligado. Como
resultado, um complexo ES com ligagdo fraca é formado, e a enzima livre (E) € regenerada depois de ter

liberado o produto, fechando-se assim o ciclo (etapas G,H e 1).%

fFonte: (Hult, Fransson e Raza, 2001)%°
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SUBSTRATO

Esquema 22 — Mecanismo catalitico da CAL-B, mostrando um éster genérico como substrato.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de uma nova metodologia quimo enzimatica para a preparacdo de

piperidinas enantioméricamente puras.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) A preparacdo das enamidas heterociclicas 1-(3,4-diidropiridin-1(2H)-il)etanona e 1-
(4-metil-3,4-diidropiridin-1(2H)-yl)etanona na sua forma racémica, e a suas iminas
correspondentes, as quais serdo utilizadas como substratos nos testes de oxidacéo e/ou resolucéo

cinética enzimatica.

b) A aplicacdo das técnicas de resolucdo cinética enzimatica nos substratos preparados
(enamidas e iminas) e otimizacdo de condig¢des reacionais, com o fim da obtencdo de blocos de

construcao enantioenriquecidos.

c) Realizacdo de estudos de oxidacdo das enamidas obtidas visando a geracdo de

intermediarios sintéticos e blocos de construcao funcionalizados no anel piperidinico.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PREPARACAO DAS ENAMIDAS RACEMICAS

Os esforcos iniciais foram direcionados a preparagdo das enamidas 4a: 1-(3,4-
diidropiridin-1(2H)-il)etanona e 4b: 1-(4-metil-3,4-diidropiridin-1(2H)-il)etanona (figura 15)

na sua forma racémica.

o o
Y Y
N N
I |
4a 4b

Figura 15 — Enamidas preparadas e caracterizadas neste trabalho.

Para isso, foram utilizadas metodologias ja descritas na literatura,®®* com algumas
modifica¢es, testadas anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa e outras para fins especificos
deste trabalho. A sintese das enamidas consistiu na conversdo das piperidinas correspondentes
em N-cloraminas através da sua oxidacdo com uma solucdo aquosa de hipoclorito de sodio 0.3
M (&gua sanitaria), em um sistema bifasico com diclorometano como solvente da fase organica
(esquema 23, i). O precursor N-clorado assim formado, foi em seguida submetido a uma
desidrohalogenacdo na presenca de metoxido de potassio, gerado a partir dissolucdo de
hidroxido de potéassio em metanol (ii). Dessa forma, a imina gerada foi posteriormente acetilada
com anidrido acético, levando a formacdo da enamida ciclica correspondente (iii) (esquema
23).



. o R 29 eq [0}
H agua sanitaria cl 3eq anidrido Y
N_ (NaOCI 0.3 M) N. KOH/MetOH N\ N R acético N
—_— —_— Q o N U —_— | R= a=H
bem b =CH3
R R R R

1a-b 2a-b 3a-b 4a-b
i 3a=76,27% 4a="77,06%
Rendimento 3b=83,77% 4b =83,34%

isolado

Esquema 23 — Metodologia utilizada para a sintese das enamidas 4a-4c.

As reacdes de formacdo dos compostos 4a e 4b foram acompanhadas por CCD, GC-
FID e GC-MS. As placas de CCD foram reveladas com vapores de iodo e queimadas em
vanilina. Os compostos isolados apos purificacdo em coluna de silica foram caracterizados por
RMN !H, e 3C. Os espectros obtidos serdo discutidos a seguir.

Nas figuras 16 e 18 encontram-se, respectivamente, os espectros de RMN H e 13C da
enamida 4a, cuja sintese teve como principal objetivo servir como modelo e precursor para a

preparacdo de outras enamidas.
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Figura 16 — Espectro de RMN 'H para 4a, e ampliagdo dos sinais. CDCI3, 300 MHz.

Para ambos espectros, tanto o de hidrogénio quanto o de carbono, é possivel observar
duplicagdo de alguns sinais. Isso se deve ao fato da existéncia de rotameros em solucdo, para

essa molécula. Isto € resultado da rotacdo restrita em torno da ligacdo N-C provocada pelo seu



carater de dupla ligagdo parcial. Assim, no espectro de RMN H para 4a, (sinais ¢ e ¢’,figura
16) se observam dois simpletos de diferentes intensidades com um deslocamento quimico de
2.14 e 2.15 ppm, correspondentes aos protons ligados ao carbono alfa do grupo acetila. Cada
um desses sinais representa um rotdmero. De maneira similar, em 3.58 e 3.69 ppm tém dois
sinais gerados pelos prétons d’ e d, sendo diferenciados os rotdmetros pelo uso do apostrofo na
letra que designa o préton em questdo. Para cada rotamero, os prétons “d” acoplam de forma
vicinal com os dois prétons “a”, pelo que se esperaria a observacdo de um tripleto se os
hidrogénios fossem quimicamente equivalentes. Porém, o desdobramento do sinal aparece com
um grau maior de complexidade por causa dos prétons serem enantiotopicos. Logo, a situacédo
dos prétons “a” e “b” pode ser explicada sob a utilizacdo do mesmo principio, j& que eles
também sdo enantiotdpicos. Para os prétons “a” (1.67-1.90 ppm) o padrdo é um multipleto
produto dos varios acoplamentos com os diferentes protons “d”, “b” e ainda o acoplamento
geminal entre eles. O sinal dos prétons “b” (2.05-2.11 ppm) também aparece desdobrado na
forma de um multipleto devido aos acoplamentos vicinais com os protons “a”, o préton “e”, o
acoplamento geminal e ainda o acoplamento alilico com Hf. Esses protons “b” estdo mais
desblindados que os prétons “a” devido a proximidade com os elétrons pi da ligacao dupla.
Além do mais, € possivel observar os sinais dos diferentes rotdmeros parcialmente superpostos

nestes Gltimos casos.

Finalmente, os protons “e” e “f” geram sinais diferentes provenientes do seu ambiente
eletrénico diferenciado. E possivel observar que H¢ acopla vicinalmente com trés hidrogénios
diferentes. No entanto, como resultado da provavel proximidade entre os valores das constantes
de acomplamento entre H® e os H°, da para apreciar a aparicdo de um dubleto de tripletos,
parcialmente sobrepostos, para cada rotamero (4.94-4.99 e 5.04-5.09 ppm). Por outra parte, 0
sinal do proton “f” reflete o acoplamento forte com H€, para o que se espera um tripleto. Embora
possa ser esperado um tripleto um pouco mais complexo pela possibilidade de acoplamentos
alilicos, o sinal aparece como um tripleto simples, provando que esse ndo é forte o suficiente

neste caso especifico.

Do RMN *H também se determinou a razdo dos rotdmeros em equilibrio como 2.4:1 e
2.3 :1 para 4a e 4b respectivamente (figura 17).
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Figura 17 — Determinacao da proporgao das concentragdes dos rotdmeros para 4a e 4b.
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Figura 18 — Espectro de '3C RMN para 4a. CDCls, 75 MHz.

Do espectro de RMN *3C para 4a (figura 18) identificou-se o grupo carbonila de cada
conférmero através dos sinais dos carbonos “g”. A baixa intensidade desses é caracteristica de
carbonos terciarios e o seu deslocamento quimico na regido tipica de C=0 (167.7 e 168.0 ppm)
confirma que se trata desse grupo funcional, que ademais € o carbono mais desblindado da
molécula por causa do efeito indutivo causado pelo oxigénio eletronegativo. Os carbonos “f” e

“@” ressoam na regido esperada para carbonos com hibridizagdo sp? (123.8 /125.7 ppm e

108.1/108.4 ppm).

Os espectros de RMN H e 13C para a enamida 4b apresentam-se nas figuras 19 e 20,

respectivamente.

E importante ressaltar do espectro do préton da figura 19, as diferencas que surgem por
causa da aparicdo do grupo metila no carbono 4. Em 6 1.03 ppm se observa um sinal que deve
corresponder a dois dupletos sobrepostos. Os prétons acoplam vicinalmente apenas com HP,

pelo que a multiplicidade do sinal esperado é um dupleto. Contudo, a existéncia dos rotdmeros
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em solucdo produz duplicacdo do sinal, embora a nuvem eletronica que rodeia os protons seja
tdo pouco afetada pela rotacdo do grupo acetila que provoque que os deslocamentos quimicos
sejam quase idénticos. A atribuicdo dos protons “a” e “b” foi feita levando em consideracdo as
integracdes dos sinais. A quantidade de protons do sinal para H° (1.37-1.57 ppm), de acordo
com as integrac@es calculadas, deve ser a mesma que para cada um dos sinais dos prétons “a”
(1.87-2.01/2.28-2.36). Isso indica que esses ultimos devem ser o dobro dos primeiros, o que de
fato acontece pois temos quatro hidrogénios “a” (dois para cada rotamero) e apenas dois do tipo

“b” (um para cada rotamero).
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Seguindo as mesmas condic¢des, tentou-se sintetizar uma nova enamida, até entdo ndo
reportada na literatura, partindo da 4-hidroxi piperidina. Devido a quantidade limitada desse
reagente, e apesar dos testes terem sido efetuados em uma escala menor que a usual, foi possivel
obter suficiente produto para verificar sua estrutura apenas via GC-MS. O espectro gerado do
GC-MS é um indicativo de que o produto 1-acetil-1,2,3,4-tetrahidropiridin-4-il acetato (4c),

pode ter sido formado (figura 21).
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Data File q0507-20r

Comments Jenny - Prof. Jefferson (DQF) / Dissolv. em 1 mL de Acetato de Etila e depois diluda 5x (in). manual), a
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Figura 21 — Cromatograma de GC-MS para o produto reacional, 4c. Método VOLATEIS (pag.
149).

O sinal referente ao composto 4c pdde ser observado via GC-MS, com o aparecimento
do pico em 19.88 minutos. A fragmentacdo referente ao composto de interesse esta ampliada
na figura 22. O pico em m/z = 140.21 proviria da segmentacédo alpha da ligacdo O-C do grupo
éster (figura 23a), e poderiam se esperar fragmentos produto da quebra da ligacdo N-C de

fragmentos residuais (figura 23b).
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Figura 22 — Espectro de GC-MS para o produto 4c.

Fragmento: C;H;(NO;’ Fragmento: C,H;0°
Massa exacta: 140.07 Massa exacta: 43.02
’ Q
o. OH
(0] . .
Fragmento: C,H;0" Fragmento: CsHgNO
Massa exacta: 43.02 Massa exacta: 98.06
a b

Figura 23 — Alguns fragmentos esperados do composto 4c, e suas respectivas massas.

3.1.1 Identificagdo de um subproduto da reacao de formagéo de 4a

Embora esta rota sintética relativamente simples para a geracao de iminas e enamidas
ciclicas tenha sido reportada, existem muitas variagdes da mesma, e poucas piperidinas tém
sido utilizadas como substratos. Além disso, pouco se conhece acerca dos aspectos

experimentais dessa sequéncia de reacdes e a influéncia das condi¢bes para formagdo do
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produto desejado, o rendimento isolado da enamida e/ou dos subprodutos de reacdo. Foi entéo
que surgiu a necessidade de estuda-la um pouco mais detalhadamente, devido em parte, a
impossibilidade de reproduzir as condi¢des ja conhecidas com exatiddo e também a obtencao
de resultados inesperados durante a modificacdo de certas condic¢Ges, 0s quais consideramos

uma boa oportunidade para o surgimento de novas descobertas.

Durante as primeiras tentativas para sintetizar 4a, quando a etapa de desidrohalogenacéo
em DCM foi conduzida durante uma hora em 25°C e num sistema semi aberto a atmosfera, se
observou que a reacdo ndo ocorreu de maneira completa. Assim, o produto dessa reacéo
continuava com presenca de espécies cloradas, o que foi visto através de CCD. No entanto,
ignorando isso, se prosseguiu com a etapa de acetilacdo do produto formado sem prévia
extracdo. Para isso se adicionou anidrido acético seguido por trietilamina numa proporc¢do molar
de 1:2 e a reagéo deixou-se acontecer em DCM durante uma hora, em 25 °C. Ao acompanhar a
reacdo atraves de CCD, se observou a formacdo de um produto diferente da enamida esperada.
Através de uma analise de GC-MS do produto bruto, foi possivel detectar a presenca de duas
espécies maioritarias: a cloramina (2a), e o novo composto (5a). Além disso a enamida 4a
estava presente em baixa concentracdo. A cloramina foi separada da mistura atraves de
cristalizacdo esponténea de cloridrato de piperidina. Assim, foi isolado através de coluna de
silica durante a purificacdo de 4a, embora desconhecido. A sua detec¢do foi realizada mediante
0 célculo do seu valor de Rf e seus dados de GC-MS. Uma nova analise através de GC-FID
(figura 25) dos dois produtos obtidos em dias diferentes confirmou que se tratava do mesmo
composto. O espectro de massas para 5a mostra algumas fragmentacGes caracteristicas de 4a
mas sugere a perda de uma molécula de agua. Os espectros de RMN *H e 3C e GC-MS (pags.
141 e 146) indicam a auséncia de dupla ligacdo no anel e sustentam a possivel presenca de um
grupo OH na estrutura da molécula. Considerando estas informacdes, espera-se que a estrutura

de 5a seja a que se mostra na figura 24.
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Figura 24 — Provavel estrutura para o subproduto da reagao de formagao da enamida 4a.

E importante salientar, que 5a, apos ser filtrado em coluna de silica gel para tentar

purifica-lo e tentar obter um espectro de RMN mais limpo dele, transformou-se na enamida 4a.

Esse resultado pode se referir a desidratacdo acida da molécula 5a por acédo da silica.
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Figura 25 — Comparagao dos tempos de reteng¢ao (por GC-FID) da enamida 4a e seu subproduto
isolado, com provavel estrutura de 5a. *Coluna de fase estacionaria nao quiral. Método C (pag.

152).
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32 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS IMINAS CICLICAS 2345-
TETRAHIDROPIRIDINA (3A) E 4-METIL-2,3,4,5-TETRAHIDROPIRIDINA (3B).

As iminas 3a e 3b foram preparadas como mostrado no esquema 23 e isoladas em forma
de trimeros, induzindo a sua cristalizacdo em DCM. Em ambos os casos, solidos amarelos com
aparéncia cerosa, que posteriormente formam cristais longos de aparente baixo ponto de fuséo

foram obtidos.

A formacgéo dos produtos 3a e 3b foi detectada por CCD, GC-FID e GC-MS, e a
caracterizagdo das iminas foi feita através de RMN (*H, 13C, péags. 125-128).

O trimero simétrico de 3ai, que cristaliza na forma de a-tripiperideina®°" pode ser

identificado através da comparagao dos espectros de RMN *H e *C com dados da literatura.>%%
(pég. 125)

Quando o trimero 3ai foi recristalizado em acetona, em uma tentativa de obté-lo com
uma pureza maior, os espectros de *H e 13C do sélido cristalino e amorfo, de cor amarelo palido
revelaram a formacdao do trimero assimétrico, o seu regioisdmero 3aii, ja identificado antes por
outros grupos de pequisa,®”*® e denominado isotripiperideina, que possui uma maior
estabilidade (esquema 24). A parte soluvel em acetona (a qual compbs a maior parte) foi
separada do solvente sob pressdo reduzida e o 6leo amarelo escuro e viscoso resultante

correspondeu também a estrutura da isotriperidineina, 3aii. (pag. 126).

y - =g
O = IO = X0

MM: 83.13 MMt: 249.39 MM: 249.39

2,3,4,5,-tetraidropiridina

3a Tripiperideina 3ai Isotripiperideina 3aii

mais estavel

Esquema 24 — Imina 3a em equilibrio com seu trimero 3ai e subsequente isomerizagdo do
trimero para a sua forma mais estavel, 3aii.%’
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O trimero de 3bi foi obtido de uma maneira similar ao seu homologo 3ai, mostrando
propriedades fisicas parecidas: cristais amarelos e opacos, com baixo ponto de fusédo, e cuja
caracterizacgéo foi conduzida RMN (*H e 13C, pags. 127-128). A reagdo de formac&o dessa imina

também foi acompanhada utilizando as técnicas de CCD, GC-FID e GC-MS.
3.3 SINTESEE CARATERIZAC}AO DE N-CLORAMINAS CICLICAS

Como j& foi mencionado em paréagrafos anteriores, as cloraminas 2a e 2b foram
utilizadas como intermediarios de reacdo das enamidas 4a e 4b. No entanto, visando a
preparacdo de novas vinilamidas para trabalhos futuros, decidiu-se testar a mesma metodologia
para a preparacdo de N-cloraminas a partir de outras aminas ciclicas disponiveis no nosso

laboratdrio. Os resultados sdo apresentados na seguinte tabela.

Tabela 1— Preparagao e identificagao de algumas N-cloraminas ciclicas.

" codiao Estrutura/Massa Rendimento Observacées
Y molecular (g/mol) isolado(%)? ¢
(.:' Oleo amarelo que formou cristais
N
grandes e incolores quando exposto a
1 2a 14.42b o )
atmosfera do laboratério durante mais
1-cloropiperidina
MM: 119.59 de 24 horas.
Cl
|
N
Cristais amarelos de baixo ponto de
2 2b Q 37.12° ]
fuséo.
1-cloro-4-metilpiperidina
MM: 133.62
cl
N
Oleo amarelo que se tornou marrom
3 2C 30.25 depois de alguns dias armazenado em -
OH
15 °C.
1-cloropiperidin-4-ol
MM: 135.59
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cl

N

[ j Sélido fino, amarelo claro, opaco,
4 2d N 74.46 pouco soltvel em DCM e totalmente
(o] . )
sollvel em agua.
1,4-dicloropiperazine
MM: 155.03

Cristais amarelados e transltcidos de

ol
N
D
f z-0

10.72 baixo ponto de fusdo, com aspecto de
1-chloro-3-metilpiperidina gel.
MM: 133.62
cl, )
N Oleo amarelo que se tornou marrom
6 2f O 25.7 depois de alguns dias armazenado em -
1-cloropirrolidina 15 C.
MM: 105.57
cl
\
N
7 29 O 80.02 Liquido amarelo com partes sélidas.
1-cloroazepane
MM: 133.62

Cristais amarelos de baixo ponto de
74.94 fusdo e odor caracteristico da amina de

oo

N

=
€ ;z—g

1-cloro-2-etilpiperidina partida. GC-FID na pag. 136.
MM: 147.65

*Espectros de GC-MS nas pags. 129-135.
aRefere-se a evaporacdo completa do solvente deixando o residuo cru.

bOs rendimentos isolados dessas cloraminas ndo refletem o alto rendimento da reagdo. Ver
rendimentos dos seus produtos de desidrocloracao 3a e 3b no esquema 23.

Cabe destacar, a observacdo de que as N-cloraminas 2a, 2c e 2f degradam com

facilidade quando armazenadas sem solvente. O composto 2a, quando mantido em contato com
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a atmosfera do laboratorio durante 4 dias formou lentamente grandes cristais de piperidina
clorhidrato, 2ai (pags. 130-131), que foram isolados facilmente do éleo (que se tornou marrom)
por intermédio de uma lavagem com acetona a temperatura ambiente. Os compostos 2c e 2f
mudam paulatinamente a sua cor ate se tornar um éleo marrom de alta viscosidade e com menor
solubilidade em solventes organicos. Os produtos de degradacéo destas duas Gltimas cloraminas

ndo foram identificados.

Como consequéncia da instabilidade de algumas cloraminas e sua elevada volatilidade,
tornou-se um desafio conhecer o rendimento real dos compostos clorados. Como exemplo, pode
ser feita uma comparacdo das entradas 1 e 4 da tabela 1. As notaveis diferencas entre os
rendimentos isolados das cloraminas (2a = 14.42% e 2d =74.46%) podem ser explicadas
considerando as diferencas entre os pontos de ebulicdo entre elas. O composto 2d € um sélido
a temperatura ambiente, entanto que 2a se apresenta como um liquido de alta volatilidade, o
que pdde ter levado a perda significativa de produto quando evaporado a vacuo. Os rendimentos
isolados totais das iminas 3a (76.27%) e 3b (83.77%) sé&o um claro indicativo de que a
conversao da piperidina de partida deve ser quase completa, o que também foi possivel
confirmar através de CCD, e que deve entdo existir uma perda significativa de produto durante
a vaporizacdo do solvente, especialmente quando se trabalha com pequenas quantidades (< 5

mmol).

3.4 RESOLUCAO CINETICA ENZIMATICA
3.4.1 Resolucdo cinética enzimatica de (+/-)-1-(4-metil-3,4-diidropiridin-1(2H)-
il)ethanona, 4b.

A enamida (+/-)-1-(4-metil-3,4-diidropiridin-1(2H)-il)etanona, (+/-)-4b, foi empregada
como substrato em estudos de hidrolise enzimética visando a preparagdo da imina 4-metil-

2,3,4,5-tetraidropiridina, 3b, em sua forma enantioenriquecida.*

t Ensaios de rotacdo optica em Anexos, sec¢do 0
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o CAL-B o
condigoes
I —_— | + ~
* *
(+/-)-4b (+)-4b (+)-3b

Esquema 25 — Resolugdo cinética enzimatica de (+/-)-4b promovida por CAL-B.

Para isso, inicialmente testou-se a quimioseletividade da enzima utilizando uma mistura
de (+/-)-1-(4-metil-3,4-diidropiridin-1(2H)-il)etanona, (+/-)-4b, e o seu analogo, a amida 1-(4-
metilpiperidin-1-il)etanona, como substratos. O resultado foi que a CAL-B ndo mostrou
nenhum tipo de enantiosseletividade frente & amida, mas sim frente a enamida. 1sso nos
confirma a quimiosseletividade da rea¢ao nas condigdes testadas e nos leva a pensar que a dupla

ligacdo cumpre uma funcéo esencial na atividade catalitica da CAL-B (figura 26).

srelo s, Tme 1401 inten 30,053
4.04
N RT=18.3 min
. a) antes da resolugédo
enamida 4b em RT = 18.3 I
204 ‘ ‘ - H
amida 1-(4-metilpiperidin-1-iljetanona em RT = 19.7 min ‘[ “ RT =19.7 min
1.04 ‘ [4
‘ i J i J\
0.0l | AN ST B! Lot O iy i N Nosl
Ux0C000) Time 4393 nten 58277
RT=18.3 min
2.04 N
b) depois da resolugdo
1.04 |
| RT=19.7min

Figura 26 — Ensaio de quimiosseletividade para a CAL-B respeito a enamida 4b. Condigoes:
solvente Pi 8, 35 °C, 4 dias de resolu¢ao, RPM 150. Escala 10 mg de mistura, 5 mg de CAL-B, 1
mL de solvente. Enzima CAL-B Novozym® 435.

Outro teste inicial foi feito com a finalidade de confirmar a participacdo da CAL-B sobre

a transformacao quimica mostrada no esquema 25. Para isto, colocou-se o substrato nas mesmas



condicdes iniciais do experimento de quimiosseletividade, mas na ausencia da enzima e em
condicbes alcalinas (Pi 9) para descartar hidrélise bésica do substrato. Nao observou-se
consumo do substrato nestas condic¢@es, 0 que nos indica que a acao da enzima € necessaria para

a reacdo de hidrolise tomar lugar nessas condicoes.

Tendo realizado os experimentos iniciais, ensaios de otimizacdo das condi¢Oes para a
reacao enzimatica foram realizados. Os estudos envolveram a andlise da influéncia de diversos
fatores sobre a seletividade da enzima, como triagem de solvente, pH, co-solventes, tempo
reacional, concentragdo do substrato, propor¢do enzima/substrato, temperatura e tipos de
lipases.

Os resultados da otimizacdo de algumas condicBes sdo mostrados na tabela 2 a seguir.
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Tabela 2 — Otimizacao de condigoes da resolugao cinética enzimatica de 4b mediada por CAL-B:
estudo da influéncia do solvente, pH, tempo de resolugao e proporgao de enzima/substrato no
excesso enantiomérico do substrato.

Solvente/Sistema de Excesso enantiomérico de 4b (%)

i solventes 1dia 2 dias 3 dias 4 dias 5 dias
1 Agua destilada 09.472 08.67% 5.232 8.18? -

2 Hexano 19.40° 56.67° - - -

3 THF 04.85° - - 19.68° -

4 Acetonitrila 06.94° - - 03.80° -

5 Etanol/Pi 7- 1:1 viv 07.112 - - - -

6 Metanol/Pi 7- 1:1 viv 02.922 - - - -

7 | DCM/Pi7-1:14 viv 10.50¢ - - - -

8 | Etanol/Pi 7- 1:14 viv 10.05¢

9 | Glicerol/Pi7-1:1vlv 19.50¢ - - - -
10| THF/Pi7-1:14 viv 12.62¢ - - - -
11 Pi 7.0 17.8° 13.22 17.8a 13.792 -
12 Pi 8.0 42.66° - - 88.54° -
13 Pi 8.0 - - - 86.00° -
14 Pi 4.0 04.79° - - - -
15 Pi 5.0 26.80° - 48.96° - -
16 Pi 6.0 38.19¢ - 56.93¢ - -
17 Pi 6.5 47.12¢ 53.64¢ 60.82¢ 63.86° 45.23¢
18 Pi 7.0 52.79¢ 65.02¢ 66.48° 67.99¢ 55.23¢
19 Pi 7.5 42.21° 65.48° 64.95° 69.13° -
20 Pi 8.0 50.60¢ 52.88¢ 68.05° 71.15° 73.02¢
21 Pi 8.5 15.75° - 40.56° - -
22 Pi 9.0 19.71° - - - -

*Dias = tempo de reacéo

*O substrato é (+/-)-4b e a enzima utilizada em todas as reagdes foi CAL-B (Novozym® 435)
*Todas as reacdes foram efetuadas em 35 °C, com rpm em torno de 150 no agitador elétrico.
aEscala 9 mg de 4b, 30 mg de CAL-B, 1 mL de solvente (E:S = 3:1)




b Escala 200 mg de 4b, 100 mg de CAL-B, 20 mL de solvente (E:S = 1:2)
¢ Escala 10 mg de 4b, 10 mg de CAL-B, 1 mL de solvente (E:S = 1:1)
dEscala 7 mg de 4b, 7 mg de CAL-B, 1 mL de solvente (E:S = 1:1)

¢ Escala 20 mg de 4b, 10 mg de CAL-B, 2 mL de solvente (E:S = 1:2)

Da tabela 2, as condigdes que foram escolhidas para se manter durante o seguimento

dos estudos de otimizacdo sdo:
Solvente: tampéo Pi 8

Tempo de reacdo: 4 dias

3.4.1.1 Estudo das concentracdes

Para continuar, decidiu-se fazer um estudo das quantidades relativas e concentragdes do
substrato e a enzima na reagéo, e assim, determinar a melhor propor¢éo enzima/substrato (E:S)
e concentracdo do substrato a utilizar para continuar a otimizagdo. A Unica temperatura até
entdo testada nos experimentos fora 35 °C, e, embora 0s excessos enantioméricos resultaram
satisfatorios mantendo o sistema nessas condic¢des, considerou-se necessario determinar até que
ponto mudangas pequenas de temperatura poderiam influenciar a seletividade da CAL-B,
quando as concentracBes do substrato e enzima também sdo variaveis. Assim, 0s novos testes

foram conduzidos em duas temperaturas: 35 °C e 30 °C.

Nenhum dos excessos enantioméricos observados foi considerado aceitavel quando a
proporcao enzima/substrato foi de 3:1. Por outro lado, a utilizagdo da mesma concentragédo para
4b e CAL-B forneceu resultados satisfatorios, relativos a seletividade da reacdo (tabela 1). Esses
resultados nos deram indicios para hipotetizar que melhores resultados poderiam ser obtidos se
0 substrato estivesse em uma concentragcdo maior que a da enzima. Sendo assim, foram testadas
diferentes concentragdes de 4b para uma E:S determinada, que permitissem a escolha da melhor

concentragdo de enzima e substrato a utilizar (tabela 3).
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Tabela 3 — Estimagao da dependéncia do excesso enantiomérico de 4b respeito as quantidades
de substrato e enzima apds 4 dias de resolugao enzimatica mediada por CAL-B em Pi 8 e em
diferentes temperaturas.

Concentracéo do Excesso enantiomérico / E:S
# substrato
(mg/mL) 30°C 35 °C
1 2 - 46.19/1:2
2 3.33 - 60.28/1:2
3 5 70.2/1:1 75.24/1:2
4 7.5 60.80/1:3 -
5 10 82.64/1:2 86.00/1:2
70.50/1:3 82.82/1:3
6 15 79.33/1:3 -
7 20 81.61/1:4 -
8 25 78.47/1:5 -
9 30 78.91/1:3 -

Para determinar se existe uma relagdo entre as concentragdes iniciais do substrato, a
temperatura e a proporcao E:S, com a seletividade da reacdo, alguns dados da tabela 3 foram
tracados em gréaficos (figuras 27 e 28). Na figura 27 se apresenta a dependéncia do e.e. de 4b e
com a sua concentracéo inicial, para duas temperaturas (30 °C e 35 °C), e diferentes proporgdes
E:S. Se olhar o padrdo das curvas, é possivel identificar como, até certo limite, a seletividade
da reacdo (e.e. de 4b) incrementa com o aumento na concentracao inicial do substrato, 4b. Esse
limite de concentracgdo parece ser de 15 mg/mL para 30 °C, E:S 3:1. Daqui, pode ser inferido
que para a combinagéo de condicdes (35 °C, E:S=1:2) existe um limite de concentragéo a partir
do qual a seletividade ndo melhoraria. No grafico € possivel identificar que é este ponto que
representa a melhor combinacdo de temperatura e proporcéo E:S para otimizar a seletividade
dareacdo. Embora as proporg0es E:S utilizadas nos experimentos ndo fossem correspondentes,
é possivel observar que quando os testes sdo realizados em 35°C e com uma proporcao E:S de
1:2, a seletividade da reacdo é favorecida, e 0 comportamento da curva sugere que € possivel
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chegar num maior valor méximo de e.e. para 4b, se comparado com as outras condi¢des testadas
(30° e E:S = 1:3). Com base nesses dados, espera-se um maior valor de e.e. utilizando valores
de concentragdes iniciais, para 4b, dentro da faixa de 10-20 mg/mL, nessas melhores condigoes.
Com todos esses dados disponiveis, é possivel inferir que a proporcdo E:S, a concentracéo
inicial de 4b e a temperatura séo fatores que influenciam a seletividade da reagéo. Isto concorda
com o comportamento de uma reacdo enzimatica que segue a cinética de Michaelis-Menten.
Em este tipo de reacGes, na etapa inicial, reacao é de ordem zero, pois a velocidade de reacéo,V,
é linearmente proporcional a concentragdo do substrato, [S]. Na medida que a reacdo avanca,
guando se chega ao chamado ponto de saturacéo da enzima, a reacdo comeca a se mostrar de
primeira ordem. Isto ¢, V ndo é mais dependente de [S]. E exatamente isso que observamos na
figura 27. A comparacdo torna-se interesante porque isso pode ser um indicativo do tipo de

ligacdo entre nosso substrato, 4b, e a enzima CAL-B, além da cinética de nossa reacéo.
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Figura 27 — Dependéncia do e.e. com a concentragado de 4b.

Para indagar mais um pouco no assunto, torna-se interessante a analise da dependéncia
da proporc¢édo E:S e a temperatura com o e.e. de 4b. Na figura 28 pode se apreciar que existe
uma proporgao E:S otima de 1:2 para ambas temperaturas. Ademais, se observa novamente o
favorecimento do e.e. de 4b na maior temperatura (35 °C). Embora as concentracdes iniciais de
4b utilizadas nesses experimentos variaram, € interessante salientar que o comportamento das

curvas é similar para ambas temperaturas.
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Figura 28 — Excesso enantiomérico de 4b versus a razao substrato/enzima (4b/CALB) em
massa.

Desses experimentos decidiu-se continuar com os testes de otimizacdo de condigdes
utilizando uma proporcédo E:S de 1:2, em escala de 10 mg/mL de substrato 4b e 5 mg/mL de
enzima CAL-B (o minimo necessario para otimizar o custo-beneficio do estudo). A

temperatura de 35 °C continuou a ser a escolhida para a realizagao dos testes.

3.4.1.2 Triagem de temperaturas

Como resultado dos estudos de concentracdes, foi possivel identificar 10 mg/mL para
4b e 5 mg/mL para CAL-B como as concentracfes mais adequadas para otimizar a temperatura
da reacdo. As condicdes de solvente (Pi 8) e tempo de resolucédo de 4 dias foram mantidas. A
agitacdo também foi mantida constante durante todos os experimentos e a enzima utilizada
continuou a ser CAL-B imobilizada (Novozym® 435). Dessa forma, foi feita uma triagem de
temperaturas para as melhores condicOes até entédo testadas para a reagdo em questdo. Devido a
que os resultados mostraram que a escala ndo afeta significativamente a seletividade da reacéo,
alguns testes conduzidos em diferentes escalas foram levados em consideracdo, mantendo as

concentragdes do substrato de enzima constantes e iguais a 10 e 5 mg/mL respectivamente. Os
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resultados s&o mostrados na figura 28 e as especificacoes das escalas utilizadas séo apresentadas

na tabela 4. Para cada temperatura, os valores de e.e. foram determinados apenas em um

experimento sO. Os resultados ndo correspondem a médias de diversas repeticoes.

Excesso enantiomérico de 4b
(%)
~
o

20

25

25,69.96

30

Temperatura de reacéo (°C)

37,59.34
40, 53.03

35 40 45

Figura 29 — Dependéncia da seletividade da reagao de hidrdlise de 4b mediada pela enzima
CAL-B, com a temperatura de reacao, apds 4 dias de resolugao.

Tabela 4 — Escalas utilizadas nos testes para a triagem de temperaturas.

# Temperatura Yoee mg de 4b /Eriza!iilgg\if-ag?:mL de Pi 8
1 25 69.96 10.00/5.00/1.00

2 30 81.41 40.00/20.00/4.00

3 35 86.00 20.00/10.00/2.00

4 37 59.34 10.00/5.00/1.00

5 40 53.03 10.00/5.00/1.00

*Condi¢Bes: solvente: Pi 8, tempo de reacao = 4 dias, RPM em torno de 150, substrato (+/-)-
4b, enzima CAL-B (Novozym® 435).

Da equacéo de Arrhenius (equagéo 2) sabemos que a temperatura influi na constante de

velocidade de uma reacdo (k).% Dai, se espera que ao aumentar a temperatura da reacéo T,



exista um aumento exponencial do valor da constante de velocidade da reacéo, e por tanto da
velocidade da mesma. Se a cinética de cada um dos enantidbmeros é diferenciada, e se
considerarmos a possibilidade de que as constantes de velocidade de cada um deles se comporte
de maneira diferente com as mudancas de temperatura, entdo poderia se esperar que pequenos
aumentos de temperatura dentro de uma faixa restrita (menor a 37 °C) possam aumentar a
velocidade de reacé@o para um enantibmero em detrimento do outro. Isso entdo poderia ser uma
causa do aumento do valor do e.e. com o incremento da temperatura na faixa 25-35 °C da figura

29. No entanto, a explicacao desse fendbmeno poderia ser um pouco mais complexa do que isso.

—E,
k=A(e “/rr)

Equagao 2 — Equacao de Arrhenius; onde k=constante de velocidade da rea¢ao; A = frequéncia
das colisdes moleculares; E, = energia de ativagao requerida (J/mol); R = constante dos gases
(8,314 JImol K), T = temperatura em K.

A dependencia da enantiosseletividade de reacdes enzimaticas com a temperatura ja foi
demonstrada pela primeira vez em 1989.1% Existem varios estudos que tentam determinar a
influencia da temperatura na enantiosseletividade de reacdes enzimaticas,*! e especificamente
na resolucdo de misturas racémicas. Como resultado desses estudos, em geral, baixas
temperaturas tendem a aumentar a enantiosseletividade, por consideracdes termodinamicas.*%
No entanto, nem todos os resultados séo coerentes com essa tendencia. Tém se observado
diminuicdes, aumentos e ndo dependencia da enantiosseletividade com a temperatura da
reacdo.'%? Isso é resultado da relacdo do valor da razdo enantiomérica (E) com a diferenca na
energia livre de ativacdo (AAG?), e por sua vez, a dependéncia desta ultima com as diferencas
de entalpia e entropia de ativacdo, e a temperatura,’®® como mostrado na equagio 3. E bem
sabido também que outros fatores como o solvente e o pH influenciam na enantiosseletividade

enzimatica, e que, também podem afectar os efeitos da temperatura no sistema.*%
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AAG* = —RTLnE = AAH* — TAAS*

Equagao 3 — Correlagao entre a diferenga de energia livre de ativagao, as diferengas de entalpia
e entropia de ativacao, a temperatura e a razao enantiomérica.

E possivel que existam outros fatores que interferem com a enantiosseletividade, e por
tanto, causam uma diminuicdo nos valores de e.e. do substrato residual 4b (figura 29). Alguns
destes fatores poderiam incluir a estabilidade térmica da CAL-B, que em meio aquoso ja tem
apresentado diminuicdo da atividade por causa de denaturizacdo da estrutura proteinica em
temperaturas iguais ou maiores a 40 °C.1%1% Com isso, resulta interessante comparar esses
dados com os resultados dos experimentos apresentados neste trabalho, onde foi determinada
uma temperatura 6tima de 35 °C para garantir a maxima enantiosseletividade da reacdo, e que
também poderia se encontrar relacionada com a velocidade da reacao enzimatica, como foi visto
na figura 27, que segue um padrdo que lembra da cinética de Michaelis-Menten. Sob as
condicdes utilizadas nos experimentos, e para temperaturas maiores a 37 °C, a CAL-B
provavelmente comeca a sofrer mudangas conformacionais que causam uma diminuigdo da

atividade, o que esta evidenciado pela diminuicdo drastica do valor do e.e. de 4b na figura 29.

3.4.1.3 Comparacdo da atividade de outras lipases com a CAL-B.

Com a finalidade de acrescentar os estudos de condi¢es da RCE de 4b, foi feita uma
triagem de lipases nas condic¢des otimizadas. Os resultados dos excessos enantioméricos de 4b
sdo apresentados na tabela 5. Destes estudos pdde-se confirmar a seletividade diferenciada da
CAL-B na reacdo de hidrdlise (figura 30), se comparada com as outras lipases testadas. Dos
resultados, nenhuma das lipases (dentre elas, duas imobilizadas), mostrou melhor seletividade
para a reacdo do que CAL-B. Alem disso, nenhuma delas pareceu ter consumido o substrato
em algum grau (figura 31).

Tabela 5 — Comparagao da agdo da CAL-B com outras lipases nas melhores condi¢oes
encontradas para a reagao, apos 1 e 4 dias de resolugao.

%ee de 4b

# Lipase

1 dia 4 dias
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1 CAL-B? 42.66° 88.54°
5 Amano lipase g from P.en|C|II|um 05,64 07,62
camemberti

Alcaligenes spp lipase (Alphamerix A2 c c
3 AE 011 preparation) 08.89 07.22
4 Pseudomonas lipase TL? 06.70° 06.24°¢
5 Novozyme rm-im? 06.10° 07.26°
6 Candida rugosa lipase (CRL) 06.74° 10.71°

*Condic@es: solvente: Pi 8, tempos de reacdo = 1 dia e 4 dias, RPM em torno de 150,
substrato (+/-)-4b, temperatura 35 °C

aEnzima imobilizada.

bEscala 200 mg de substrato, 100 mg de enzima, 20 mL de solvente.

¢Escala 100 mg de substrato, 50 mg de enzima, 10 mL de solvente
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Figura 30 — Determinacao do excesso enantiomérico (ee = 88.54%) do substrato 4b depois de 4
dias de resolugao cinética enzimatica, nas condigdes otimizadas: 200 mg de 4b, 100 mg de CAL-
B, 20 mL de Pi 8, 35 °C e RPM = 150. *Coluna de fase estacionaria quiral, Método A (pag. 150).
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Figura 31 — Cromatogramas de GC-FID para os testes de RCE de 4b com diferentes lipases, nas

condigdes otimizadas. *Coluna quiral, Método A (pag. 150).
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3.4.1.4 Deteccdo do produto de resolucéo

Devido a dificuldade para identificar o produto da resolucéo através de GC-FID (figura 32) e
GC-MS, foi preciso procurar outras técnicas que permitissem confirmar a formacédo da imina
3b.

4 uV(x100,000

Time 27.016 Inten. 15,632]

3.04
N RT =3.5 min

zni Q

a)

(+/-)-4b e
s RT=19.53 min [Ij } b)
0.0 e

uVx1 0

0,000)
Chromatogfam Time 18.367 Inten 7810
(+)-4b TD
) RT =19.53 min
5.0
ee = 88% [IJ C)
Tempo de resolugdo = 4 dias

10,0t

T T T T — -
25 50 75 100 125 150 175 200 25 min

Figura 32 — Acompanhamento da resolug¢ao via GC-FID: a) padrao de 3b; b) padrao racémico de
4b; c) produto da resolugao extraido com DCM/acetato de etila aos 4 dias de reagao, nas
condigdes otimizadas. *Coluna quiral, Método A (pag. 150).

Aproveitando a luminescéncia das iminas 3a e 3b, foi possivel realizar um acompanhamento
da formacdo de 3b depois da resolucdo cinética enzimatica da enamida 4b por meio da
comparacao visual da luminescéncia de 4b, baixo luz UV (ndo detectavel ao olho nu), 3b (ativo)
e 0 produto de resolucdo (ativo) (figura 33). Aqui, foi possivel inferir a formacdo da imina como

produto da hidrélise enzimatica.



Padroes Produto de resolugao
e)
B e
P -
|
(+)-4b -
ee = 88.54%
g

Figura 33 — Detecgao do produto de resolugao: a) 4b baixo luz UV (inativa); b) 3b baixo luz UV
(ativa), c) separagao por coluna de uma mistura de 3b e 4b baixo luz UV. A imina luminescente
3b é retida na silica mais fortemente; d) CCD de 4b e 3b, respectivamente, baixo luz UV
(esquerda) e logo com revelador de iodo (direita). A enamida é invisivel ao olho nu baixo a
irradiagdo da luz UV; d) CCD do produto de resolucao revelado com vapores de iodo e vanilina
antes e apds a separagao e identificagdo dos componentes maioritarios. *CCD com placa de
silica e fase movel Hexano/Acetato de etila 1:1.

Para tentar melhorar a compreenséo do fato da imina nao poder ser observada como produto de
resolucdo através de GC, foi efetuado um experimento com o padrdo racémico de 3b, que
consistiu em coloca-lo nas as mesmas condi¢fes otimizadas para a resolucdo de 4b, e observar
se ele era consumido durante a reacdo. Como pode ser observado na figura 34, a aliquota que
foi tomada ap6s 24 horas mostra o pico esperado com o tempo de retencdo do padréo da figura
32 (a) (3.5 min), e inclusive gerando um pico largo como é carateristico dos compostos com
capacidade de formar pontes de hidrogénio, dentro dos quais se encontram as iminas. Apos 4
dias de reacgéo, parece ter sido consumida, embora ndo completamente, e sem formacéo aparente
de nenhum outro composto. Este fato pode servir como fundamento numa tentativa de explicar

a auséncia do pico da imina 3b no produto de resolucio. E provavel que a imina esteja sofrendo

81



hidrélise lenta nas condicGes da reacdo para formar o aminoaldeido correspondente. Devido ao
baixo ponto de ebulicdo desse, ndo poderia ser observado com essa rampa de temperaturas. Em
adicdo, ja foi percebido que o fator resposta de 3b € menor do que para a enamida 4b, o substrato
da resolucdo. O testes na auséncia e presenca de CAL-B da figura 34 sugerem que a enzima

ndo é capaz de hidrolisar a imina nas condi¢fes usadas.

Time 25723 Inten 310,281

IMINE WITH CAL-B in Pi 8 —

24 HORAS' ' ' ' o]

T T T T T T
Time 14176 Tten 375,724
25 1
IMINE in Pi &
——
0.0 1
T T T T T T T T T T T T q
0

Time 28.414 Inten. 389,302

IMINE with CAL-B in Pi 8 —

— in |
uVix100,000) ‘ ' ' ‘ ‘ ‘ 4 DIAS ' ' ' ' -
Time Inten.
UO‘J_L\ Imine in Pi & —_— 1
I E

2.5

7s B e 10.0 128 120 178 200 s 280 s 3t0 min |

Figura 34 — Monitoramento da imina nas condi¢des otimizadas de resolugao, sem e com
enzima. *Coluna fase estacionaria quiral, Método A (pag. 150).

O mecanismo catalitico proposto para a reacao de hidrolise da enamida 4b catalisado pela CAL-
B é mostrado no esquema 26. Apds a formacdo do complexo enzima-substrato, E-S, se espera
um ataque nucleofilico ao grupo carbonila da enamida 4b, por parte do residuo de aminoacido
Ser105. Este ataque é facilitado pela acdo como base geral de Bronsted-Lowry da His224 ao
aceitar o préton do grupo OH da Ser105 (etapa A). Na seguinte etapa (etapa B), se espera a
formacdo do intermediario tetraédrico estabilizado pela cavidade de oxianion como resultado
da etapa anterior. Este intermediario pode colapsar por causa da captacdo do proton da His224
pelo par de elétrons desemparelhados do nitrogénio no intermediario tetraédrido (etapa C),
liberando assim o produto de hidrolise (a imina 3b, produto 1, etapa D), e, depois de
subsequentes ataques nucleofilicos (por moléculas de agua, alcoois ou aminas) no grupo

carbonila do complexo acil-enzima, a provavel liberagdo de outros produtos secundarios.
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Esquema 26 — Mecanismo catalitico proposto para a reagao de hidrélise enzimatica da enamida
4b mediada pela CAL-B.

3.4.2 Testes de resolucdo cinética enzimatica para 4-metil-2,3,4,5-tetrahidropiridina

(3b) sob as condicbes otimizadas com 4b.

A imina 4-metil-2,3,4,5-tetrahidropiridina, 3b, foi utilizada como substrato para tentar
realizar uma RCE através da sua acetilacdo enantiosseletiva. Para estes experimentos o
substrato foi utilizado na sua forma de trimero (sélido) e dissolvido diretamente no solvente.
Logo, o doador de acila foi adicionado e seguido da enzima, nas quantidades descritas na tabela
6, onde sdo descritas as observac@es feitas pois foi possivel observar mudancas relativamente

rapidas depois de misturar os reagentes.



N CAL-B

—>
Doador de acila
3 condigdes
3b
MM: 97.16

Tabela 6 — Testes de acetilagao para 3b, com CAL-B, nas condig¢oes otimizadas com 4b

# Solvente Doador de acila Observagoes

1| Acetato de etila/Pi 7 Acetato de etila | Ap0s 24 horas, a cor amarela se tornou

4:1 um pouco mais intensa e escura.

2 Acetato de etila Acetato de vinila Depois de uma hora a cor mudou de
amarelo claro para amarelo laranja cada
vez mais intenso. As 24 horas a cor se

tornou marrom avermelhado.

3 Acetonitrila Acetato de vinila | Depois de uma hora a cor comegou se
tornar vermelho escuro. As 24 horas de
reagao virou marrom escuro com

formacéo de precipitado da mesma cor.

4 Hexano Acetato de vinila | Depois de aproximadamente 10 minutos
a cor amarela se intensificou. As 24
horas de reagéo se formou uma segunda
fase com aparéncia de 6leo marrom. A
fase do hexano permaneceu marrom

clara.

Condicdes: 200 mg de 3b (pesado em forma de trimero), 300 mg de CAL-B, 35 °C, rpm = 150, 1.2 eq

de doador de acila (exceto para acetato de etila que esteve em excesso), 20 mL de solvente.

Na figura 35 se apresentam alguns cromatogramas de GC-FID para algumas entradas

da tabela 6. Ao acompanhar as reacOes, para nenhuma delas foi observada a formacéo da



enamida, 4b. No entanto, em todos os casos, 0 reagente de partida, 3b, foi consumida
completamente para dar surgimento a um novo composto. Comparando rapidamente 0s tempos
de retencéo e considerando propriedades fisicas observadas, esse composto parece ser 0 mesmo
para todos os casos excetuando a acetilacdo sem acetato de vinila efetuada em acetato de etila
(entrada 1 da tabela 6). Nenhum dos produtos das reacGes pode ser identificado ainda, mas
espera-se que sejam produtos de adicdo ao carbono de C=N e um produto de acetilacdo,

respectivamente.

Apesar de ter se usado uma coluna de fase estacionéria quiral para a resolucéo, nao se
observou separacdo enantiomérica para nenhum dos casos o que pode indicar que a reacao ndo
é enantiosseletiva. Porém, das informacdes coletadas, é possivel sugerir que a reacdo é
catalisada por CAL-B nessas condicdes, pois a imina 3b sempre se observou estavel em acetato
de etila a temperatura ambiente. Estudos associados estdo sendo realizados atualmente no nosso
grupo de pesquisa.

W (x1,000,000)
Chromatogram Time Inten
1.09 RT = 28.44 min 5
i
0.5 Llj a)
0
T in,
UV (100,000}
Time Inten.
25
"
RT = 12.49 min [Ij b]
0 D,k‘ﬁ—LW——-—__AJ\R
T T T T T T T —
UV (x100,000)
Time 27655 Inten 54.508|
5.0
ZE_’\_Jk RT =5.71 min C]
0.0
T min.
UV (100,000}
Time 25403 Tnter. 29,457
5.0 a
J\ RT = 5.18 min d)
0.
50 10.0 125 175 20,0 22 280 275 min
| _ —l

Figura 35 — Para a tabela 6: a) Padrao racémico de 4b, b) padrao de 3b; c¢) produto de reagao
Entrada 2; d) produto de reagdo Entrada 1. *Coluna quiral. Método B (Anexo 0).
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3.5 TESTES DE OXIDACAO

Com a finalidade de preparar novas enamidas como substratos para resolucéo cinética
enzimatica e, em um inicio, visando a sintese de enamidas ciclicas 4-substituidas, 0 composto
1-(3,4-diidropiridin-1(2H)-il)etanona, 4a, foi sujeito a testes de oxidagdo em uma tentativa de

preparar 4-Bromo e 4-hidroxi vinilamidas e/ou enaminonas ciclicas de seis membros.

i : -
H K '
H H : '
' H H
H H H :
v : H H
. H kK i :
4a 5 | H . 7 Estrutura mais .
h J
“ N . a provavel K
\‘ . A R
3 o . 8a o
. . . 5
. B . R
. K O R
. e . L

Produtos desejados Produtos obtidos

\?0
N NBS i/ N
| _— |
DCM \ Br

4b 7b

<

Obtido

(ainda sem caracterizar)
Foram realizados diversos testes variando o agente oxidante, com base em condigdes
reportadas na literatura para oxidacdo alilica de uma grande variedade de compostos ciclicos e
heterociclicos.*+197-110 As reacbes foram acompanhadas via GC-MS e os resultados com as

condicdes correspondentes para cada reacdo se detalham na tabela 7.
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Tabela 7 — Testes de oxidacao para gerar enaminonas e enaminoéis piperidinicos a partir de 4b

# quggnte Condicbes Resultados GC-MS
inicial
0.5eq CuBr A enamida foi consumida.
2eq TBHP ~ .
1 4a Formacdao de um novo pico com
Tolueno mJz 105 (néo identificado)
Calor (50 °C)
0.5eq CuBr Apenas a enamida foi consumida.
4 eq UHP x e - P
Né&o foi possivel identificar a
2 4a Benzeno N ;
formac&o de um novo pico.
Refluxo
4eqPCC
4eq TBHP Consumiu todo. Mesmo pico m/z
3 4a Tolueno _ g e
o = 105 formado (ndo identificado)
25°C
0.23 eq CuBr N&o consumiu toda a enamida
2 eq H202 Novos picos ndo identificados em
4 4a O, em excesso RT = 16.30 min; m/z =141
DCM RT = 17.34 min; m/z = 189
25 °C
DCM +
5 4a complexo de Consumiu todo. Mesmo pico m/z
cobre* + O, = 105 formado (ndo identificado)
25 °C
0.4 eq SeO>
6 4a 0.4 eq TBHP Novo pico em 11.95 m/z = 129
25°C
0.4 & Se0; Né&o consumiu toda a enamida.
! 4a Dioxano Formou mistura complexa
25 °C - refluxo P
4a 4.3 eq Se0? Mistura complexa
8 Dioxano/agua
Cicloexeno refluxo Mistura complexa

aComplexo previamente preparado no grupo utilizando N1,N1,N2,N2-tetrametiletano-1,2-diamina e

CuCl> em DCM.

3.5.1 Testes de bromacéo para 4ae 4b

Devido aos teste de oxidagdo direta com oxigénio, da enamida 4a (tabela 7) nédo ter

levado a formacdo de um Unico produto de oxidagdo, decidiu-se por testes de bromacdo da
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enamida 4a na posicdo alilica. As condic¢des usadas foram adaptadas de bromacoes alilicas ja
reportadas na literatura.>>!* Os resultados sdo mostrados a seguir, na tabela 8.

Tabela 8 — Testes de bromacao para 4a

.......... NBS NBS
\N?O condigoes \?0 condi¢des \?0
N N
| -
Q. O = O
___________ Br
7a* 4a 6a
MM: 204.06 MM: 125.17 MM: 204.06
Produto %Rendime Produto %Rendime
Condigdes identificado nto Condigdes? identific nto
total® ado total®
AIBN, NBS
CCI4/CHCI3 A'EE)'\&\'}'BS
9:1 7a - 25 °oC 7a 44,19
25°C 5h
5h
AIBN, NBS
Acetato de Ta+ DNCI?I\S/I
etila subprodut - 95 °C 7a 56.49
25°C 0S Ah
5h
AIBN, NBS
AIBN, NBS Rzgt::l(i:al(?éo Ta+
Acetorlltrlla 7a ) UVA/UVC outros 24,14
25°C Temperatra produto
5h ambiente S
24 h
AIBN, NBS
AIBN, NBS CCl4
Benzeno Refluxo
25 °C fa - hv = 589 nm a 56.23
5h 3h

*Caracterizacdo de 7a por RMN e GC-MS em pag. 137.




Na tabela 8 se observa que nenhum dos testes levou a formagdo do brometo alilico
esperado, 6a. Em seu lugar, todos geraram o brometo vinilico, 7a. Apenas as rea¢cdes em acetato
de etila (entrada 2) e a que foi irradiada com luz UV (entrada 7) geraram subprodutos
apreciaveis. A reacdo da entrada 8 na tabela foi a mais limpa, e o produto p6de ser caracterizado
apos extracao e concentracdo, sem purificacdo posterior. A figura 35 mostra 0 acompanhamento
das reacOes das entradas 1-4 via GC-FID e na figura 36 é possivel observar a formacédo de 7a e
0 consumo do reagente de partida 4a, em todos 0s casos.

Figura 36 — Para a Error! Reference source not found.. Acompanhamento da reag¢ao para a f
ormagao do produto 7a (28.6 min), para quatro solventes, na ordem de cima para baixo: DCM,
Acetato de etila , CCI4/CHCI3 9:1, acetonitrila, benzeno. *Coluna nao quiral.
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Figura 37 — Observagao do produto 7a para quatro das reagoes da Tabela 8: a) Padrao de 4a; b)
Item 8; c) Item 5; d) Item 7; e) Item 6. *Coluna nao quiral. Método C.

Esses resultados poderiam indicar que o AIBN néo teve participacdo nessas condigdes
reacionais. Como consequéncia, se fizeram testes para determinar se 7a poderia ser preparado
apenas com NBS, & 25 °C em DCM. Os testes foram conduzidos com 4a e 4b. Porém, apenas
foi possivel acompanhar a reacdo da formacéo de 7b (esquema 27 e figura 38) pois o0 primeiro

teste para a formacdo de 7a ndo pdde ser analisado nesse momento devido a problemas técnicos.
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N DCM N
I |
25°C
O =
4b 7b
65.72%
MM: 139.19 MM: 218.09

Estrutura esperada

Esquema 27 — Sintese do brometo vinilico 1-(5-bromo-4-metil-3,4-diidropiridin-1(2H)-il) etanona
(estrutura nao confirmada).

uV(x10,000)

Chromatogram Time: Inten.

RT =954 min
4.0

3.04

o

2.0+

1.0+

0.0+

uV(x10,000)

Time 26334 Inten 43,719|

4.0+

3.0
RT = 14.52 min

2.0 M

Figura 38 — Acompanhamento da rea¢ao para a formagao do composto 7b (esperado). No
cromatograma de cima se observa o pico correspondente ao padrao de 4b. No cromatograma de
baixo é mostrado o pico correspondente ao produto da reagao, apos extragdo. *Coluna nao
quiral, Método C.

3.5.1.1 Testes de bromagéo com cicloexeno para comparagao

Para verificar se as condi¢cfes reacionais da se¢do 3.5.1 eram as corretas para uma
bromacdo alilica padrdo, se fizeram testes com cicloexeno, cuja bromacéo alilica ja foi
reportada por Davies et. al (2008).1* Com isso, cicloexeno foi tratado com NBS baixo algumas

das condigdes utilizadas nos testes com 4a e 4b.
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Tabela 9 — Testes de bromagao com NBS para cicloexeno

NBS
condigdes
o — Q.-
Br
Br
9a 9b 9c
MM: 82.14 MM: 161.04 MM: 161.04
o a Produto %Rendimento
# Condicges identificado total®
AIBN, NBS
DCM/CCls 1:1
1 Refluxo % + 43.12
subprodutos
3h
AIBN, NBS
CCly
Radiacao 9b +9c +
UVA/UVC outros 15.00
Temperatra produtos
ambiente maioritarios
24 h
AIBN, NBS
CClq
Refluxo 9 +
3 hv =589 nm subprodutos 24.84
3h

Como pode ser apreciado na tabela 9 e na figura 39, em efeito, as condigdes ndo foram
as adequadas para promover uma bromac&o na posicao alilica. Embora nenhum dos testes tenha
gerado um produto o suficientemente puro, as analises de GC-FID indicam que o brometo
alilico 9c foi formado apenas baixo a acéo de luz UV. Porém, essa reacdo nédo foi limpa, e gerou
outros produtos em maior proporcdo, provavelmente como resultado de bromagdes

subsequentes no ciclo. Analises de RMN sugerem que nos casos das entradas 1 e 3 da tabela 9
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0 produto formado foi o 2-bromocicloexeno, embora a formagdo de subprodutos impeca a

confirmacéo dessa hipotese.

uV(x10,000}
Chromatagram Time Tnfen
0.0 AT=5.70 min
-1.04 s ﬂ a]
-2.04
u eelin
uV(x10,000)
200 Time Inten.
CLE#
2251 =74 min l b)
250 i M l\_ﬂ R |
T T T T T T T T T T T T T T T =y
uV(x10,000)
-2.04 Time- 20.000- - Inten. ~23,:673]
25 OL RT=7.4min C]
) i i [ U
-3.0H
A
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T =
uV(x10,000}
0.0 Time- 13218 - Inten. 1,874
RT=2.39 min
] O .
203 . RT=4.048 min ]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 2.0 9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 14.0 15.0 16.0 17.0 18.0 19.0 min
| | |

Figura 39 — Testes de bromacgao do cicloexeno da tabela 9: a) Padrao do 3-bromocicloexeno; b)
Item 2 ; c) Item 3; d) Cicloexeno, min 2.39. *Coluna nao quiral, método C.

3.5.2 Teste de hidroxilagdo com cicloexeno

Como reacdo modelo de hidrélise para obter alcoois alilicos, se tratou 3-
bromocicloexeno com NaCOz em acetona aquosa 27%. O produto obtido foi 3-

hidroxicicloexeno, com alta pureza (esquema 28).
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1.94 eq Na,CO;
_— >
Q acetona
aquosa 27%

Br refluxo OH
40 min
9¢c 10a
16.00%
MM: 161.04 MM: 98.14

Esquema 28 — Hidrélise basica do brometo alilico 9¢

3.5.3 Testes de hidroxilacdo para o brometo vinilico 7a

Considerando os resultados na reacdo de hidroxilacdo com cicloexeno, prosseguiu-se
com testes para 7a utilizando acetona aquosa em medio basico. Os resultados apresentam-se na
tabela 10.

Tabela 10 — Testes de hidroxilagao de 7a

o condigdes o]
_—
Lj\Br EIBr
Provavel estrutura
7a 8a
26.73%
MM: 204.06
MM: 222.08
# Condicdes® Produto identificado %Retncg;rlr;ento
1.94 eq Na:CO3
Acetona aquosa 27% . )
1 Nao reagiu -
Refluxo
40 min
2 eq K2COs3
acetona/agua 1:1
2 25 °C 8a
29 h .
2 eq KoCOs 26.73
3 THF/agua 1:1 8a
25°C
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29 h
2 eq Na2COs3
acetona/agua 1:1
25°C
29h
2 eq Na2COs3
THF/4gua 1:1
25°C
29h

8a

8a

bRendimento dos produtos combinados, respeito ao total de moles

de partida (2.4 mmol).

Na tabela 10 se observou, via GC-MS, que ocorre a formacao de um unico produto apés
tratamento do substrato com Na2COs ou K2COs. Na figura 40, se observa o pico referente ao
material de partida dessa reacédo, cujo espectro GC-MS ¢é diferente do produto obtido (figura
41). A partir de anélises de RMN do produto bruto, foi possivel considerar a formacdo de uma

estrutura produto da adicdo do OH a dupla ligacao, 8a.
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099 SM: 3G
RT: 13.91
OY
N
L,
7a
MM: 204.06
RT:7.29 RT: 10.07
555 631 ). 818 894 | 1096 1188 1278 N 1523 1{g08 1724  18.54 1947 20.38
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Time (min)

Figura 40 — Espectro de GC-MS para o composto 7a.*Método padrao

-20.89 SM: 3G
RT: 14.59

Y

N OH
L,

Provavel estrutura

8a
MM: 222.08

RT: 4.68 RT: 13.54 RT: 17.88
JL, 536 6.51 7.32 834 912 RT:1026 12.13 b Ao 1608 4l 20.17
T T T I T T T T T T T T T T T T T T T T

T T 1
6 8 10 12 14 16 18 20
Time (min)

Figura 41 — Espectro de GC-MS para o composto 8a. *Método padrao.
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O estudo referente ao desenvolvimento de uma rota quimioenzimatica para a preparagao
da 1-(4-metil-3,4-diidropiridin-1(2H)-il) etanona, via hidrolise empregando a lipase CAL-B,

mostrou-se eficiente, sendo que o composto foi obtido com boa enantiosseletividade.

Também foi possivel de se preparar oito cloraminas heterociclicas, via metodologia

simples, empregando agua sanitaria em sistema bifasico.

Somado a isso, os estudos visando a funcionalizacéo das piperidinas, levou a formacéo
dos compostos 1-(5-bromo-3,4-diidropiridin-1(2H)-il)etanona e 1-(3-bromo-4-metil-3,4-

diidropiridin-1(2H)-il)etanona, em quatro etapas reacionais.

A realizacdo de estudos de oxidagdo das enamidas deveréa ser continuado, a fim de se obter
novos blocos de construgdo funcionalizados contendo o anel piperidinico. J& os estudos de
triagem enzimatica, devem ser utilizados na resolucdo de outros derivados, contendo diferentes

funcbes no anel piperidinico.

Por fim, como uma nova metodologia de obtencdo de anéis piperidinicos 4-substituidos
estd sendo desenvolvida pelo grupo, a mesma deve ser utilizada para a preparacdo de uma
biblioteca de compostos, onde estes devem ser submetidos a reacdes de resolucdo enzimatica,

empregando as condig¢Oes experimentais obtidas neste trabalho.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Catalise Organica (LCO) do
Departamento de Quimica Fundamental (DQF) e localizado no Centro de Ciéncias Naturais e
exatas (CCNE) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

5.1 INFORMACOES GERAIS

5.1.1 Purificacdo de reagentes e solventes

Os solventes foram utilizados na sua forma comercial, com exceg¢do do n-hexano, que foi

purificado através de destilacéo fraccionada usando uma coluna tipo vigreux.

O cicloexeno utilizado como reagente modelo nos testes de oxidagao foi preparado a partir
da desidratacdo do ciclohexanol em meio &cido (Secéo 5.2.7).

As enzimas usadas nas RCE e piperidinas utilizadas como reagentes de partida foram
obtidas comercialmente através de Sigma-Aldrich LTDA. A CAL-B foi utilizada na sua forma
imobilizada (Novozym® 435).

A agua utilizada para preparar solucdes, fazer diluicbes e extracdes foi previamente

destilada através da destilacdo simples da agua potavel disponivel nas instalacfes do laboratorio.

As solucgdes tampéao (buffer, designadas com o simbolo “Pi” seguido do seu valor de pH)
padrdo utilizadas para a preparacdo dos solventes nos testes de RCE foram adquiridas
comercialmente da CRQS. Foram utilizadas trés solugdes tamp&o (Pi): de pH 7.01, 4.01 e 9.0
(valores correspondentes a uma temperatura de 25 °C). Para a preparagdo dos tampdes de valores
de pH diferentes a esses (pH 5.0 ,6.0, 6.5, 7.5, 6.5, 8.0 e 8.5), se empregou um medidor de pH
eletronico (previamente calibrado com solugdes tampéo padréo diferentes) e com ele, foram feitos
ajustes de pH usando quantidades especificas de Pi 4 (para preparar Pi 5) e Pi 7 (para preparar o
resto das solucbes) com ajuda de solucBes aquosas concentradas de HCI e/ou NaOH, até atingir
0 pH desejado.

§ Sitio web http://www.crgqquimica.com.br/Inicio.aspx
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A trietilamina foi purificada através de destilagdo simples.
Todas as reacOes foram realizadas utilizando vidrarias secas em estufa, a 100 °C.

A N-bromo succinimida (NBS) utilizada nos testes de bromac&o foi purificada através de

recristalizacdo em agua, e o AIBN, através de recristalizacdo em metanol.

Os solventes dos produtos de reacdo foram evaporados a pressao reduzida (usando um
rota-evaporador) e o solvente remanescente foi retirado utilizando bomba de alto vacuo, a menos

que o contrério seja especificado.

A solucdo de agua sanitaria utilizada para a N-cloracdo das piperidinas foi 0.3 M (2.12 %
m/v) em cloro ativo. A concentracdo equivalente em hipoclorito de sédio (NaOCI) desta solugdo
€ 22.04 g/L (3.38 mmol/mL). A determinacdo do teor de cloro ativo foi feita mediante titulacéo
utilizando dicromato de potéassio como padrdo primario e tiossulfato de sdédio como padréo
secundario. A presenca do complexo iodo-amido se usou como indicador do ponto final da

titulacéo.

5.1.2 Informagdes técnicas

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi feita utilizando-se placas de silica-gel
suportadas em aluminio, da Merck., tipo 60 Fzss, com zona de concentracdo 20x2.5 cm.
Hx270296.

A revelagéo das placas de CDD foi conduzida utilizando cdmara de iodo suportado em
silica gel, baseada num processo de impregnacdo em uma solucao de vanilina sulfirica e posterior
queimado. Esta solucéo foi preparada com 2 g de vanilina, 20 mL de H2SO4, 90 mL de EtOH e
90 mL de H20 destilada.

As purificagcbes mediante cromatografia em coluna foram feitas utilizando silica-gel para
cromatografia tipo Flash (tamanho de poro 60 A, tamanho da particula 40-63 pm, 230-400 mesh).
O método foi baseado na descricio de Still e colaboradores.*? Uma excecéo foi a purificacio de

4b. Para melhorar o seu rendimento isolado foi utilizada uma mistura de Al>Os/silica 4:1 em peso.

99



Os espectros de RMN foram adquiridos num espectrometro baseado na transformada de
Fourier, marca Varian® Unity Plus-300 ou VNRMS 400 MHz (Central analitica / DQF - UFPE), &
temperatura ambiente. Em todos os espectros foi utilizado clororférmio deuterado (CDCIs) a
menos que o contrario seja indicado. Os deslocamentos quimicos (8) do CDCls estdo expressos
em ppm, com relagdo ao seu pico residual de *H (5 7.26) e 3C § (77.36 ppm).1** Os valores das
constantes de acoplamento s&o expressos em Hertz (Hz) quando indicados. Os sinais do RMN H
séo descritos como: s (singletos), d (dupletos), t (tripletos), g (quartetos), gt (quintetos), dd (duplo
dupleto), dq (duplo quarteto), m (multipletos), sl (sinal largo). Para a conversdo destes FIDS em
seus respectivos espectros e o tratamento dos dados, foi utilizado o software MestReNova® versao
6.0.0 de MestreLab Research.

As analises de GC-MS realizadas na Central Analiticay/DQF-UFPE foram feitas em um
equipamento de GC de modelo TRACE 1300, acoplado a um espectrédmetro de massas (como
detector) de modelo I1SQ Single Quadrupole MS, ambos de marca Thermo Scientific. A energia de
ionizacdo de operacdo foi de 70 eV, e a coluna utilizada foi TGMS-5 (5% - fenil-metilpolisiloxano),

com espessura de filme 30 m x 0,25 um. O gas de arraste usado foi Hélio 5.0 analitico.

Para GC-MS, os métodos utilizados se detalham em anexos, e sdo indicados no documento
como “Método Padréo” (pag. 148) e “Método volateis” (pag. 149).

Os valores de rotacdo especifica foram adquiridos com um polarimetro P-2000
(Central analiticay DQF-UFPE), usando uma fonte de luz de s6dio em comprimento de onda
589 nm. Cinco ciclos foram utilizados em intervalos de 1 segundo para cada medida. As
amostras foram analisadas como solugdes em concentragéo de 1 w/v % (em metanol) em

uma cubeta de 5 mL.

Os espectros GC-FID foram obtidos em um cromatografo a gas GC- 2010 Plus da
Shimadzu (LCO — DQF — UFPE) com sistema de deteccdo baseado na técnica de ionizacéo
em chamas (FID). O equipamento se utilizou com duas colunas diferentes, sendo necessaria
a troca manual de cada dependendo do tipo de reacdo que devia ser acompanhada. A coluna
utilizada para acompanhar as resolugdes cinéticas enzimaticas estava revestida por uma fase
estacionaria quiral Beta DexTM® 120 (B-Ciclodextrina) de dimensdes 30 m x 0.25 mm x 0.25
pm. O resto das reacOes, principalmente as associadas aos testes de oxidagdo, foram

acompanhadas com a utilizagdo de uma coluna ndo quiral marca Rtx®-1, de dimensdes 30 m
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x 0.25 mm (DI) x 0.25 pm. A fase estacionaria dessa coluna foi composta por 100%
dimetilpolisiloxano.

As condig¢Oes comuns das andlises de GC-FID se detalham a seguir. Modo de inje¢&o:
split. Volume de injecdo: 1.0 uL. Gas de arraste: Nitrogénio. O software GCsolution versado
2.41 foi utilizado para o tratamento e analise de dados dos cromatogramas obtidos. Os excessos
enantioméricos foram determinados através da subtracdo das concentracdes relativas (em %)

calculadas a partir das areas baixo a curva dos picos no cromatograma.

Nos ensaios cromatograficos através de GC-FID foram utilizados diferentes métodos.

Os detalhes sdo mostrados em Anexo, pags 150-152.

Todas as reacBes enzimaticas foram efetuadas no interior de um agitador eléctrico com
capacidade para o controle adequado da temperatura e a rotacdo por minuto (rpm) e sem nenhuma
fonte de radiacdo direta durante o tempo reacional. Os testes feitos em pequena escala foram
conduzidos dentro de recipientes plasticos de eppendorf® descartaveis com capacidade de 2 mL
(7-10 mg de substrato). Para os testes em escala de 20 mg de substrato foram utilizados frascos
ambar de 25 mL de capacidade e os testes em escalas maiores foram realizados em frascos
Erlenmeyer de 125 mL (100-200 mg de substrato) e 250 mL (950 mg de substrato). Todos os
recipientes foram tampados deixando condi¢des para um intercambio da mistura reacional com a

atmosfera exterior.

As reacdes de bromacdo baixo luz UV foram realizadas dentro de uma caixa escura

equipada com uma lampada geradora de radiagdo UVA e UVC.

Os testes de bromacdo baixo a irradiacdo de luz de comprimento de onda de 589 nm foram

realizados com ajuda de uma lampada de sddio conectada a uma fonte de voltagem.

Os compostos foram nomeados de acordo com o software ChemDraw Ultra, versdo 12.0.

5.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os procedimentos experimentais relatados nesta se¢do fazem referéncia aos melhores

resultados obtidos.
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5.2.1 Procedimento geral de sintese das iminas da piperidina (3a e 3b)

Em um bal&o de fundo redondo com capacidade para 500 mL, contendo 50 mmol de
piperidina (4.26 g) dissolvida em 100 mL de DCM (diclorometano), foram adicionados
cuidadosamente e sob agitacdo constante 170 mL de agua sanitaria 2.12% (aproximadamente 50
mmol) a 25 °C. Apds 20 minutos da adi¢do do agente oxidante, a mistura reacional foi separada
em suas duas fases. A fase aquosa foi extraida com DCM (3x 25 mL). As fases organicas foram
combinadas, secas com Na;SOs e com arroz para absorber o Cl> remanescente. O liquido foi
filtrado através de silica gel, com ajuda de DCM para diminuir perda do produto. Uma solucéo
de potassa alcodlica (3 equivalentes) foi preparada (8.42 g, 150 mmol de KOH em 20 mL de
metanol) em um segundo baldo de 250 mL. A solu¢cdo em DCM produto da primeira reagéo foi
vertida lentamente sobre a potassa, em duas por¢@es. Depois da adicdo da primeira porcao, 0s
solidos formados se filtraram a vacuo e o produto remanescente se recuperou lavando com DCM.
O filtrado se colocou de novo no baldo nas mesmas condig¢des para continuar a reagédo. O resto da
solucdo clorada se continuou adicionando lentamente sob agitacdo constante e a 25 °C. O baldo
se manteve tampado com uma armadilha de silica para proteger o produto da umidade externa.
Ap0s 24 horas, se adicionou agua destilada a mistura reacional até a dissolucdo completa dos
solidos. A duas fases foram separadas em um funil de decantacdo. A fase aquosa foi extraida com
DCM (7 x 20 mL). As fases organicas foram combinadas, secas com Na>SO4 anidro e o solvente
foi parcialmente evaporado & pressdo reduzida até ficar uma solucdo concentrada de cor
amarelada. Em seguida, deixou-se evaporando em pressdo atmosférica no baldo, e tampado com
um septo, a temperatura ambiente até ficar um 6leo denso que foi formando cristais amarelados
lentamente, correspondentes a (3a). O mesmo procedimento foi adotado na preparagédo de 3b.

porém, a escala foi duplicada.
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5211 (3a): Tripiperideina ou tetradecaidro-1H-triprido[1,2-a:1",2'-c:1",2"'-
e][1,3,5]triazina

Solido amarelo claro, cristalino, com aparéncia cerosa. Rendimento 3.17 g (76.27%).
RMN H (300 MHz, CDCls3) § 3.17 — 2.99 (m), 2.75 (dd, J = 7.1, 2.7 Hz), 2.66 — 2.38 (m), 1.95
(dt, J = 29.8, 12.0 Hz), 1.77 — 1.38 (m), 1.37 — 1.06 (m). RMN 3C (75 MHz, CDCls) & 82.25,
46.68, 29.46, 26.07, 22.60. Os dados espectroscopicos coincidem com 0s ja reportados na

literatura.®’
5.2.1.2 (3b): 3,8,13-trimetiltetradecaidro-1H-tripirido[1,2-a:1",2'-c:1"",2""-e][1,3,5]triazina

Sélido amarelo claro, cristalino, com aparéncia cerosa. Rendimento 8.14 g (83.77%).
RMN 'H (300 MHz, CDCls) & 3.28 — 3.11 (m, 1H), 3.05 — 2.94 (m, 1H), 2.92 — 2.82 (m, 1H),
2.80—2.66 (m, 1H), 2.28 (dd, J = 9.9, 2.5 Hz, 1H), 2.10 — 1.92 (m, 1H), 1.82 — 1.49 (m, 3H), 1.14
(ddd, J = 39.7, 22.3, 7.0 Hz, 2H), 0.90 (d, J = 6.2 Hz, 2H), 0.84 (d, J = 6.5 Hz, 1H). RMN *3C (75
MHz, CDClz3) 6 85.38, 81.35, 78.53, 49.62, 48.26, 40.97, 39.23, 37.89, 37.12, 35.20, 34.16, 34.14,
31.25, 30.35, 24.76, 22.48, 22.29, 22.13.

5.2.2 Procedimento geral de sintese de enamidas da piperidina (4a-4b):

(0} (o]
58

4a 4b

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 50 mL foi adicionada uma
quantidade (especificada nas subsecdes a seguir) de cristais da imina precursora, em forma de
trimero. Em seguida se adicionaram 29.09 equivalentes de anidrido acético. A mistura foi
aquecida a 50 °C durante as primeiras 10 horas e logo continuou esfriando até chegar e
permanecer em 25 °C durante mais 14 horas. Apos este periodo, adicionaram-se 20 mL de DCM
e, em um funil de separacéo, o bruto reacional foi lavado com uma solu¢do de NaOH 1 M (3x 10

mL), saturando também a fase aquosa com NaCl. Em seguida, NaOH sélido e pequenas
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quantidades de Na>COs sélido foram adicionados a fase organica, sob agitacdo, até o pH
(estimado com tiras indicadoras de pH) chegar em um valor de 6 ou maior; ou até que as adi¢des
de Na>CO3 pararam de produzir efervescéncia. As duas fases resultantes foram separadas em um
funil de separacdo. A fase orgénica foi seca com Na,COz e Na,SO4 anidros e, em seguida,
submetida a evaporacdo parcial do solvente a pressdo reduzida. O produto concentrado foi
purificado através da filtracdo em uma coluna de Al>Os / silica-gel (4:1) usada como fase
estaciondria, e Hexano/Acetato de etila em proporcéo 6:1 como eluente. Depois da evaporagdo

total do solvente, obteve-se o produto desejado.
5.2.2.1 (4a): 1-(3,4-diidropiridin-1(2H)-il)etanona

Oleo amarelo claro; quantidade utilizada do reagente de partida, 3a = 35.71 mmol (2.97
g); rendimento 3.44 g (77.06%).

RMN !H (300 MHz, CDCls) Mistura de rotdmeros 70.6:29.40 § 7.18 (dt, J = 8.5, 2.0 Hz, 1H),
6.56 (dt, J = 8.3, 2.0 Hz, 1H), 5.07 (dt, J = 8.1, 3.9 Hz, 1H), 4.96 (dt, J = 8.1, 3.9 Hz, 1H), 3.75 -
3.61 (m, 1H), 3.63 — 3.51 (m, 1H), 2.15 (s, 1H), 2.14 (s, 1H), 2.08 (dtd, J = 8.2, 4.0, 2.0 Hz, 1H),
1.94-1.76 (m, 1H). RMN *3C (75 MHz, cdcl3) § 168.06, 167.79, 125.73, 123.86, 108.40, 108.15,
44.33, 40.08, 22.05, 21.67, 21.43, 21.40, 21.26. Rs = 0.57 (Hex/AcOEt 1:1). Os dados

espectroscopicos coincidem com os ja reportados na literatura.>

5.2.2.2 (4b): 1-(4-metil-3,4-diidropyridin-1(2H)-il)etanona

Oleo amarelo escuro; quantidade utilizada do reagente de partida, 3b = 25 mmol (2.43 g);
rendimento 2.9 g (83.34%). Mistura de rotameros 70:30 RMN *H (300 MHz, CDCls) § 7.14 (dd,
J=85,2.1Hz 1H), 6.51 (dd, J = 8.3, 2.1 Hz, 1H), 4.93 (dd, J = 8.5, 3.7 Hz, 1H), 4.83 (dd, J =
8.3, 3.8 Hz, 1H), 4.01 — 3.89 (m, 1H), 3.72 — 3.61 (m, 1H), 3.44 (dd, J = 28.1, 18.2 Hz, 1H), 2.32
(t,J = 10.8 Hz, 1H), 2.15 (s, 1H), 2.15 (s, 1H), 2.03 — 1.85 (m, 1H), 1.58 — 1.34 (m, 1H), 1.03 (d,
J=7.0 Hz, 1H). RMN ®3C (75 MHz, cdclI3) & 168.13, 167.88, 124.69, 122.77, 114.81, 114.47,
42.98, 38.90, 30.40, 29.78, 27.17, 26.91, 21.88, 21.40, 21.17, 21.11. Rf = 0.68 (Hex/AcOEt 1:1).
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5.2.3 Sintese de (4c): 1-acetil-1,2,3,4-tetraidropiridin-4-il acetato

°
e
o

4c

Em um bal&o de fundo redondo de 25 mL foram pesados 0.11 g (1 mmol) de cristais de
4-hidroxi piperidina. Adicionaram-se 10 mL de DCM e, enquanto a mistura era agitada, se
verteram lentamente 7 mL de &gua sanitaria 2.12%. A reacdo ocorreu a temperatura ambiente
durante uma hora. O acompanhamento se realizou via CCD (placa de silica, Acetato de Etila
100%). Quando a reacdo foi completada, a mistura reacional foi separada em suas duas fases. A
fase aquosa foi extraida mais uma vez com duas porcdes de 20 mL de DCM. As fases organicas
foram combinadas, secas com Na;SO4 e com arroz para absorber o Cl, remanescente. Em um
outro baldo de 25 mL foi preparada uma solucdo de potassa alcoodlica (0.12 g, 2 mmol de KOH
em 5 mL de metanol). O produto da primeira reacao foi vertido sobre a potassa alcodlica, a 25 °C
e sob agitacdo constante. Ao termino de 24 horas, se adicionou agua destilada a reacdo até a
dissolucdo completa dos solidos. Apos filtracdo, a reacdo foi extraida mais uma vez com 10 mL
de uma solucdo saturada com NaCl. As fases organicas foram coletadas e secas com Na;SO4
anidro. Sobre produto seco dessa reacdo, em DCM, adicionaram-se 2 equivalentes de anidrido
acético (2 mmol, 200 pL) e 4 equivalentes de trietilamina (4 mmol, 557 pL) em 25 °C e agitando
constantemente com uma barra magnética. Depois de 20 horas de reacdo, a mistura foi extraida
uma vez com de 20 mL de uma solucdo de NaHCO3z e mais duas vezes com porg¢des de 10 mL de
salmoura (NaCl saturado). A fase organica foi submetida a evaporacéo total do solvente a pressao

reduzida. O residuo foi um 6leo amarelo que solidifica parcialmente em -15 °C.
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5.2.4 Sintese das cloraminas da piperidina (2a-2h)

Cl Cl cl
¢l N N N ¢l
N E j N

o N ()\
OH Cl
1-cloropiperidina 1-cloro-4-metilpiperidina  1-cloropiperidin-4-ol 1,4-dicloropiperazina  1-cloro-3-metilpiperidina
2a 2b 2c 2d 2e
Cl ClL cl
1-cloropirrolidina 1-cloroazepan 1-cloro-2-ethylpiperidina
2f 29 2h

Em um baldo de fundo redondo de tamanho adequado foram colocadas quantidades
especificas das aminas de partida 1a — 1h (esquema 23). Em seguida, sob agitacao constante, se
verteu uma quantidade especifica de DCM (aproximadamente para atingir uma proporcdo de
DCM/é4gua 1:1). Quando a amina solubilizou completamente, um determinado volume de uma
solucdo de &gua sanitaria 2.12% , contendo 1 equivalente de NaOCI, foi adicionada lentamente
(gota por gota) dentro do baldo durante aproximadamente 10 minutos. A reacdo se deixou
completar por mais 20 minutos a 25 °C. Quando a reagdo foi completada, a mistura reacional se
separou em suas duas fases. A fase aquosa foi extraida mais uma vez com duas por¢des de 20 mL
de DCM. As fases organicas foram combinadas, secas com Na>SO4 e com arroz para absorber o
Cl> remanescente. O liquido foi filtrado através de silica gel usando DCM para lavagem. As
solucbes em DCM foram concentradas sob pressdo reduzida e depois se deixaram secar a
temperatura ambiente. A seguir sdo apresentados os detalhes especificos para a preparacéo de

cada cloramina.

Quantidade  Volume Tamanho  Volume

Produto . . do bal&@o de
| amnadepanan "G Sramnade des U ody | bwgecous
reacdo (mmol) (mL) reacéo usado
(mL) (mL)
la 2a
1 Piperidina 10 35 150 30 118.1 (100), 119.12 (47.41),

42.11 (38.78), 120.11 (32.71),
84.14 (30.44), 55.11 (29.10),
78.07 (15.92), 121.11 (M+,16.13)
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1b
4-metilpiperidina

2 10 35

150

30

42.11(100), 132.13(66.12),
133.15(50.53), 98.18(37.15),
55.11(27.08), 82.12(24.18),
134.15(23.67), 69.00(9.68),
96.15(9.15), 63.00(7.09),
90.10(6.72),
78.07(5.31),135.14(M+, 15.90)

1lc
4-
hidroxipiperidina

2 05 2.0

10

3.0

42.11(100),
55.12(94.86),82.12(26.78),
56.14(23.34), 100.15(22.48),
71.12(11.25), 90.07(8.98),

116.10(3.55), 135.13(M+, 14.46).

1d
Piperazina

2d 10 35

150

30

56.10(100), 119.04(58.27),
121.03(18.87), 83.10(11.41),
57.12(7.97), 63.04(3.80),
153.98(M+,12.46),

le
3-metilpiperidina

2 4.0 14

50

15

98.13(100), 42.11(66.89),
133.09(62.01), 41.11(47.99),
44.11(24.62), 69.12(28.38),
55.10(23.71), 78.07(19.75),

56.11(14.15),
134.09(11.91),70.12(11.83),
135.09(M+, 18.78).

1f
Pirrolidina

2t 10 35

150

30

42.13(100), 104.07(87.41),
105.09(65.54), 41.14(45.80),
106.07(33.48), 68.11(21.96),
43.14(21.21), 77.04(13.67),
69.11(10.98), 108.07(M+, 20.92)

Azepan

29 10 35

150

30

42.12(100), 44.12(72.51),
98.15(72.07), 41.12(66.79),
69.14(43.04), 55.11(33.64),
68.13(27.70), 82.12(25.78),
133.10(23.00), 56.11(22.78),
70.14(20.09), 97.14(14.41),
96.13(14.14), 78.08(11.71),
104.06(10.66), 81.13(9.19),

134.12(4.63), 135.11(M+, 7.31)

1h
2-etilpiperidina

2h 10 35

150

30

Sem espectro de GC-MS
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5.2.5 Sintese dos brometos vinilicos (7a e 7b)

(o) (o)
T ;
Q) '
Br Br
7a 7b

5.2.5.1 (7a): 1-(5-bromo-3,4-diidropiridin-1(2H)-il) etanona

Em um tubo de ensaio Pyrex® foram colocados 0.125 g (1 mmol) de (4a) e dissolvidos
em 10 mL de CCls. Logo foi adicionada uma quantidade catalitica de AIBN seguido de 1
equivalente (0.18 g) de NBS. A agitacdo foi constante e feita com barra magnética durante toda
a reacdo. O sistema se deixou parcialmente fechado mas protegido da umidade externa mediante
0 uso de uma armadilha de silica gel adaptada ao septo e em seguida foi aquecido em contato
com agua em ebulicdo entanto que foi irradiado com a fonte de luz de uma lampada de sodio (589
nm) durante 3 horas. O bruto reacional se filtrou através de uma pequena quantidade de silica-gel
e lavando com misturas de CCls e acetato de etila. Depois, uma extragdo com salmoura (10 mL)
foi feita, seguida de secagem com Na>SO4 e evaporagéo do solvente sob presséo reduzida.

Oleo amarelo escuro com partes solidas. Rendimento 0.1147 g (56.23%). Mistura de
rotdmeros 64.8:35.2 RMN H (300 MHz, CDCls) 6 7.55 (t, J = 1.6 Hz, 1H), 6.91 (t, J = 1.6 Hz,
1H), 3.66 (m, 1H), 3.55 (m, 1H), 2.47 (t, J = 7.0 Hz, 1H), 2.16 (s, 1H), 2.13 (s, 1H), 2.05 — 1.85
(m, 1H). RMN %3C (75 MHz, CDCls) & 167.84, 167.47, 126.99, 125.27, 105.96, 104.39, 43.56,
39.27, 32.03, 31.80, 23.70, 22.93. Os dados coincidem com os ja reportados na literatura.>

5.2.5.2 (7b): 1-(5-bromo-4-metil-3,4-diidropiridin-1(2H)-il) etanona

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL se pesaram 1.65 mmol (0.23 g) de (4b) e foram
dissolvidos com 20 mL de DCM. Em seguida se adicionou 1 equivalente (0.30 g) de NBS sob
agitacdo constante com ajuda de um agitador magnético e a temperatura ambiente. A mistura se
deixou agitando durante 4 horas até o total consumo do reagente de partida (acompanhado por

CCD). O produto bruto foi concentrado sob pressao reduzida e redissolvido em acetato de etila.
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Logo, se fez uma extracao da fase organica com salmoura (2 x 10 mL) e essa foi seca com Na>SO4
anidro antes de ser filtrada através de uma pequena quantidade de silica gel, lavando com DCM.
O solvente se deixou evaporando a aproximadamente 35 °C a pressdo atmosférica durante um

dia. Durante esse tempo a amostra foi protegida da luz.

Oleo marrom. Rendimento 0.24 g (65.72%).

5.2.6 Sintese de (8a): 1-(3-bromo-2-hiroxipiperidin-1-il) etanona

(0]
N_OH

(L,

Estrutura provavel

8a

0.7 mmol de 7a foram colocados em um baldo de fundo redondo de 25 mL e dissolvidos
em 10 mL de uma mistura de acetona-agua 1:1. O sistema foi submetido a agitacdo constante
com um agitador magnético e adicionado de 2 equivalentes de Na,COs (1.5 mmol, 0.16 g). O
processo se realizou a 25 °C e a reacdo foi monitorada por GC-FID. A extracdo foi feita com
salmoura (3x 5mL). A fase aquosa se extraiu com acetato de etila e as fases orgéanicas foram
combinadas e secas com Na>SOs anidro. O solvente se evaporou sob pressédo reduzida gerando

um 6leo amarelo.

Oleo amarelo. Redimento 0.19 g (27.14%).

5.2.7 Sintese de (9a): cicloexeno

Q

9a

50 mL de cicloexanol foram vertidos em um bal&o de 125 mL. Em seguida, 15 mL de

acido fosforico 85% foram adicionados gota por gota sob agitagdo constante durante
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aproximadamente uma hora, em temperatura ambiente. A mistura resultante se destilou em um
aparelho de destilacdo simples (faixa de temperatura 75-80 °C). O destilado incolor formou duas
fases (agua embaixo, e cicloexeno na fase de cima). As fases foram separadas em um funil de
separagdo e a fase organica se secou duas vezes com Na>SO4 anidro. O liquido incolor resultante,

de cheiro intenso, foi armazenado a -15 °C em um frasco ambar.

Liquido incolor. Rendimento 20 mL (40%). RMN *H (300 MHz, CDCls) & 5.67 (t, 2H),
1.99 (m, 4H), 1.71 — 1.55 (m, 4H). RMN *3C (75 MHz, CDCl3) § 127.45, 25.44, 22.94.

5.2.8 Sintese de (9b): 2-bromo cicloexeno

L,

9b

Em um tubo de ensaio Pyrex® foram colocados 0.5 mL (5 mmol) de cicloexeno (9a) e
dissolvidos em 10 mL de CCls. Logo foi adicionada uma quantidade catalitica de AIBN seguido
de 1 equivalente (0.9 g) de NBS. A agitacdo foi constante e feita com barra magnética durante
toda a reacdo. O sistema se deixou parcialmente fechado mas protegido da umidade externa
mediante o uso de uma armadilha de silica gel adaptada ao septo e em seguida foi aquecido em
contato com agua em ebulicdo entanto que foi irradiado com a fonte de luz de uma lampada de
sodio (589 nm) durante 3 horas. O bruto reacional foi levado até 0 °C, filtrado através de uma
pequena quantidade de silica-gel e lavando com hexano. O filtrado foi colocado sob pressédo

reduzida para causar a evaporacdo total do solvente, gerando um 6leo amarelo.

Oleo amarelo. Rendimento 0.20 g (24.84%).

5.2.9 Sintese de (9a): 3-hidroxicicloexeno

9a




1.94 mmol (0.21 g) de Na2COs3 foram adicionados a uma solug¢do de 1 mmol (130 pL) de
3-bromocicloexeno (comercial) em acetona aquosa 27% (5 mL) contidos em um baldo de fundo
redondo de 10 mL de capacidade. A suspenséo resultante foi aquecida em refluxo durante 1 hora.
A mistura reacional foi esfriada até chegar em 25 °C e concentrada a vacuo. Seguidamente essa
foi extraida com DCM (2x10 mL) e os extratos organicos foram lavados com salmoura, secos
com Na2S04 anidro e concentrados sob pressdo reduzida, gerando 9a como um 6leo amarelo que
foi usado sem purificagéo posterior.

Oleo amarelo. Rendimento 0.02 g (20.5%). *H RMN (300 MHz, CDCls) § 5.78 (dd, J =
27.7, 10.1 Hz, 1H), 4.19 (s, 1H), 2.13 — 1.43 (m, 1H). ©*C RMN (75 MHz, CDCls) & 130.92,
130.17, 65.84, 32.35, 25.39, 19.26.
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APENDICE A— CCD DOS COMPOSTOS 4a E 4b

\?0
N
Q
MM: 125.17
4a
Fase estacionaria Placa de silica
Fase mével Acetato de etila/ Hexano 1:1
Revelador Vapores de lodo - vanilina + calor
Rf (2.00/3.5) =0.57

\?O

N

Y

MM: 139.19
4b
F | Fase estacionéaria Placa de silica
o , )
| Fase movel Acetato de etila/ Hexano 1:1
Revelador Vapores de lodo - vanilina + calor

Rf (2.6/3.8) = 0.68
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APENDICE B — IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS 3a e
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APENDICE C — ESPECTROS DE 3a E SEUS ISOMEROS
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APENDICE D — IDENTIFICACAO, CARACTERIZACAO E IMAGENS DO

COMPOSTO 3b
g .0
~N —_—
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3b 3bi

P48B10 Q0625_4.1h
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a:1',2'-c:1",2"-e][1,3,5]ltriazina
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P48B10 Q0625_4.13C

Jenny Padilha/PROF. JEFFERSON
Amostra P48B10

Solidtacao N. Q0625_4

Data 06.07.18_UFPE
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APENDICE E — ANALISES DAS CLORAMINAS 2a-2h (ESPECTROS DE GC-MS E

GC-FID, E RMN)

Data File:
Comments:

Sample Name:
Sample ID:
Dilution Factor:
Operator:
Acquisition Date:
Instrument Method:

RT: 4.00-2798 SM: 3G
RT:6.49
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‘I\II?IIII;II\I%\II\%IHI%II\I%IIII;‘F‘HI\%\\I\%IHI%

-
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559 | ..7.82
LI L
8

.89 10.66 1264 1439 16.23 17.69 1898 2042 2227 2358 2539 2696
T T T 1

71 rrr1rrr1rrrJ1rrrJ1 11171717 LI B B
10 12 14 16 18 20 22 24 26
Time (min)

129



TIme (min)
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§4 55 84 2a
[7]
T 78
ol B sl ol e o o e w e  m m e
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Jennylefterson TH NMR (400 MHz, cdcls) 3 9.29 (s, 1H), 3.10 — 3.03 (m, 2H),
Amostra cloramjef _ = _ =
Amosto doramel H‘ ‘H 1.82 (dt, J = 11.7, 5.9 Hz, 2H), 1.58 (dt, J = 11.7, 5.9 Hz, 1H).
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cloramjef Q1112_10.13c
Jennylefferson

Amostra doramjef
Solicitacao N. Q1112-10
Data 04.12.18_UFPE
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2 89
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f1 (ppm)
Data File: pl205-4
Comments: Jenny - Prof. Jefferson (DQF) / Inj. diretamente do vial da usuaria
Sample Name: P30A00
Dilution Factor: 1.00
Operator: Thasmyn
Acquisition Date: 12/06/17 08:08:10 AM
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Dilution Factor: 1.00
Operator: Pablo
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Acquisition Date: 08/06/18 10:54:30 AM
Instrument Method: C:'Xcalibur'methods\VOLATEIS 1-10.meth
RT: 4.00-27.98 SM: 3G
RT:-11.97 NL:
10 ?I 7.30E8
N TIC MS
9 ICIS
q0731-19
8
N
g’ &
e
§ 6
2, MM: 155.03
o
5 2d
=
&
3
2 RT: 6.78
! RT:5.57
o 879 1058 J280 1449 1587 1843 2017 2276 2462 2591 27.28
e B e e e I e I e e LR e e
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Time (min)
Cl
q0731-19#477 RT: 1197 AV: 1 RF:6.00,3 NL: 9.84E7 |
T: {0,0} + ¢ EI Full ms [40.00-600.00] N
5 (J
10
N
g8 1
5 Cl
2 g 19
5
2 MM: 155.03
2
& 2d
&
2 83 | 154
1 ‘h\eﬁ MMBD 99 112 [| 128 147‘\ 165 188 208 233 252 270 283 315 343 359 414429
e li—e———=-¢%—"7—7—7"r— " T T T T T T T T T T T [T T T ] T T DL LA — —
50 100 150 200 250 300 350 400 450
m/z
Data File: q0731-21
Comments: Jenny - Prof. Jefferson (DQF) / Inj. diretamente (inj. manual)
Sample Name: P53A30
Sample ID:
Dilution Factor 1.00
Operator: Pablo
Acquisition Date: 08/06/18 12:14:39 PM
Instrument Method: C:\Xcalibur\methods\WVOLATEIS 1-10.meth
RT: 4.00-27.98 SM: 3G
RT:8.25 NL:
1005 278E8
E | TIc MS
904 C|: IcIs
B q0731-21
80 N
s "3
5 =
e ~
3 1 MM: 133.62
< 50 P,
g 9 "%
5 40y 2e ‘o aT R
g < e N
© _
304 \&(
20
103
4_ RT: 559 __d 971 1190 14.68 16.67 18.76 2070 222 2401 2569 2728
‘e e
6 8 10 12 14 186 18 20 22 24 26
Time (min)
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q0731-21 #255 RT: 825 AV: 1 RF:6.00,3 NL: 1.59E7 CI
T: {0,0} + ¢ EI Full ms [40.00-600.00] |
98 N
108
8l
g
s 133
56 MM: 133.62
<
2 4
3 89 2e
7] 55 78
@ 5 ‘
H,‘H ‘,lu 90|| 118 |‘ 156 179 193 208 220 237 251 264 282 305
| — T T T T T T T T 7 T T T T 1 1T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400
m/z
m/z Intensity
Data File: q0731-18
Comments: Jenny - Prof. Jefferson (DQF) / Inj. diretamente (inj. manual)
Sample Name: P33A00
Sample ID:
Dilution Factor: 1.00
Operator: Pablo
Acquisition Date: 08/06/18 10:13:25 AM
Instrument Method: C:Xcalibur'\methods\VOLATEIS 1-10.meth
RT: 4.00-27.98 SM: 3G
NL:
10 \ 6.69E8
Cl ] TIC MS
o \ ICIS
N q0731-18
8
a i
<
£ 6
g MM: 105.57
a3
2 5
o
24 2f
&
3
2
1
RT:6.75 -
do g5 9T 1264 RPAS® 1981 010330 2508 2699
L i B o e B A e e e e L B e e e e e e L I
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Time (min)
q0731-18#23 RT: 437 AV: 1 RF:6.00,3 NL: 7.30E7
T: 0,0} + ¢ EI Full ms [40.00-600.00] Cl\
101 N
104
8l
g
=
5 6 .
3 MM: 105.57
24
5 o 2f
2
7
N ‘ 54 ”‘\‘ |. a0 ‘ 126 147 163 181 195 208 233 952 265 282 314 339 357 372 391 407 426 439
e_r--r 77T 77T 7T T T [T T T 7 T T T 1 T T T T [ T I T T T T T T T
50 100 150 200 250 300 350 400 45
m/z




Data File: q0731-22
Comments Jenny - Prof. Jefferson (DQF) / Iny. diretamente (iny. manual)
Sample Name: P33A30
Sample ID:
Dilution Factor 1.00
Operator: Pablo
Acquisition Date: 08/06/18 01:49:51 PM
Instrument Method: C:\Xcaliburmethods\VOLATEIS 1-10.meth
RT: 4.00-27.98 SM: 3G
10 RT:10.59 NL:
5.69E9
TIC MS
9 Cl‘ ICIS
0731-22
8 N ?
2 7
=
£ 6
3
25 MM: 133.62
@
2
% 4 29
&
3
2
1
459 RTB75 528 946 11.92 143 16,13 17.69 18.99 204 2278 2502 2649
| B B N B LI e s s e e e e s B S s
6 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Time (min)
q0731-22#395 RT: 1059 AV: 1 RF:8.00,3 NL: 5.14E8
T- {0,0} + ¢ El Full ms [40.00-600.00] Cl
ﬂlﬂt h
g 803 98
e 1
© -
§ ]
< 7 69 MM: 133.62
2 0] 56
- 82 133 2g
204
] ‘ 64 ‘ 78 104
o Al Ll .‘”I” 90 H| | 111 118 128]l 144 151 158 168 175 185 193 200 207 217 226 233 240
| I R I rrt+t~t7Tr—Tr—71T Tt 71 r r T 1 T Tr T 17 T T T [ T T T 17 T T T T T
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

miz
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APENDICE F — CROMATOGRAMA DE GC-FID PARA A FORMACAO DO
COMPOSTO 2h

6.0

5.04

40]

3.04

2.0+

1.0+

0.0+

6.0+

5.04

407

304

204

uW(x1,000,000)

Chromatogram Time 14878 Inten. 1,255,385
RT =4.41 min
H
oh
T min,
uW(x1,000,000)
Time 10827 Infen. B,270,829|
(i'il
RT = 6.89 min N
cl
of
MM: 147.65
2h
T T T T T T T T T T T T T T
1.0 20 3.0 40 50 6.0 7.0 8.0 8.0 10.0 1.0 12.0 12.0 14.0
|

GC-FID de 2h. Coluna néo quiral, Método C.

136



137

APENDICE G — IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DO COMPOSTO 7a

Q1106_9.1h 1

Jenny/PROF. JEFFERSON RMN 'H, CDCI;, 300 MHz

Amostra P73B30 - - s as -

Solicitacao N. Q1106_9 1-(5-bromo-3,4-diidropiridin-1(2H)-il)etanona

Data 06.11.18_UFPE

N VMMOoOOARIMeEO N
AnHoSaaan a0
1NNNHHH1!1FIFI
7a B S S
Br o
b
o~
™~
259 1
- - e N
aaa S
bS8 | 4]
g 8GERAR 28238 o
R EEEEE: |
in i i AT
Ll I ‘I
S il ‘
__jfL i i
il |
--o
aaa
LR

0.20-=- F———-{

T T T T T
8 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18

2 50 48 46 44 42 40 3
f1 (pom)

T T T T T T T T T
76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 5.

Q1106_9.13C
Jenny/PROF. JEFFERSON
Amostra P73B30
Solicitacao N. Q1106_9
Data 06.11.18_UFPE 0
- Y
RMN '3c, cDCl,;, 75 MHz N
1-(5-bromo-3,4-diidropiridin-1(2H)-il)etanona
| 7a
Br
88 gp
™mm
e n & ¥
woN i
2?3
~
&R b
0N
N~
- o
W
I
R
@@ .
wn
35 g3
55 AN
o
(>
I
170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50 40 30 20
1 (ppm)




APENDICE H — IDENTIFICACAO DO CICLOEXENO, (9a)

CICLOHEXENOP72 Q1018_47.1h
Jenny/Jefferson 1
Amostra Ciclohexenop72

Solicitacao N. Q1018-47 RMN 'H, CDCl,, 300 MHz
Data 23.10.18_UFPE

Cicloexeno

67

—

5.67

« |0.45] ——— 57—

—_ o
- (=]
] Q
- -
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
62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12
1 (ppm)
CICLOHEXENOP72 Q1018_47.13¢
Jenny/Jefferson 13
‘Amostra Ciclohexenop72
Solicitacao N. Q1018-47 RMN c! CDC|3, 75 MHz
Data 23.10.18_UFPE .
Cicloexeno
9a
+
< a
n o
™o~
||
n
ht
~
o~
T
I
1 | |
|
T T . . T T T . . T T T . . T T . . . T T . T T T
140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20
11 (pprm)
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APENDICE | — ESPECTROS DO COMPOSTO 8a

P61A00 Q0830_13.1h
Jenny/PROFJEFFERSON
Amostra PGIAOD
Solicitacao N. Q0830_13
Data 06.07.18_UFPE

RMN 'H, CDCI;, 300 MHz
Composto 8a

271

8a
Provavel estrutura

5.2 50 48 46 44 42 40 38 36 34 3.
1 (ppm)

.2 30 28 26 24 22 20 18 16

P61A00 Q0B30_13.13C
enny/PROFJEFFERSON
Amostra PGIAOD
Solicitacao N. Q0830_13
Data 06.07.18_UFPE

RMN *3C, CDCI;, 75 MHz

Composto 8a
88538
BaRRke
o g
N H
Br
8a

Provavel estrutura

-0.05

T T T
230 220 210

T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 . 110 ) 100 90 80 70 60 50 40 30

1 (ppm
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Time (min)
§0829-33 #1261 RT: 14.59 AV: 1 RF: 6.00, 3 NL: 3.16E7
F: {0,0} + ¢ EI Full ms [40.00-600.00]
100 114
o 80+
g
5 7 82
g 60 156
5
< ]
2 40+
T 7 - 162
& o0 55
:‘ || 68 o8 106 126 204
G_| Iy |||||||u ||||I|. |I| |I. T 1 ||| ||||. |1|£|>’6| 149 .|.| |169 1?6; 19|2| ”ll 220
LN Y N O R N R N E N O A N A N N NN HY E EY E END BN NN N BN N EN EN RN B B N
60 80 100 120 140 160 180 200 220
m/z

Espectro de GC-MS do o composto 8a.



APENDICE J— IDENTIFICACAO DO COMPOSTO 5a

Q1005_6.1h

Sy leflecsen RMN "H, CDCI; 300 MHz
Amostra PC65A2
Composto 5a

Solicitacao N. Q1005-6

Data 05.10.18_UFPE
N. OH

5a
Provavel estrutura
an8
o
~F
I
7‘I5 7f0 515 6,‘0 5:5 5.‘0 4?5 4‘.0 1‘5 1.5 ljﬁ O:S
1 (ppm)
Q1005_6.13¢ 13
J 1/ Jeffe
Jenny/lefferson. RMN °C, CDCI;, 75 MHz
Solicitacao N. Q1005-6
Data 05.10.18_UFPE Composto 5a
OY
N OH
GRRERGREIRARY
PR EEEE
5a SSRGS
Provavel estrutura Negg
)
[ S
R
|\
]
] @
©
5
|
1
|
|
RS TR KRN NpRewsmr o e WM me
lEIiD 1"!0 léﬂ 1;0 l"tO 1:‘10 1‘20 l]ID 1lI]0 9‘0 I 3‘0 2‘0 10

1 (ppm)
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APENDICE K — IMAGENS

Composto 3b em forma de trimero



ANEXOS

ANEXO A: GC-MS do composto 4a

Data File
Comments

Sample Name:
Dilution Factor
Operator
Acqusition Date:
Instrument Method:

RT:4.00-20.99 SM: 3G

q0703-11
Jenny - Prof. Jefferson (DQF) / Inj. diretamente a pedido da usuaria (inj. manual)
P49A21

1.00

Thasmyn

07/04/18 12:42:03 PM

C:'Xcalibur'methods METODO PADRAO - 1-10.meth

RT- 10.07 NL:
1005 2.34E8
E TICF: (0,0} +c
903 El Full ms
3 [40.00-600.00]
804 MS Avalon
E q0703-11
2 7%
o ]
ﬁ =
§ 60
2 4
= .|
< 504
2 7
T 40
e
© |
30
20
104 RT:11.30
EIN 7.00 817 908 do 1227 1358 1ssp iex  is02
0 T R e e — R
6 8 10 12 14 16 18 20
Time (min)
qO703.7 #662 RT- 1506 AV: 1 RF: 6.00,3 NL: 3.34E7
F: (0,0} +c EI Full ms [40.00-600.00]
100 a2
g 807
g A
g 4
5 %07 - 125
= 7
£ a0
3 1a
) -
& 204 54
G:M ‘,,||\‘ 62 |, 75 ||l 88 98 110 | 133 141 149 157 179 191 207 218 226 237
T T T T 1 Tt 1 17 T 1 [ T T T [ T T T [ T T T [ T T T T T T T T T
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240

m/z
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ANEXO B: GC-MS do composto 4b

Data File:
Comments

Sample Name:
Sample ID:
Dilution Factor:
Operator:
Acquisition Date:
Instrument Method:

RT: 400-27.98 SM: 3G

q0803-26
Jenny - Prof. Jefferson (DQF) / Inj. diretamente (inj. manual)
P33B10

1.00

Pablo

08/06/18 04:12:03 PM
C:Xcalibur'methods\VOLATEIS 1-10.meth

RT: 16.17 NL
1005 1.03E8
E TICF: (0,0} +¢
907 El Full ms
3 [40.00-600.00)
80 MS ICIS
E q0803-26
g '3
g 4
§ 60
g
=2 ]
2 509
o
= =
T 40
& 7
30
20
105
] 556 685 844 1001 1262 14.53 1844 2018 2176 2351 2557
e B e L e B B ey B B B L L I B s B B By B B
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Time (min)
q0803-26#728 RT: 1617 AV- 1 RF: 6.00,3 NL: 261E7
F: {0,0} + c EI Full ms [40.00-600.00]
10 a2
8
g
2
E B
<
2 4
£ 139
& 43
2 o7 124
|\‘47 ‘5\3” 59 ‘6‘7‘ 74 ,“\ 88 m” 102 110 ‘ 132 L 148 161 170 179 191 200 207 219 235 250 267
L T e e e FL A B e s e B e S e B e e e LA SR B s e e e
60 20 100 120 140 160 180 200 220 240 260
miz
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ANEXO C: GC-MS do composto 7a

Data File: ql005-2
Comments: Jenny - Prof. Jefferson (DQF) / Inj. diretamente a pedido da usuaria (inj. manual)
Sample Name: PGOBOO
Sample ID: 2
Dilution Factor: 1.00
Operator: Thasmyn
Acquisition Date: 10/08/18 03:15:09 PM
Instrument Method: C:Xcalibur'methods' METODO PADRAO - 1-10.meth
RT: 4.00-2099 SM: 3G
1004 RT: 1381 p
907 j
803 9
8 ™
g oo
s 3
2 504
-3 |
5 403
s 4
o =
309
2]
103 RT-7.29 RT- 10.07
ER 565 631 | 818 8% | 1086 1186 1278 . 1523 1628 1724 1854 1947 2038
ST T R T T R T R T T T T T e T R T T e T T
5 6 7 E] g 10 N 2 13 4 15 16 17 18 19 20
Time (min)
RT Peak Area Area %
7.20 5562020733 436
304 56920686.79 446
10.07 6668478437 523
10.24 28000492 64 220
1301 1067842574.81 83.74
Time (minj
q1005-2 #1181 RT: 1391 AV: 1 RF:600,3 NL: 1.32E8
T: {0,0} + ¢ El Full ms [40.00-600.00]
82
10
g 8
&
E
2 163
2 4
a
€, 53 203
67 H
ol 95 107 119 133 446 I 174 190 219 239 253 265 281 297 316 331 346 385 406
Y7 7T T T T T 7 —T
50 100 150 200 250 300 350 400 450

m/z
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ANEXO D: GC-MS do composto 5a

Comments: Jenny - Prof. Jefferson (DQF) / Inj. diretamente a pedido da usuana (inj. manual)
Sample Name: PC65A2
Sample ID: 1
Dilution Factor: 1.00
Operator: Thasmyn
Acquisition Date: 09/25/18 07:41:18 AM
Instrument Method: C:\Xealibur'\methods\METODO PADRAO - 1-10.meth
RT: 4.00-20.99 SM: 3G
RT: 11.28 NL:
100 1.62E9
E TICF: {0,0) +¢
90 El Full ms
7 [40.00-600.00]
80 MS Avalon
] q0924-10
=
8 7
g 607
4 607
e 7
a2 ]
< 505
£ 3
& 40
s 7
© _ 3
304
20
103 RT: 10.07
o 5.09 RT.683 . 854 ,L, L. RT 1284 RT:1433 16.17 17.22 18.17 1910 20.16
L e S L L L O N B s EO EN B E B B B B I I BN B B
6 8 10 12 14 16 18 20
Time (min)
RT Peak Area Area %
6.83 22888163.79 0.86
7.48 13319210.44 0.50
10.07 19051190378 715
10.22 5059653741 1.90
11.28 2273973410.11 85.29
12.834 26242354.01 0.98

Cromatograma de GC-MS para 5a (RT =11.28 min). O tempo de retencéo em 10.07 min

corresponde a enamida 4a.

q0924-10#867 RT: 11.28 AV: 1 RF:6.00,3 NL: 1.88E8
F: {0,0} + c EI Full ms [40.00-600.00]
100 84
3 SEF: 100
g _
s 604 68 142
2 125
< 40
= 407
5 55
T o 72
1l b Ll
ol bl Ml Pl 133 | 149 157 168 177 19
I B s A S B Y O S O S N B R A EN B R N N B B
60 80 100 120 140 160 180 20
m/z

Espectro de massas de 5a
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ANEXO E: Ensaio de rotagdo optica para os produtos de resolucéo (+)-4b e (+)-3b

POL-Q1214-1 e Q1214-2

[Data Information] [Comment]
Creation Date 141272018 11:22 Sample name

Comment
[Measurement Information] User
Instrument Name  P-2000 Division
Model Mame P-2000 Company UFPE
Serial Mo. ADBOTE1232
Polarizer Dichrom [Statistical Data]
Faraday Cell Flint Glass Avg. 29.7610

5D 40.8241
Accessory RSC-200 cv 137.1732
Accessory S/N B043061260
Path Length 100 mm
Light Source Ma
Monitor wavelength 589 nm
DIT. 5sec
Mo. of cycle 5
Cycle interval Szec
Temp. Monitor Cell
Temp. Corr. Factor Dat20 C
Aperture(S) 3.0mm
Aperture(L) Auto
Mode Specific O.R.
Path Length 100 mm
Concentration 1 wivie
Water content of sample 0%
Factor 1

MNo. | Sample Mo. | Monitor{deg) | Temperature{C) | Blank Comment

1 * | 1 | RES2B121 -0.0145 25.70 +0.0156 | POL-Q1214-2-JENNY -JEFFERSON-DQF
2 * | 2 |REB2B12-2 +0.0059 25.71 +0.0156 | POL-Q1214-2-JENNY -JEFFERSON-DQF
3 * | 3 |RES2B12-3 +0.0125 25.71 +0.0156 | POL-Q1214-2-JENNY -JEFFERSON-DQF
4 * | 4 |RES2B12-4 +0.0537 25.72 +0.0156 | POL-Q1214-2-JENNY-JEFFERSON-DAF
5 * | 5 |RES2B12-5 +0.0651 25.73 +0.0156 | POL-Q1214-2-JENNY -JEFFERSON-DQF
B 1 B Avg.
T 7 5D
8 8 CV
9 *|1 9 | RES2B111 +0.6342 25.85 +0.0156 | POL-Q1214-1-JENNY -JEFFERSON-DQF
10| * | 10 [ RE&2B11-2 +0.5619 25.86 +0.0156 | POL-Q1214-1-JENNY -JEFFERSON-DQF
11 [ * | 11 [ RES2B11-3 +0.5609 25.86 +0.0156 | POL-Q1214-1-JENNY-JEFFERSON-DQF
12 * | 12 [ RES2B11-4 +0.6093 25.86 +0.0156 | POL-Q1214-1-JENNY -JEFFERSON-DQF
13| * | 13 [ REB2B11-5 +0.6430 2587 +0.0156 | POL-Q1214-1-JENNY -JEFFERSOMN-DQF
14 [ * | 14 Avg.
15 15 5D
16 16 CV

Ensaio de rotacéo especifica [a]D para os produtos da RCE de 4b, em metanol. RE82B12 =
(+)-3b; e RE82B11 = (+)-4b
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ANEXO F: Método PADRAO utilizado nas anlises de GC-MS. Especificacdes

[& verooo

D|=(d| & X[2]

T

350
300
50 o< N I I s s
L
150 -
‘ 100 ,/
" 5 M
0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
TRACE 1300 :
Series GC Ramps 4}, X Options
Max. temperature: I 350.0 °C Oven on: v
Prep-run timeout: I 10.00 min
Equilibration time: | 0.20 min
Ready delay: I 0.00 min
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ANEXO G: Método VOLATEIS utilizado nas analises de GC-MS. Especificacdes

e et )

File TRACE1300 Help

D|w|d| & x|?]

[Oven | S/5Lfront) | Fun Table

4 16 1@ 20 2

TRACE 1300 P
Series GC . ntoes

Mazx. temperature: lm C Oven on:
Prep-run timeout: lﬁ min
Equilibration time: | 0.20 min
Ready delay: Iﬁ min

Method type: I - I |Use acquisition methods to acquire data.

MS transfer line temp.: 230 = °C lonization mode: |El - Run completion

0 = c j c ;
lon source temp.: 20 =+ °C Cl gas type: |N0ne L' GC run time Probe run time
I~ Acquisition threshold: [1000 —= Clgasfow:  [0.00 —] mUmin @ Stopafter: [280 = min

400 1004




ANEXO H: Método A (Coluna quiral), GC-FID. Especificacbes

8| Analysis Time : 36.00 min

Injection Volume :

Noimal

Advanced

il 2oc20 |7 spu1 | i cotumn | (& FID1 | B Generai |

1.0 ul (10.0 uL syringe)

B|  Analysis Time : 36.00 min

Mormal I A

anced

i rocan T sPL | g coumn | @ FiD1 | B General |

wa

Tempersture [2o ¢
# of Rinses with Solvent(Pre-un):  [2 riecton Moce - [5 =]
# of Rinses with Solvent(Postaun) : [1 SampingTme: [T min
# of Rinses with Sample 1 B el
Plunger Speed(Suction) @ High (" Mddle ¢ Low Fiow Cortral Mode lm
R T o o - INJ.Program Pressure Redraw
Plunger Speed({injection) @ High  Mddle ¢ Low Total Flow - IF i | _| Rate Pressure | Hold Time | ~
- [ - 110.0 [
SousRs e P @i ComnFow:  [104  mlimin ] o0 00 [
Injection Mode : Normal Set [2] om0 0.0 a0t -
_set | Linear Velocity :  [23.0 cm/sec = o S
L Purge Flow : 3.0 mL/min
.
8| Analysis Time : 36.00 min Momal | &dvanced Al Analysis Time : 36.00 min Nomal | Advanced
i roc20 | F spu1 I Cobmn | @ FiD1 | B General | il rocn | 7 spLi| e Column 3 FID1 | ) Genera |
Temperature 120.0 € E ol Temperature 200.0 € sim= g
Equilibration Time = [3.0 min 3 ¥ Signal Acquie ————————— Hccocccecfloscanseachensssnsadfennamace
Column Information ( Beta_Dex 120} E: b / Emnrmmlin 0 ] mec E: .
Serial Number 5 51 W mE W8 mE Ns s Stop Time 36.00 min H = a s =
Installstion Date ©  18/12/07 = s miEze) =
netslation Bate Column Oven Temperature Program Redraw Delay Time : 000 min Flow Program [Mekep | Redew
Column Maxx. Temp : 230C
o e Teme e e P Subtract Detector : [None =] Tits Howia e =
Length I o - 1200 70 [of - 300 (LI |
Inner Diameter 1 0.25mm ID 1] 1000 180.0 10.00 (1] oo a0 000
s - 2| 000 0.0 0.0 -
Film Thickness 025um 2] 00 00 200 =
<| M v Al m v

Nearrntinn

Método A

Makeup Gas N2

Makeup Flow :

2040 mLmin

Total Program Time : 0.00 min

H2 Flow 40.0 mlsmin
Air Flow [400.0 ml/min
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ANEXO I: Método B (coluna Quiral), GC-FID. Especificagdes

2| Analysis Time - 33.00 min

Injection Volume :

# of Rinses with Solvert{Pre-un) :
# of Rinses with Solvent{Post-un)
# of Rinses with Sample :

Plunger Speed|(Suction) :
Viscosity Comp. Time :

Plunger Speed{injection)

Syringe Insertion Speed :
Injection Mode

Nomal I Adwanced

i Acc20 | F spui| g coumn | @ FiDT| B Generl |

1.0 ul (10.0 uL syringe)

111

& Hgh ¢ Midde  Low

:

sec

¥ Hgh ¢ Midde ¢ Low
& Hgh ¢ Low

[Nomal

Set

EI Analysis Time : 33.00 min Momal | Advanced
i rocea T SPL | i Column | G FIDT | [ General |
Temperature : 100.0 C L : ; j
jection Mode - [Spit = [
Camier Gas : He B = = = 1
™
Fow Control Mode : | Pressure - INJ Program m‘ressure - Hedlawl
Pressure 100.0 kPa
) Rate Pressure Hold Time | ~
Total Fow 27.0 mL/min (0] = 1000 .00 K|
Column Flow : 1.14 mL/min | 1] 000 00 0.00
) - 2| 000 00 0.00 <
Linear Velocity : 29.0 cm/sec | o -
Purge Flow : 3.0 mL/min

8| Analysis Time : 33.00 min

ffl aoczn | T spu ke Column ||E FiD1 |

Temperature : 70.0 C
Equilbration Time : [3.0 min

Column Irformation { Beta_Dex 120 )
Serial Number

Installation Date 18/12/07
Column Max. Temp : 230C

Length 300m

Inmer Diameter 0.25mm ID

Film Thickness : 0.25um

Description

B Analysis Time - 33.00 min

Nomal IAdvanced

Momal l Advanced

il rocou | T seur|

Temperature

c

[V Signal Acquire
Sampling Rate :

Stop Time 33.00

Column Oven Temperature Program

( Link to Owen Program }
Delay Time 0.00

| Rate | Temperature
[1] - 700
1] 10,00 1000
2| 2000 2000

4 "

IWC alima ]
40 | msec

Subtract Detector : | None hd

Column (&3 FIDT |

General

Método B

Makeup Gas N2
Makeup Flow :

30.0 mLsmin

min
min
Rate How Hold Time | -
o] - 300 000 [
1] oo [ 0.00
2] 000 0o 000 2 -
4 I +

Total Program Time : 0.00 min

H2 Flow :

Air Flow :

400 mL/min
4000 mL/min
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ANEXO J: Método C (Coluna néo quiral), GC-FID. Especifica¢des

8| Analysis Time : 30.00 min

Injection Volume

#of Rinses with Sample

Nomal | Advanced

i roc20 |- spL1 | I Colun | &3 FD1| B General |

1.0 ul (1.0 uL syringe)
#0f Rinses with Solvent(Premun) :  [2
#of Rinses with Solvent{Postrun) - [1
i

Plunger Spesd(Suction) @ High " Middle  Low

Viscosity Comp. Time : 2 e

Flunger Speed(injection) @ High € Mdde  Low

Syringe Insertion Speed @ High € Low

Injection Mod Nommal S s |

Advanced

0.0 25 50

75 10.0 125

B Analysis Time : 30.00 min

Temperature [ms ¢
njection Mode - [Spit =]
Sampling Tme : ~ [100 min
 Canier Gas * He

Flow Control Mode : | Pressure hd

Pressure 1000 kPa
Total Flow 27.0 mL/min
Column Flow 1.14 mL/min

Linsar Velocty - [23.0 cm/ssc

Purge Flow : 20 mL/min
Split Ratio 200

Nomal | Advanced
il soc20 T SPUY | i Column | & FiD1 |

L R B B §

8| Analpsis Time : 30.00 min

Temperature - [70.0 c
Equilbration Time = [30 min

~Column Information { RTX-1)
Seral Number ©

18/11/28
Column Max. Temp - 330C

Instaliation Date

Length - 300m
Inner Diameter 0.25mm D
Fiim Thickness : ~ 0.25um
Description

s |

c

Nomal [ Advanced
il Aoc2o | -7 spu1 o Column |IE FIDT| B General |

General

INJ. Frogram Presswe  v|  Redraw

| Rate | Pressure | Hold Time | ~
o 700.0 0.00

HE 00 0.00

HE ] 0.00 -
< m 3

Total Program Time : 0.00 min

Advanced.

Column Information (RTX-1)
’7Lenglh 300m

[ 2] 000 3000

[ [ Rate | Temperature| Hold Time| ~
o - 700 200 (1
7] 7000 7500 300

ol m

Total Program Time - 30,00 min

Método C

Film Thickness :  0.25um ‘

8| Analpsis Time : 30.00 min

{ Link to Qven Program )

Delay Time 0.00 min
Subtract Detector : |None -

Nomal_[ Advanced
il Aoc20 | F spL1| o) cowmn G2 FIDT | B General|

Temperaturs - [300.0 c

W Signal Acquie ———————————
Sampling Rate 40 x| msec
Stop Time 30.00 min

Makeup Gas : N2

Makeup Flow

30.0 mUmin

mlmia 7 7 7

[
t
= -
Flow Program Makeup hd Redraw
| Rate Fow
I I
| 1] 0.00 [
2] 000 00 I
< m v

Total Program Time : 0.00 min

H2 Flow 400 mL/min
Air Flow |400.0 mL/min

152



