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RESUMO

A lipase de Pseudomonas cepacia (atualmente Burkholderia cepacia, LPS) foi
imobilizada em filmes de caseinato de sddio (CS). Estes sistemas (LPS/CS) foram
caracterizados morfologicamente por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e a
quantidade de agua (em %) determinada pelo método de titulagdo de Karl-Fisher. O
sistema LPS/CS foi utilizado como biocatalisador na preparacdo do oleato de n-
pentila, onde foi avaliado o efeito do solvente organico. Os solventes com log P > 2,5
foram os mais eficientes na catalise enzimatica. Usando tolueno (log P 2,50) e n-
heptano (log P 4,0), as conversdes em ésters foram de 39 e 58%, respectivamente.
Foram realizados os estudos de acilagdo da D-ribono-1,4-lactona via catalise
enzimatica. Foram avaliados diversos parametros, tais como o comprimento da
cadeia alquilica do doador acila e a utilizacdo de lipases de diversas procedéncias
(lipases de Candida antactica B (CALB) e de Pseudomonas cepacia (LPS, PS-D e
PS-C)). Para as reagdes catalisadas pelo sistema LPS/CS, as conversdes (%) em
hexanoato, octanoato, decanoato e laurato de D-ribonolactona variaram de 50-90%.
Nestas reagdes a regiosseletividade da LPS foi moderada, e através de analises de
cromatografia gasosa (CG), verificou-se a formagdo de misturas de compostos,
sendo um deles maijoritario, independente do doador acila utilizado. A CALB foi
seletiva na acilagdo da D-ribonolactona com acido laurico, formando como produto
majoritario 5-O-lauril-D-ribono-1,4-lactona com conversao >99% em 24h de reagao.
As reacgbes de acilacdo da D-ribonolactona com o acido laurico catalisadas pelos
sistemas PS-C/CS e PS-D/CS, também apresentaram alta regiosseletividade. Foi
observada a formacgéo de um unico produto, e as analises de CG e espectroscopicas
de infra-vermelho e de ressondncia magnética nuclear indicaram tratar-se do
derivado 2- ou 3-lauril-1,4-D-ribono-1,4-lactona. Para fins comparativos, a lactona
mono-acilada na posicado 5 foi preparada em 3 etapas por procedimentos classicos e
ja descritos na literatura. O padrdo sintetizado quimicamente confirmou a formacgao
do derivado 5-O-lauril-D-ribono-1,4-lactona na reacado catalisada por LPS/CS. Os
resultados obtidos mostram a habilidade e importancia do uso de llpases em reagdes

regiosseletivas.



XV

ABSTRACT

Lipase from Pseudomonas sp (more specifically Pseudomonas cepacia, PSL)
was immobilized in sodium caseinate films (SC). These systems (PSL/SC) were
morphologically characterized by scanning electronic microscopy (SEM) and the
water content (%) was evaluated by the Karl-Fisher methodology. The PSL/SC
system was used as a biocatalyst for the preparation of n-pentyl oleate, using different
organic solvents. Solvents with log P> 2.5 were the most efficient for the enzymatic
catalysis. Using toluene (log P 2.5) and n-heptane (log P 4.0), the conversions in
esters were 39% and 58%, respectively. Studies involving the D-ribone 1,4-lactone
were carried out, via biocatalysis. Several parameters were evaluated, such as alkyl
chain length of acyl donor, and the use of lipases from various sources (lipase from
Candida antarctica B (CALB) and from Pseudomonas cepacia (PSL, PS-D and PS-
C)). For the reactions catalysed by the PSL/SC system; the conversions (%) in D-
ribonolactone hexanoate, octanoate, decanoate and laurate were in the range of 50-
90%. In these reactions, the PSL regioselectivity was only moderate and through gas
chromatography (GC) analysis a compound mixture was observed, one component
being the major component regardless of the acyl donor. CALB was selective for the
D-ribonolactone acylation with lauric acid, forming 5-O-lauryl-D-ribono 1,4 lactone in
99% conversion in a 24 h reaction as the main product. The acylation reactions of D-
ribonolactone with lauric acid catalysed by PS-C/SC and PS-D/SC systems also
presented high regioselectivity. Only one product was formed, and after GC, infra-red
(IR) spectroscopic analysis and nuclear magnetic resonance (NMR), the formation of
2- or 3- lauryl-1,4- D-ribonolactone was proposed. For comparison, the 5-monoacyl
lactone was prepared in three steps using classical procedures described in literature.
This compound gave the same analytical and spectroscopic analysis result as that
obtained via enzymatic catalysis using the PSL/SC system, that is 5-O-lauryl-D-
ribono-1,4-lactone. The results obtained in this study, showed the ability and

importance of the lipases in regioselective reactions.



1 - INTRODUCAO

1.1 — Enzimas

A histéria da bioquimica tem intima relacdo com o estudo das enzimas,
estas macromoléculas bioldgicas notaveis, que catalisam todas as reagdes que
ocorrem nas células vivas'. Com excecdo de um pequeno grupo de moléculas de
RNA com propriedades cataliticas, todas as enzimas s&o proteinas®.

As enzimas séo catalisadores versateis, existindo para cada tipo de reagao
organica um processo enzimatico equivalente*. As velocidades das reagdes por
elas catalisadas sdo maiores, por fatores de 10° a 10™ vezes, do que as
correspondentes n&o catalisadas. Para organismos vivos, aumentos de velocidade
desta ordem de grandeza s&o importantes, pois permitem a ocorréncia de reagdes
a velocidades razoaveis mesmo nas condi¢gdes normais que existem nas células
vivas (pH aproximadamente neutro e temperatura préxima a 35°C)1.

As proteinas tém um alto grau de especificidade diante dos respectivos
substratos, o que faz com que raramente se formem produtos laterais ou
secundarios®. Sdo quirais, podendo apresentar alta enantiosseletividade*® 789,

As enzimas sao formadas por uma longa cadeia de aminoacidos ligados
através de ligagdes peptidicas, e a sequéncia exata de aminoacidos da cadeia
protéica € denominada estrutura primaria. A conformacdo tridimensional dessa
sequéncia € chamada de estrutura secundaria e a disposicdo espacial destas
estruturas é denominada estrutura terciaria®.

A Figura 1 descreve as estruturas primaria e secundaria da lipase de
Pseudomonas sp. As letras maiusculas referem-se a sequéncia de aminoacidos
que compdem a estrutura primaria da lipase, e a faixa rosa a estrutura secundaria
da mesma'®.

As lipases sao enzimas da familia das hidrolases, que em seu meio natural
hidrolisam triacilglicerdis aos correspondentes acidos carboxilicos, diacilglicerdis,

monoacilglicerdis e glicicerais.
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Figura 1 - Sequéncia de aminoacidos da estrutura cristalina da lipase de
Pseudomonas sp'°.

Na mesma figura pode-se observar também os aminoacidos que fazem
parte do sitio catalitico desta enzima, destacados pelos triangulos verdes, e os da
cavidade oxianion destacados pelos tridngulos vermelhos.

A cavidade oxianion constitui uma parte muito importante de algumas
classes de enzimas, sobretudo das lipases e proteases, estabilizando o oxianion
formado no ataque nucleofilico da serina sobre o grupo carbonila do substrato,
primeira etapa do mecanismo proposto para as reacbes catalisadas por

lipases'"'2.



A Figura 2 mostra uma proposta para o mecanismo de hidrolise de um
eéster genérico, catalisada por uma lipase. Todas as reagbes catalisadas por
lipases tém mecanismos similares a este, diferindo apenas as espécies

eletrofilicas e nucleofilicas envolvidas.

Figura 2- Mecanismo de hidrélise de éster catalisada por lipase'?.

Os sitios ativos das enzimas ocupam somente uma pequena proporgéo do
volume total destas, e estdo usualmente na superficie ou proximos e, portanto
devem estar acessiveis as moléculas dos substratos. Estes contém aminoacidos
cujas cadeias laterais formam uma superficie tridimensional complementar ao
substrato, apresentando uma conformacdo e composi¢cdo quimica determinante

para a especificidade da catalise enzimatica®.



No Banco de Dados de Proteinas (PDB), encontram-se catalogados 30.764
tipos de macromoléculas (entre proteinas, peptideos, virus, carboidratos, acidos
nucléicos e complexos proteina/acido nucléico). Varias enzimas tém sua sequéncia
de aminoacidos e estrutura tridimensional determinadas através de cristalografia de
raios-X e RMN-2D.

Na Figura 3, pode-se observar a representagdo grafica da estrutura
terciaria da lipase de Pseudomonas sp com a ampliagdo do seu sitio ativo, que é

composto dos residuos de aminoacido Ser 87, His 286 e Asp 264'°

Figura 3 - Representagdo grafica da estrutura tridimensional da lipase de
Pseudomonas sp '°.

1.2 — Classificacao das enzimas

Muitas enzimas podem ser nomeadas pela adigao do sufixo “ase” ao nome
do substrato ou da reacdo que esta sendo catalisada. Por exemplo, a urease
catalisa a hidrdlise da uréia, e a DNA polimerase catalisa a polimerizacdo de
nucleotideos para formar o DNA. Para outras enzimas, como a pepsina e a tripsina,

seus nomes nao tém relagdo alguma com os substratos ou reag¢des que catalisam.



A Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (UIBBM) classifica
as enzimas em seis classes, com suas subclasses, de acordo com o tipo de

reagdes que catalisam (Tabela 1) 2.

Tabela 1 - Classificacdo das enzimas segundo a IUBMB?.

Classes Tipos de reacfes catalisadas
1. Oxidoredutases Transferéncia de elétrons (ions hibridos ou 4tomos de H).
2. Transferases Reagdes que envolvem transferéncia de pequenos grupos (CO, CN).
3. Hidrolases Reacbes de hidrolise de ésteres e de amidas, e transesterificacao.
4. Liases Adicdo de grupos a duplas ligagdes, ou formagao de duplas ligagdes

por remogao de grupos.

5. Isomerases Transferéncia de grupos dentro das moléculas, produzindo formas
isomeéricas.
6. Ligases Formagdo de ligacbes C-O, C-S, C-N e C-C por reagdes de

condensagéao acoplada a clivagem de ATP

Muitas enzimas sdo cataliticamente ativas em ambientes hidrofébicos, com
eficiéncia similar aquela encontrada em solucdo aquosa. Porém, estes
catalisadores estédo sujeitos a inativagdo em meio organico, por fatores quimicos,
fisicos ou bioldgicos. Visando protegé-los das interagdes com o solvente, técnicas

de imobilizacdo tém sido desenvolvidas *'314:1°,

1.3 — Imobilizacdo de Enzimas

A imobilizagdo de enzimas € uma das importantes areas da biotecnologia, e
varios métodos vém sendo desenvolvidos com este fim, tais como a adsor¢gao em
materiais insoluveis, confinamento em géis poliméricos, encapsulamento em
membranas, liga¢des cruzadas com o auxilio de reagentes bi- ou multifuncionais, e

ligagdes em suporte insoluvel* .



Para muitas enzimas a imobilizacdo confere uma estabilidade adicional
frente a varias formas de desnaturacdo, além de fornecer uma maneira facil de
recupera-las e reutiliza-las, sem perda consideravel da atividade *"".

A Figura 4 ilustra as principais técnicas de imobilizagdo descritas na

literatura.
Métodos de imobilizacdo de enzimas
@ = Enzima
Ligacdo sobre suporte] Ligac&o cruzada Confinamento
Q
& 8
3 @ @
% quitosana(QTS), PVA ou @ {
QTS/PVA com glutaraldeido
ou epicloridrina. Em
Em matriz microcapsula
Ladsorgdo fisica:  alcool polivinilico % organo-géis de QTS com
(PVA), galactomanana, xantana, poli-6xido microemulséo  dleo-agua alainato de calcio e
de etileno (PEO), poli(acido acrilico) (com gelatina, agarose ou I9 deid
(Carbopol), nylon 6. k-carragenanas como gliceraldeido,
agentes gelificantes), alginatos ou

carragenanas com

aerogéis de silica, gel de >
9 9 cloreto de calcio ou

Lligagdo covalente: silica, alumina,

celulose, poli(etilenoglicol) (PEG), agar, PEO, caseinato de potassio.
metéxi(polietilenoglicol)-p-nitrofenil sodio.
carbonato.

G ligacdo ibnica: resinas de trocas ibnicas
(p. ex. DEAE-sefadex, CM-celulose, Dowex
66, Duolite 568N).

Figura 4 - Principais métodos de imobilizagdo de enzimas (adaptado da ref. 4).

A adsorcdo é um dos métodos de imobilizagdo mais utilizados. E o processo
no qual as enzimas ligam-se a um suporte solido por interagdes intermoleculares,
tais como as de van der Waals, ligagbes de hidrogénio e/ou idnicas. Varios
materiais podem ser utilizados com esta finalidade, e a escolha de um deles
depende de suas propriedades como forga mecanica, estabilidade fisica e quimica,

carater hidrofobico/hidrofilico, capacidade de adsor¢do da enzima e custo'®.



Em processos de adsorcdo, o tamanho da proteina a ser imobilizada, assim
como a area superficial, porosidade e o tamanho dos poros do material adsorvente
sdo parametros relevantes na obtencao de sistemas enzima/suporte eficientes ™.

Recentemente, Ghamgui e col."®

reportaram a imobilizagado por adsorg¢ao da
lipase de Rhizopus orizae (LRO) em cinco suportes diferentes (silica gel 60,
amberlite IRC-50, carboximetilsefadex, celite 545 e CaCOQOg3). Os sistemas foram
utilizados como catalisadores na sintese do oleato de n-butila, que é util como
aditivo para veiculos a diesel, plastificante para cloreto de polivinila, agente

resistente a agua, e em fluidos hidraulicos (Equacéao 1).

O O
LRO
imobilizada
CHs(CHy)7CH=CH(CH,)7 OH CH3(CHy)7CH=CH(CH,)7 O(CHp)3CHz  Eq. 1
4cido oleico n(—)?le;(earr;o oleato de n-butila
+ solvente +
CH3(CH2)30H H,0

n-butanol

Foram avaliados parametros como a quantidade de enzima utilizada, teor de
agua dos sistemas e concentracdo dos substratos. A reagéo foi efetuada em n-
hexano e sem solvente para fins comparativos, e outros ésteres foram preparados
para verificar a influéncia do tamanho da cadeia alquilica dos acidos e dos alcoois
nas respectivas conversdes. Foram também determinadas as atividades da lipase
imobilizada nos cinco suportes. O CaCO3 foi o material mais eficiente para a
imobilizagdo da LRO'.

As enzimas podem também ser imobilizadas através da formacédo de
ligagbes covalentes com um material insoluvel em agua, pela fixaggdo em uma
matriz por ligacdo covalente, ou pela formacdo de ligagbes cruzadas em uma
matriz, utilizando agentes bifuncionais. Ambos procedimentos envolvem a

modificagdo quimica de um residuo de aminoacido da enzima®.



A quitosana (poli-N-acetilglucosamina) € um biopolimero catiénico derivado
da desacetilagdo da quitina, o segundo polissacarideo mais abundante da
natureza. Este biopolimero tem grupos hidroxilas que, devidamente ativados,
podem ser substituidos por grupamentos amino das enzimas, que ficam desta
forma ligadas covalentemente ao suporte. Ligagbes cruzadas utilizando
glutaraldeido, que pode ligar-se aos grupos amino tanto da enzima quanto da
quitosana, também tém sido reportadas?'?4%3,

Wu e Chiou®* imobilizaram a lipase de Candida rugosa (LCR) em duas
formas esféricas (seca e umida) de quitosana (QTS), apds ativacdo dos
grupamentos hidroxila com hidrocloreto de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-

carbodiimida (EDC) (Esquema 1).
CH,CH3

N

............ n
S Ha-6 12277
|QTS I—CH,OH + CHyCH,-N=C=N-(CHy)3-N(CHg)yHCl ——— 1QTS i—CH,0——C

EDC QTS/EDC NH

(CH2)3-N(CHz)»

— HN--4 E
1QTS {——CHp——NH--4 E

QTS/enzima

Esquema 1 — Imobilizagdo de enzimas pelo método da ativagcdo com EDC.

As propriedades da LCR imobilizada nas esferas de quitosana seca e umida
foram avaliadas e comparadas. A imobilizacdo conferiu a enzima uma maior
estabilidade a mudancas de pH e temperatura. Foi observado um aumento de
2,11% na atividade da enzima imobilizada em quitosana umida, frente a hidrélise
do palmitato de p-nitrofenila (p-NPP), a 30°C e pH 9. A enzima imobilizada em
ambas pérolas de quitosana manteve cerca de 80% de sua atividade inicial apos

10 reutilizacdes?*.



A imobilizacdo por microencapsulacdo ou em matriz consiste em confinar o
biocatalisador em um polimero insoluvel ou em uma microcapsula. A vantagem
desta técnica € que a enzima nao interage quimicamente com o suporte, o que
evita a sua desnaturagdo. Como desvantagem tem-se a diminuigdo da velocidade
de difusdo dos substratos e produtos através da membrana'.

O caseinato de sddio (CS) € um exemplo de suporte para imobilizagdo em
matriz polimérica. Este biopolimero forma filmes insoluveis em varios solventes
organicos, e tem sido utilizado para imobilizar enzimas e células inteiras, com
aplicacdo em sintese de ésteres e redugdo de compostos carbonilados?®:26:27:28:29
Varios outros trabalhos tém sido reportados tratando de imobilizagado de

varias classes de enzimas, nos mais diversos suportes®:31:32:33:34

1.4 — Aplicacdes das enzimas

O emprego crescente de enzimas na industria justifica-se pela especificidade
e eficiéncia com que estas catalisam as diferentes reacdes*.

A companhia quimica holandesa DSM utiliza biocatalise, biotransformagéo e
tecnologias de fermentacao, juntamente com métodos quimicos, na producédo de
insumos. Cita-se por exemplo, a sintese de L-aminoacidos n&o-naturais, que atuam
como materiais de partida para compostos farmacéuticos. A demanda destes
aminoacidos € grande, e eles ndo podem ser produzidos através de fermentacao,

ao contrario da maior parte dos 20 aminoacidos naturais.
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A producdo de L-aminoacidos esta baseada na resolugdo de amidas
racémicas de aminoacidos, que sao sintetizadas a partir de aldeidos, através da
sintese de Strecker® (Esquema 2). As enzimas utilizadas foram as amidases de
Pseudomonas putida, Mycobacter neoaurum ou Ochrobactrum antropii, que séo

especificas e enantiosseletivas frente a varios substratos®

NH,
o) NH,
H;0*
Reacdo __HCN _ N % . NH;
de Strecker: NH3; 4 R
R H R @
(0]
NH; NH, NH,
Resolugéo NH; Amidase OH NH,
enzimatica: R B putida) R + R
O. antropii )
O M. neoaurum 0 o

L-aminoacido

Esquema 2 — Rotas sintéticas para preparagcéo de aminoacidos racémicos (a) e
L-aminoacidos (b).

A Holland Sweetener Company produz aspartame (éster metil L-a-aspartil-L-
fenilalanina) usando uma enzima proteolitica, a termolisina, para catalisar a
formagao deste dipeptideo a partir do acido L-aspartico N-protegido e éster metil

D/L-fenilalanina (Equacé&o 2). O aspartame é um adogante de baixo teor calérico®

)k \//r Termollsma
,,///

desprotegao
@)

HO

/O

L-aspartico N-protegido éster metil D/L-fenilalanina

aspartame
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Outra aplicagcdo de enzimas na industria envolve a produgao da penicilina
G/V por processo de fermentagao usando cepas de Penicillium chrysogenum, ou
ainda cepas melhoradas através de engenharia genética®.

Muitas das penicilinas, por exemplo penicilina G, podem ser convertidas por
uma acilase aos acidos 6-aminopenicilanicos que atuam como materiais para a
sintese de penicilinas semi-sintéticas, resultando na obtengao de varios derivados

de penicilina com diferentes propriedades antibidticas (Equagéo 3).

H
RHN =

\ H S

o ‘~,/ acilase Eq .3

Z —N

7 OH - ArCH,COOH / 4

/ 0 B
penicilina G © /\OH
O

acido 6-amino penicilanico

Devido as suas propriedades, as enzimas tém também vasta aplicagdo na
sintese organica®. Seu uso como catalisadores em reagdes sintéticas em solventes
organicos nao é recente, sendo que no inicio do século XX surgiram as primeiras
aplicagoes®:37:38:39,

As reacbes enzimaticas, ao contrario das catalisadas por reagentes
quimicos, ocorrem em condicdes relativamente suaves®. Porém, as enzimas
termoestaveis, que sdo geralmente isoladas de organismos termofilicos, tém se
tornado objeto de muitas investigacdes. Além da alta estabilidade térmica, algumas
destas proteinas séo resistentes a condicdes extremas de acidez e alcalinidade.
Desta forma, a utilizacdo das enzimas termoestaveis na industria alimenticia, na
fabricacdo de papel, detergentes e farmacos, e na remocao de residuos toxicos e
drenagem para 6leos tém sido extensivamente estudadas®.

Haki e Rakshit*® revisaram recentemente trabalhos que reportam o uso de
enzimas termoestaveis em processos industriais, indicando os microorganismos

extremafilos dos quais derivam estas proteinas.
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A Tabela 2 apresenta algumas das conversdes biocataliticas e aplicagdes

industriais de enzimas termoestaveis.

Tabela 2 — Reagbes biocalisadas e aplicagdes de algumas enzimas termoestaveis.

Enzima

Faixa de temp. (°C)

Bioconversdes

Aplicacbes

a-Amilase (de bactéria) 90-100 Amido—xaropes de dextrose Hidrolises de amido,
preparo de bebidas
fermentadas, cozimentos,
detergentes

o-Amilase (de fungo) 50-60 Amido—xaropes de dextrose Produgéo de maltose

Pululanase 50-60 Amido—xaropes de dextrose Produgéo de xaropes de
glicose

Xilanase 45-65,105% poupa tratada—xilana + lignina Industria de polpa e
papel

Quitinase 65-75° Quitina—quitobiose Alimentos, cosméticos,

Quitina—N-acetilglicosamina farmacéuticos,
(quitibiase) agroquimicos
N-acetilglicosamina—glicosamina

(deacetilagao)

Quitina—quitosana (deacetilase)

Celulase 45-55,95° Celulose—glicose Hidrolise de celulose,
degradacao de polimeros
em detergentes

Protease 65-85 Proteina—aminoacidos e Preparo de bebidas

peptideos fermentadas, cozimentos,
detergentes, industria de
couro

Lipase 30-70 Remogao de gordura, hidrélises, Lacticinios, 6leos,

interesterificagdes, alcodlises, detergentes, polpa,

amindlises farmacéuticos,
cosméticos e industria de
couro

DNA polimerase 90-95 Amplificagdes de DNA Engenharia
genética/PCR

Xilanase de Thermotoga sp; "Dentro desta faixa, a atividade enzimatica foi alta; °Celulases de Thermotoga sp.

As enzimas hidroliticas (lipases, proteases, amilases e celulases) sao as

mais frequientemente usadas em sintese organica, e devido as suas propriedades e

vantagens na utilizagdo, as lipases tém sido amplamente investigadas

14,15,41
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1.4.1 — Lipases e Aplicacdes

As lipases verdadeiras (triacilglicerol acilhidrolases E.C.3.1.1.3) s&o
hidrolases que em seu ambiente natural catalisam a hidrdlise total ou parcial de
triacilgligerol (TAG) fornecendo diacilglicerol (DAG), monoacilglicerol (MAG),
glicerol e acidos graxos livres. Essas enzimas apresentam uma capacidade unica
de agir apenas na interface 6leo/agua. Essa definicdo exclui as enzimas que agem
em ésteres soluveis em agua (esterases) ou que hidrolizam outros lipideos
(acilhidrolases, colesterolesterase, tioesterases e outras)*?.

Estas enzimas encontram-se largamente distribuidas na natureza em
animais, vegetais e microorganismos (fungos e bactérias). Sdo, em sua maioria,

extracelulares, favorecendo a sua extragao, isolamento e purificagao*"**.

Recentemente, Lima e col.**

purificaram e caracterizaram uma lipase da
bactéria Bacillus megaterium nao descrita na literatura. A enzima foi utilizada como
biocatalisador em meio organico, apresentando propriedades cinéticas e de
estabilidade de grande interesse para aplicagdes em biocatalise.

As lipases apresentam massa molar entre 40-50 KDa com cerca de 300
residuos de aminoacidos. Sao glicoproteinas, nas quais a parte glicosilada circunda
o sitio ativo. Este é formado pela triade catalitica Ser-His-Asp/Glu, estando
frequentemente protegido por uma “tampa” hidrofébica que sofre uma mudanca
conformacional ao interagir com interface lipideo/agua’.

A Figura 5 mostra o diagrama de fitas da lipase de Candida rugosa (LCR)
em seus dois estados superpostos. Em vermelho esta a representagcdo da tampa
aberta da lipase e, em amarelo a sua conformagéo fechada, protegendo o sitio

ativo também em vermelho'’.
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Figura 5 - Sobreposigdo das estruturas tridimensionais (aberta e fechada) da
LCR11. [produzida usando MOLSCRIPT e Raster3D]

Recentemente, Miled e col.*°

estudaram a inibicdo de varias lipases
(gastricas humana e de cachorro, pancreatica humana, e de Humicola lanuginosa)
através do inibidor fosfonato de octil-undecila, medindo as subseqlentes
modificagdes de suas respectivas mobilidades eletroforéticas. Foram determinados
os valores experimentais para os pontos isoelétricos da lipase nativa (fechada) e
inibida (aberta), que concordaram com os calculos tedricos baseados no potencial
eletrostatico. Os resultados mostraram que ha uma diferenga significante nos
pontos isoelétricos entre as formas aberta e fechada para as quatro enzimas
investigadas. A analise de eletroforese mostrou ser uma ferramenta util para este
estudo, além de ser um método experimental facilmente realizado.

Como vantagens na utilizagdo de lipases pode-se citar o baixo custo, a sua
versatilidade catalitica, o fato de nao requererem cofatores, atuarem em faixas de

pH bastante amplas, serem regiosseletivas e estereosseletivas*®:#7+48:49:50.51,
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Nascimento e col.®? utilizaram o poli(éxido de etileno) (PEO) para imobilizar
as lipases de C. rugosa e de Pseudomonas cepacia’ (LPS) e estes sistemas foram
usados para catalisar a sintese de ésteres em solvente organico. Entre outros
parametros reacionais avaliados (tempo, concentragdo de enzima, temperatura e
influéncia do solvente na preparagédo do laurato de n-pentila), as lipases livres e
imobilizadas foram usadas na resolugdao do (R,S)-2-octanol, com o acido laurico

como doador acila (Equacao 4).

OH o C11H23

\/\/\)\ C11H23)J\OH NG N

LPS ou LCR livres
(R,S)-2-octanol e imobilizadas em PEO
25 e 35°C, n-hexano eep = 98%
E =180

Eq. 4

laurato de (R)-2-octanoila

As duas lipases mostraram preferéncia pelo alcool R. O melhor resultado foi
obtido com o sistema LPS/PEO com excesso enantiomérico do produto (eep) de
98%, e razdo enantiomérica (E) de 180, a 25°C em 25 dias®.

No mesmo trabalho foi investigada a esterificacdo de dois acidos racémicos
com n-butanol, n-hexanol e ciclohexanol, catalisada pela LCR livre ou imobilizada
em PEO. Todas as reagbes comprovaram a preferéncia da enzima pelo
enantibmero R, com ee, de 79-97% e 6-49% para a esterificacdo dos acidos (R,S)-
2-(4-clorofenoxi)propiénico e (R,S)-2-bromo hexandico, respectivamente.

A estereosseletividade oriunda da catalise por lipases explica o seu enorme
potencial em processos quimicos como catalisadores em varios ramos da industria

e da medicina®%*.

“ Esta lipase passou a ser denominada de Burkholderia cepacia.
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Kamal e col.®® estudaram a resolugdo enzimatica do 3-hidroxi-3-(2-
tienil)propanonitrila com varias lipases. Este composto enantiomericamente puro
serve como percursor na sintese da duloxetina, um agente antidepressivo
extremamente eficiente no tratamento de disturbios psiquiatricos. A Figura 6

mostra as estruturas dos compostos acima citados.

OH o}

X

S

\ / \ / NHCH;

3-hidroxi-3-(2-tienil)propanonitrila duloxetina

Figura 6 - Estruturas da duloxetina e de seu percursor racémico.

Em solvente organico, as lipases catalisam a transferéncia de grupos acilas
de compostos doadores para uma ampla faixa de compostos aceptores diferentes
da agua. Dependendo do tipo do doador acila e do aceptor, as reagdes catalisadas
por lipases incluem esterificagdo, tioesterificagdo, amidacgao, transesterificagcao,
sintese de peptideos e formagao de peracidos. Estes ultimos podem ser utilizados
na sintese de epdxidos a partir de compostos insaturados®®-*’.

Nos ultimos anos tém sido realizados varios estudos visando a utilizagao de
lipases em meio organico, visto que muitos dos substratos empregados em sintese
sd0 insolUveis em agua>®°8:%9-€0,

Lima e col.®" caracterizaram o extrato lipolitico de uma cepa selvagem do
fungo Penicillium aurantiogriseum cuja lipase é bastante utilizada na produgéo de
monoacilglicerideos. O preparado enzimatico mostrou o6tima estabilidade em
solventes organicos apolares, o que representa uma facilidade para os processos

sintéticos que empregam lipases como catalisadores.
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Levinson e col.®? utilizaram a lipase de Candida antarctica B (CALB) para
producao de amidas primarias de hidroxiacidos em 2-metil-2-butanol (Equacéo 5).
Foram avaliadas as taxas de conversao nas respectivas amidas até sete dias, e os
resultados foram comparados com os determinados para o acido oleico (cis-9-

octadecendico).

CALB
NH,COO" NH,* Eq. 5

R OH 2-metil-2-butanol R NH;

CgH17CH=CHC/H 14 (oleico);
CgH13CH(OH)CH,CH=CHC7H14 (ricinoleico);
CgH13CH(OH)CH,CH=CHCgH g (lesquerdlico);
CgH17CH(OH)CH=CHCH(OH)CsH1o (DOD);
CgH13CH(OH)CH,CH(OH)CH=CHCH(OH)CsH1o (TOD).

Foram utilizados os monohidroxiacidos ricinoleico (cis-12-hidroxi-9-
octadecendico) e lesquerdlico (cis-14-hidroxi-11-eicosendico), que sao de
derivados de fontes vegetais. Os di- e trihidroxiacidos (E)-7,10-dihidroxi-8-
octadecendico (DOD) e (E)-7,10,12-trihidroxi-8-octadecendico (TOD) foram obtidos
via fermentagao bacteriana a partir dos acidos oleico e ricinoleico®.

O acido lesquerdlico foi transformado na respectiva amida com uma elevada
taxa de conversao, enquanto o ricinoleico apresentou uma taxa de conversao
similar ao acido oleico. A percentagem de conversao em sete dias foi maior que
93% para todos os substratos testados.

Um outro exemplo da utilizagdo de lipases estd na producido de
aromatizantes naturais. Quando se utiizam métodos biotecnoldgicos,
particularmente os enzimaticos, esses aromas podem ser caracterizados como
“naturais” ou “idénticos aos naturais”, sendo por este motivo, preferidos pelo
mercado consumidor®®.

Recentemente, Romero e col.®*

reportaram a sintese do acetato de isoamila,
a partir do alcool isoamilico, catalisada pela lipase de Candida antactica (CAL) em

n-hexano (Equacéo 6).
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@)
CAL Eq. 6
. T OH  doador acila o7
alccol isomilico n-hexano acetato de isoamila

Diferentes parametros reacionais foram explorados, tais como o tipo de
doador acila utilizado, o efeito da temperatura, a razdo enzima/substrato, e o efeito
da concentracado dos substratos entre outros. Dentre os ésteres de cadeia curta,
que sao fragrancias e flavorizantes largamente usados na industria alimenticia,
cosmética e farmacéutica, o acetato de isoamila é o mais empregado em alimentos
(74.000kg/ano), devido ao seu odor de banana.

A seguir serdo discutidas algumas das principais propriedades e dos
meétodos de obtencdo do caseinato de sddio, considerando que este biopolimero foi

utilizado neste trabalho para imobilizagao de lipases.

1.5 — Caseinato de Sédio

O caseinato de sédio € um sal derivado da caseina, que € a principal
proteina existente no leite de vaca, cuja constituicdo é de aproximadamente 3,5%
de proteinas, das quais 2,9% sé&o caseinas e 0,6% sao proteinas do soro. O leite é
uma solugcdo aquosa de proteinas, lactose, minerais e algumas vitaminas. A
caseina € definida como a proteina que precipita quando o leite desnatado é
acidificado a pH 4,6 e temperatura 20°C ¢

Estudos baseados na mobilidade molecular, tais como cromatografia,
eletroforese, filtragdo e centrifugacdo, demonstram a existéncia de quatro tipos de
caseina: a caseina as1 (50% do total de caseinas), a caseina 3 (33%), a caseina k
(15%) e a caseina y em quantidades variaveis. O “s” da caseina o refere-se a

sensibilidade de precipitacio frente aos ions calcio .
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Embora os prefixos as, B, etc., definam espécies especificas de proteinas,
atualmente reconhece-se que existe uma variedade de tipos de caseinas (variantes
genéticos) que possuem pelo menos um residuo de aminoacido diferente na cadeia
polipeptidica. Por exemplo, a caseina as1C difere da caseina as1B (a variante mais
comum) apenas porque na posi¢cao 192 da cadeia polipeptidica existe o residuo
glicina ao invés do residuo acido glutdmico. Atualmente pode-se identificar as ragas
das vacas através de uma analise detalhada de uma amostra de leite, para se

verificar as propor¢des destas variantes®.

1.5.1 — Micelas de Caseina

Cerca de 80-90% de toda caseina do leite estd na forma de particulas
coloidais aproximadamente esféricas denominadas micelas, que medem de 50 a
200nm de diametro, com massa molar de 10" a 10°Da®®.

O conhecimento das micelas de caseina € de grande importancia, visto que
muitos dos tratamentos em tecnologia do leite influenciam de alguma forma na
estabilidade de suas micelas®’.

Os modelos apresentados para as micelas sdao puramente hipotéticos, pois
as suas estruturas ainda ndo sdo bem conhecidas. Supdem-se que essas micelas
tém a forma mais ou menos esférica, formada por um grande numero de sub-
unidades unidas entre elas. Estas sub-unidades medem de 10-20nm de diédmetro e
contém de 25 a 30 moléculas de caseina o, € k em propor¢des similares aquelas
apresentadas para o leite desnatado®®’.

Uma primeira teoria sugere que as sub-unidades de caseina asi € B
formariam nucleos termodinamicamente estaveis em roseta cobertos por camadas
periféricas de caseina k (Figura 7a). A segunda apresenta uma estrutura aberta
composta de sub-unidades de tamanho uniforme contendo as caseinas as1 € 3 no

centro e caseina k na periferia (Figura 7b).
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Figura 7 - Modelos sugeridos para as micelas de o e p - caseina .

Varias pesquisas tém sido desenvolvidas em torno das propriedades do
caseinato de sédio, seja como gel ou na forma de filmes, sobretudo com aplicagao

68.69.70  Recentemente, Istarova’’ e col. desenvolveram estudos

em alimentos
termodinamicos, combinando calorimetria e espalhamento de luz laser, para
elucidar a origem da interagao proteina-biosurfactante entre o caseinato de sodio e
fosfolipideos de soja, e a influéncia desta nas propriedades molecular e funcional

da proteina, em particular na sua habilidade para formar espuma.

1.6 — Carboidratos

Os carboidratos s&o assim denominados pelo fato da férmula geral de
muitos deles ser Ch(H20),, ou seja, carbono hidratado. Sdo usualmente definidos
como poli-hidroxi aldeidos e cetonas, ou substancias cuja hidrdlise produz estas
estruturas. Os carboidratos simples sdo comumente conhecidos como agucares ou
sacarideos (do latim saccharum e do grego sakcharon, actcar) ">,

Os denominados monossacarideos sdo os carboidratos mais simples,
incluindo agucares de quatro, cinco e seis atomos de carbono. Os dissacarideos e
polissacarideos sao os carboidratos cuja hidrolise fornece dois ou mais
monossacarideos. A glicose, a sacarose e a celulose sdo exemplos de mono, di e

polissacarideos, respectivamente’’>"°,
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Os carboidratos sao constituintes essenciais de todos organismos vivos,
onde desempenham varias fungcdes nas células, desde estruturais, até como fonte
substancial de energia metabolica’®™.

Em sintese orgénica, os carboidratos de baixa massa molar sdo importantes
precursores quirais para a obtencdo de moléculas com atividade bioldgica,
principalmente devido a seu baixo custo, pelo fato de poderem ser obtidos com alta
pureza e por sua abundancia na natureza’.

Uma restrigdo no uso de carboidratos com fins sintéticos é a necessidade de
protocolos de protecao e desprotegao de grupos funcionais, devido a presenga de
varios grupamentos hidroxilas com reatividade quimica similar nestas moléculas.

Recentemente, Sartori e col.”

revisaram a utilizacdo de varios catalisadores
heterogéneos na protecdo (e desprotegdo) de grupos funcionais, incluindo as
hidroxilas. Este tipo de processo tem recebido atencdo no meio cientifico devido a
busca constante de métodos menos nocivos ao meio ambiente, viabilidade do
ponto vista econdémico, facilidade na separagao do produto e sua purificagao, e
seletividade observada em muitos casos.

Reacbdes de hidrdlise, esterificacdo ou transesterificacdo catalisadas por
enzimas sao particularmente empregadas em processos que envolvem protocolos
de protecao/desprotecao seletivos. Kadereit e Waldmann revisaram a utilizacéo de
enzimas como método alternativo para a introdugdo e remogao de grupos
protetores em moléculas polifuncionalizadas’®.

A utilizacao de lactonas derivadas de acgucares pode também ser uma boa
estratégia para transformacdes envolvendo carboidratos, pois estes tém seus
centros anomericos protegidos, no seu estado oxidado.

A D-ribono-1,4-lactona (1) estd entre as aldolactonas mais utilizadas em
sintese organica, estando disponivel comercialmente’” 787980,

Comin e Rodriguez81 realizaram, a partir da D-ribono-1,4-lactona 1, a sintese
enantiosseletiva da (-)-Neplanocina C, menor membro da familia neplanocina de

antibidticos. A rota sintética envolveu doze etapas (Esquema 3).
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a) Me,CO, HCI; (-)-Neplanocina C

b) (MeO),P(O)CH3, n-BuLi, THF, -78°C—» aquec.,1h, 78%;
c) 50% NaH, BnBr, DMF, 0°C, 30min, 92%;

d) KOH, MeOH, aquec., 20h, 77%;

e) Collins, CH5Cl,, aquec., 12h, 80%;

f) K,CO3, PhH, 18-coroa-6, 56°C, 40min, 35%;

g) NaBHy,4, CeCls, MeOH, 0°C, 15min, 100%;

h) 6-cloropurina, PPh3, DEAD, THF, aquec., 1h;

i) AcOH, 50°C, 24h, 40%;

j) m-CPBA, CH,Cl,, 0°C—aquec., 10dias;

k) NH3/MeOH, 70°C, 5h, 75%;
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(
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(
(
(1) Hp, 10% Pd/C, 3atm, 88%.

Esquema 3 — Rota da sintese da (-)-Neplanocina C partindo da D-ribonolactona 1.

Sa e col.%? descreveram a sintese de derivados acilados da D-ribonolactona
1 e de nucleosideos, como possiveis inibidores da enzima gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase (QGAPDH). Esta enzima é essencial para o metabolismo da glicose
no protozodario Trypanosoma cruzi, parasita responsavel pela infec¢do denominada
doenga de Chagas. Alguns dos compostos sintetizados mostraram moderada
inibicao frente a gGAPDH.

Derivados 5-acil-ribono-1,4-lactonas (2a-2e) foram obtidos com bons
rendimentos, por um procedimento em trés etapas envolvendo protocolos de
protecdo e desprotecdo. A primeira etapa envolve a formacdo do composto 2,3-
isopropilideno-D-ribonolactona (3), com subsequente acilagdo e remogao do grupo

protetor (Esquema 4).
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2a-R=Ph 90°C R = Ph “y,
2b - R =4-CH30Ph R = 4-CH3;OPh
2c - R=4-CIPh R = 4-CIPh
2d - R =4-NO,Ph R = 4-NO,Ph
2e - R =CHj; R = 4-CI-3-NO,Ph
R = CH3

Esquema 4 — Rota sintética de derivados 5-acil-D-ribono-1,4-lactona.

Recentemente, trés novos dinucleotideos (4aP, 4ba e 4bpB) analogos do
NAD* foram preparados por Batoux e col.®®, partindo da D-ribonolactona 1
(Esquema 5). Estes compostos incorporam uma porg¢ao tiofeno no lugar da
nicotinamida, sendo hidroliticamente estaveis. Foram avaliados como inibidores da
atividade das enzimas adenosina difosfato (ADP) ribosil ciclase, glutamato

desidrogenase e Sir2 aciltransferase.
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a) Me,CO, 2,2-dimetoxipropano, resina HCR-W, H*-Dowex, aquec., 4h, >99%;
b) DMAP, trietilamina, DCM seco, 0°C — cloreto de t-butildimetilsilila, atm. de Ar,DCM, NH4Cl(aq);
c) tiofeno-2-carbonitrila ou tiofeno-3-carbonitrila, LDA, THF, -78°C, Me,CO, 95%;

e) POCl3, (EtO)3PO, H,0, 25%;

(
(
(
(d) TMSOT, Et3SiH, DCM, 0°C a t.a., TBAF, 47-50%;
(
(

f) AMP-morfolidato, MgCl,, MgSQy,, formamida, 30-42%.
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Esquema 5 — Rota sintética para dinucleotideos analogos de NAD" a partir da D-

ribonolactona 1.
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2 - OBJETIVOS
2.1 — Objetivo geral
O objetivo principal deste trabalho é avaliar a regiosseletividade de lipases

comerciais como catalisadores na sintese de derivados acilados da D-

ribonolactona 1 (Equacéo 7).

HO RO
0 o lipases 0 o
' Eq. 7
3 2 doadores acila, 3 2
S Z acetonitrila S Z
HO ; OH RO OR
doadores acila: acidos hexandico, octandéico, decandico ou laurico;
R =acilou H
2.2 — Objetivos especificos
Os principais objetivos especificos deste trabalho s&o:
1. Utilizar filmes de caseinato de sodio para imobilizar as lipases derivadas da

Pseudomonas (Burkholderia) cepacia LPS, PS-C e PS-D;

2. Realizar estudos de caracterizagdo dos filmes de CS com e sem a LPS
imobilizada, através de microscopia eletrénica de varredura (MEV);

3. Determinar a quantidade de agua nos filmes através de titulagdo pelo
método de Karl Fischer;

4. Avaliar o efeito do solvente organico na sintese de oleatos de n-pentila com
o sistema LPS/CS;

5. Investigar a seletividade da lipase de Pseudomonas cepacia imobilizada em
filmes de CS frente a acilagao da D-ribonolactona com os acidos hexandico,

octandico, decandico e laurico;
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Verificar a regiosseletividade da lipase de Candida antarctica como
catalisador na sintese de lauratos de D-ribonolactona;

Sintetizar o padrdo 5-lauril-D-ribono-1,4-lactona através de um protocolo
sintético de protecéo e desprotecao;

Utilizar as lipases PS-C e PS-D imobilizadas em CS para catalisar a reacao
de preparagao de lauratos de D-ribonolactona, avaliando-as quanto as suas
regiosseletividades;

Caracterizar os produtos por técnicas de infravermelho (IV), ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono (RMN-'H e *C), cromatografia
gasosa (CG) e cromatografia gasosa acoplada a espectrdmetro de massas
(CG/EM).

Quantificar a formacado dos produtos por técnicas de titulacdo volumétrica,
CG e RMN-"H;
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3 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1 — Reagentes, Enzimas e Solventes Utilizados

v
v

<\

D-ribonolactona (Aldrich);

n-pentanol (Vetec);

Acidos: hexandico, octansico e decandico (Aldrich); laurico e oleico (Vetec);
cloridrico (Carlo Erba); trifluoroacético (Merck);

Bases: hidoxido de sodio; bicarbonato de sodio; carbonato de potassio
(Vetec);

Solventes: acetona, acetonitrila, t-butanol, diclorometano, n-heptano, e n-
hexano (Vetec); acetato de etila (Grupo Quimica); cicloexano (Carlo Erba);
éter etilico (Dinamica); éter metil-t-butilico (Tedia); tolueno (F. Maia);
Solventes deuterados: cloroformio e dimetilsufoxido (Aldrich); acetona
(Cambridge) e agua (Sigma);

Glicerol (Reagen);

Caseinato de sédio (Tatua CO-OP Dairy Ltda);

Enzimas: - Lipases de Burkholderia cepacia®* LPS (Amano, 30.000 u/g*),
PS-C “Amano” | (Amano, 1.638U/g**) e PS-D “Amano” | (Amano, 7.44U/Q);

- Lipase de Candida antarctica, imobilizada em resina

anionica(Novozyme 435, 10.000 PLU***)*;

v
v

Silica gel (60 HF 254 da Merck);

Fenolftaleina.

* u/g € uma unidade da atividade lipolitica da enzima, sendo definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1umol de acido graxo por um minuto.’

** U/g é uma unidade que produz 1,0umol de alcool 1-feniletilico a partir do acetato de 1-feniletila.
*** PLU = unidade laurato de propila por grama.
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3.2 — Equipamentos Utilizados

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada em um aparelho
Philips XL30, do Laboratério de Materiais do Departamento de Engenharia
Mecanica da UFSC. As amostras foram metalizadas com uma fina camada de ouro
em um metalizador modelo P-2 Diod Sputtering System.

As titulacbes de Karl-Fischer foram efetuadas no titulador 633 Automatic
Metrohm AG CH-9100 Herisau.

As reagdes foram realizadas em um agitador termostatizado do tipo Dubnoff,
modelo TE 053.

Os espectros de RMN-'H e "C foram realizados nos espectrdmetros
BRUKER AC 200MHz e VARIAN 400MHz, usando tetrametilsilano (TMS) como
referéncia interna.

A espectroscopia de IV foi feita em um espectrofotdbmetro PERKIN ELMER
FTIR 16PC.

As andlises de CG foram realizadas em um cromatégrafo Shimadzu 14B,
utilizando uma coluna Shimadzu CBP5-M25.

As anadlises de CG/EM foram gentiimente efetuadas pelos grupos dos
professores Faruk Nome, do Depto. de Quimica da UFSC (espectrébmetro GCMS-
Q85050, coluna J & W Cientific DB-5-M30), e Aurea Echevarria Aznar, do Depto.
de Quimica da UFRRJ (espectrémetro SATURN GC/MS, coluna CP-SIL8CB).
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3.3 — Métodos Experimentais

3.3.1 — Preparacdao e caracterizagdo dos filmes de caseinato de sé6dio

Os filmes de caseinato de sodio foram preparados pesando-se 1,5g deste
sal e 0,5g de glicerol (agente plastificante), em um béquer de 50 mL. Adicionaram-
se 15 mL de agua destilada e a mistura foi mantida sob agitagcdo magnética por 2
horas. A seguir adicionaram-se quantidades variadas das lipases (50-100mg), € o
sistema foi agitado por mais 10 min. A mistura foi transferida para duas placas de
Petri e 0 solvente evaporado em capela a temperatura ambiente, obtendo-se assim
os filmes com a enzima imobilizada. Estes entdo foram cortados em pedacgos de
tamanhos similares e transferidos para erlenmeyers contendo solvente organico
(Figura 8).

-
A o=

A

Lipase/CS g
25mL de solvente

argénico

Figura 8 - Preparagéao dos filmes de CS e imobilizagcéo das lipases.

Foram efetuados ensaios de MEV em amostras de filmes de CS com 100mg
de LPS imobilizada, e sem a enzima para fins comparativos. Os filmes foram
metalizados com uma fina camada de ouro, as suas superficies analisadas através
de um microscopio eletrénico de varredura, e os resultados registrados através de

fotomicrografias.
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A quantidade de agua presente no sistema LPS/CS foi determinada por
titulagcado pelo método de Karl-Fischer. Os filmes de CS sem enzima ou contendo
50mg de LPS imobilizados foram previamente triturados, e amostras de 100mg
aproximadamente foram usados para as analises. Os experimentos foram

realizados em ftriplicata e o resultado expresso como média aritmética dos valores.

3.3.2 - Preparacgéo de oleatos de n-pentila catalisada pelo sistema LPS/CS

Sistemas contendo 10mg de LPS imobilizados em CS foram utilizados para
catalisar a esterificacdo de 5,0mmol (1,59mL) do acido oleico com 5,0mmol
(0,54mL) de n-pentanol, em 25mL de solvente orgéanico. A mistura reacional foi
agitada a 35°C, por 24h.

A formacao dos ésteres foi acompanhada por cromatografia de camada
delgada (ccd) utilizando como eluente n-hexano:acetato de etila (9:1).

Apos as 24 horas, os filmes foram lavados com o proprio solvente até retirar
todos reagentes e produtos do filme. O solvente foi evaporado no rota-evaporador
e o grau de conversdao em produto foi obtido por analises de RMN-"H, por
comparacgao da area do pico referente aos hidrogénios metilénicos do alcool (~ 3,5
ppm) com a dos mesmos hidrogénios apos a esterificagao (~ 4,1 ppm). A Figura 9

mostra o procedimento para preparacido dos oleatos de n-pentila.
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5,0mmol &cido oleico
5,0mmol n-pentanol

\__ )

10mg LPS/CS Banho tipo Dubnoff, Sy
25mL solvente orgéanico °
9 24h, 35°C Desanter,

RCH,00CR” RCH,0H

MR éster + alcool +
. TR acido

Figura 9 - Preparacao e quantificacdo do oleato de n-pentila.

3.3.3 - Preparacdo dos derivados acilados da D-ribono-1,4-lactona 1

catalisada pelo sistema LPS/CS

Foram imobilizadas 50mg de LPS em CS, e os sistemas utilizados para
catalisar a esterificagcdo de 3 equivalentes (0,75mmol) dos acidos hexandico,
octandico, decanoico e laurico com 1 (0,25mmol, 27mg) em 25mL de acetonitrila.
Deixou-se entdo a mistura reacional na temperatura de 35°C agitando por 72h em
agitador termostatizado do tipo Dubnoff.

A formacao dos ésteres foi acompanhada por cromatografia de camada
delgada (ccd) utilizando como eluente n-hexano:acetato de etila (9:1) e silica gel
como fase fixa. Apds o término da reagéo, a mistura reacional foi decantada, e o
filme foi lavado 3 x 15mL de acetonitrila para que todos reagentes e produtos
fossem retirados do filme. Cessadas as lavagens, foram retiradas aliquotas para
determinagao da converséo (%) por titulagdo com solugado padronizada de KOH
0,020mol.L™" e fenolftaleina como indicador. Aliquotas da reacdo também foram
analisadas por CG (Figura 10).
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lavar o filme

Titulag&o KOH 0,020mol.L™" e
fenolftaleina;
Anédlise por CG

Figura 10 - Preparacao do meio reacional e analise dos derivados acilados.
3.3.4 - Preparacdo dos lauratos de D-ribono-1,4-lactona catalisada pela CALB

A um erlenmeyer contendo 25mL de acetonitrila, foram adicionados 100mg
de CALB, 0,75mmol (150mg) de &cido laurico e 0,25mmol (37mg) de D-
ribonolactona. O sistema foi agitado por 24h a 35°C, e a formagdo de produtos
verificada por ccd (eluente n-hexano:acetato de etila 9:1). Aliquotas também foram
retiradas e submetidas a titulagdo com solucédo padronizada de KOH 0,020mol.L™" e
analisadas por CG.
A reacao foi realizada também em escala preparativa: 1,5mmol (223mg) de
1 e 4,5mmol (904mg) de acido laurico. A quantidade de lipase foi dobrada (200mg),
mantendo 25mL de acetonitrila. A solugao foi resfriada, filtrada e o sdlido obtido
submetido as analises de IV, RMN-"H e "°C, CG e CG/EM.
A Figura 11 mostra os procedimentos utilizados para a sintese dos lauratos

de D-ribonolactona.
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1 ou 3 ex). acido lawrico; L
D-riborwolactona ; :

Iv,

RMN-'H e

Bc,cGe
CG/EM

Titulagdo KOH 0,020mol.L™" e
fenolftaleina

Figura 11 - Preparacado do meio reacional e andlise dos derivados lauratos da D-
ribonolactona.

3.3.5 - Preparacao do padrao 5-lauril-D-ribono-1,4-lactona

O padrao 5-lauril-D-ribono-1,4-lactona foi obtido através de uma rota
sintética em 3 etapas: protegcao das hidroxilas secundarias com acetona e acido
cloridrico, esterificagcdo enzimatica com acido laurico, e desprotegao das hidroxilas

com solugéo aquosa de acido trifluoracético. As etapas seréo descritas a seguir.
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3.3.5.1 — Preparacéo do derivado 2,3-isopropilideno-D-ribono-1,4-lactona
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Uma solugao contendo 1,0g (6,75mmol) de 1, 50mL de acetona e 0,5mL de
acido cloridrico concentrado foi deixada sob agitagdo a temperatura ambiente por
24h. A reacao foi cessada através da adicdo de uma pequena quantidade de
carbonato de potassio, sob agitacdo durante 30min aproximadamente, seguida de
filtragcdo simples e evaporagdo da acetona. Uma unica mancha (R 0,91) foi
verificada na ccd (eluente n-hexano:acetato de etila 9:1, revelada por UV).

Um sdlido branco foi obtido com uma massa de 1,10g (rend. 86,6%), o qual
foi submetido as analises de IV e RMN-"H, e caracterizado como o composto 2,3-
isopropilideno-D-ribono-1,4-lactona 3. Pf. 124-127°C (Pf.%® = 139-140°C). IV (KBr,
cm™) 3461 (-OH), 1769 (C=0 lactona), 1382 (CHs). RMN-'H (DMSO-d¢) &: 1,31 (s,
3H, CCHs), 1,35 (s, 3H, CCHjs), 3,60 (ddd, 2,8Hz, 5,2Hz, 12Hz,1H, CHy), 3,65 (ddd,
2,0Hz, 4,8Hz, 11,8Hz,1H, CH,) 4,61 (t, 2,4Hz, 1H, H-4), 4,77-4,79 (m, 2H, H-2 e H-
3) e 5,32 (t, 4,8Hz, 1H, -OH).

3.3.5.2 — Preparacdo do derivado 5-O-lauril-2,3-isopropilideno-D-ribono-1,4-

lactona
HO ° o)
jﬁ/\%" jﬂ/\%c’
HsC(H,C)

CALB Lo )

o o CH3(CHa)1oCOOH s 3

% 35°C, 48h, CH,Cl, %
3 4



35

Quantidades equimolares do derivado 2,3-isopropilideno-D-ribono-1,4-
lactona 3 (190mg, 1,0mmol) e do acido laurico (204mg, 1,0mmol) foram
adicionadas a um baldo contendo 50mg de CALB e 25mL de diclorometano. A
mistura reacional foi agitada em um banho tipo Dubnoff a 35°C, durante 48h.
Aliquotas foram submetidas a analise por CG.

A mistura reacional foi tratada com 2 x 20mL de KOH 0,01moIL'1 e 20mL de
H,0O. A fase organica foi seca com Nay;SO4, 0 solvente evaporado, e o derivado 5-
O-lauril-2,3-isopropilideno-D-ribono-1,4-lactona 4 isolado como um solido (rend.
32,5%). Pf. 40°C. IV (KBr, cm™) 1775 (C=0 lactona), 1751 (C=0 éster), 1375 (CHa).
RMN-"H (CDCls) &: 0,88 (t, 7,2Hz, 3H, CHs), 1,26 (m, 16H, -CH2CH,-), 1,40 (s, 3H,
CCHj3), 1,50 (s, 3H, CCHs), 1,60 (m, 2H, CHy), 2,31 (t, 7,2Hz, 2H, CH,CQOO), 4,24
(dd, 2,4Hz, 12,8Hz, 1H, CH,), 4,38 (dd, 2,8Hz, 12,4Hz, 1H, CH), 4,69 (d, 5,2Hz,
1H, H-3), 4,77 (m, 2H, H-2 e H-4).

3.3.5.3 — Preparacéo do derivado 5-O-lauril-D-ribono-1,4-lactona
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Uma solugdo formada por 60mg (0,40mmol) do composto 4 e 1,5mL de uma
solugdo aquosa de acido trifluoroacético 50% foi deixada sob agitagdo por 2h, a
temperatura de 35°C. Apds a evaporacao do solvente, foi obtido um sélido branco
com um aspecto amorfo, caracterizado como o derivado 5-O-lauril-D-ribono-1,4-
lactona 5. Rend. >99%. Pf = 112-115°C. IV (KBr, cm™): 3300, 3485 (-OH), 1754
(C=0 lactona), 1706 (C=0 éster). RMN-'H (DMSO-dg) &: 0,86 (t, 6,4Hz, 3H, CHa),
1,24 (m, 16H, -CH,CH>-), 1,50 (m, 2H, CHy), 2,32 (t, 7,2Hz, 2H, CH,COO), 4,13 (m,
1H, H-3), 4,17 (dd, 5,6Hz, 12,0Hz, 1H, CH,), 4,27 (dd, 4,0Hz, 12,0Hz, 1H, CH,),
4,40-4,45 (m, 2H, H-2 e H-4), 5,57 (d, 4,4Hz, 1H, OH), 5,88 (d, 7,6Hz, 1H, OH).
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3.3.6 — Preparacdo dos lauratos de D-ribono-1,4-lactona catalisada pelas
lipases PS-C e PS-D

As lipases PS-C e PS-D (100mg de cada) foram imobilizadas,
separadamente, em filmes de CS. Os dois sistemas foram utilizados para catalisar
a reacgao entre o acido laurico (1,5mmol, 300mg) e a D-ribonolactona (1,5mmaol,
222mg), em 25mL acetonitrila. A reagédo foi realizada a 35°C, sob agitagdo
continua, sendo retiradas aliquotas em 24, 48 e 72h.

As aliquotas foram submetidas a analise por CG. Foi observado apenas um
pico para os produtos obtidos com ambas lipases. As conversdes, determinadas
por CG, para os produtos das reacdes catalisadas por PS-C e PS-D foram de 54 e
7%, respectivamente.

Depois de evaporada a acetonitrila, o produto obtido com a PS-C foi
solubilizado em 20mL CH.CI,, e tratado com 2 x 20mL H,O e 20mL solucao
saturada de NaHCOs3. Ao final do tratamento ainda restaram 20% do acido laurico,
e foram obtidos 132mg de um sélido branco, correspondente a 42,6% de massa
recuperada. O sélido foi submetido as analises de IV, RMN-'H e "*C e CG/EM.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos neste
trabalho. Inicialmente serdo mostrados os dados referentes a caracterizacao
morfologica dos filmes de caseinato de sodio (CS) na auséncia e presenga da
lipase de Pseudomonas cepacia (LPS) através da técnica de microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e, em seguida, os resultados das quantidades (%)
de agua presentes nos filmes. A seguir, serdo apresentados os dados obtidos para
a conversao em oleatos de n-pentila com o sistema LPS/CS, em funcdo do
solvente orgéanico. Dando continuidade, serao discutidos os resultados de acilagao
regiosseletiva da D-ribonolactona via catalise enzimatica, onde serao avaliados
diversos parametros, tais como o efeito do comprimento da cadeia alquilica do
doador acila e a utilizacdo de lipases de diversas procedéncias. Para fins
comparativos, o produto monoacilado foi preparado em trés etapas por

procedimentos classicos e ja descritos na literatura.

4.1 — Caracterizacédo dos filmes de caseinato de s6dio com a LPS imobilizada

4.1.1 — Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A LPS (50mg) foi suportada em filmes de CS e o sistema submetido a

ensaios de MEV. As fotomicrografias obtidas estdo apresentadas na Figura 12.
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Figura 12 — Fotomicrografias das amostras de filmes de CS com e sem a LPS
imobilizada [ampliagbes: (a) sem LPS, 1.000x; (b) com LPS, 500x; (c)
e (d) com LPS, 1.000x].

Estas fotomicrografias mostram que o0s preparados enzimaticos,
aparentemente adsorvidos, formam aglomerados em determinadas regides da
superficie dos filmes de CS, e que estes sdo homogéneos (Fig. 12a). Estes filmes
apresentam alta resisténcia macroscoépica com relagao a solubilidade em diversos
solventes organicos (exs. hexano, heptano, acetonitrila e tolueno) a temperatura

ambiente.
4.1.2 — Determinacéo da quantidade de agua

E bem reportado que a presenga de agua é um fator importante para a
manutencio da conformacao natural das Iipases15.

A quantidade de agua nos filmes de CS foi determinada pelo método
titulométrico de Karl-Fischer. Os filmes com e sem a LPS imobilizada apresentaram

12,0 e 13,0% de agua, respectivamente.
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Esses resultados mostram que mesmo apds a imobilizacéo, os filmes de CS
mantém certa quantidade de agua, contribuindo para a manutencdo da
conformacgao nativa e atividade catalitica da lipase, sendo este um requerimento

importante nos estudos de biocatalise.
4.2 — Preparacao de oleatos de n-pentila catalisada pelos sistemas LPS/CS
Os sistemas contendo 10mg de LPS imobilizados em CS foram utilizados na

sintese de oleatos de n-pentila, visando avaliar o efeito do solvente organico. A

Equacéao 8 refere-se a reagao de esterificagdo mencionada.

(0] (0]
LPS/CS
CH3(CHy)7CH=CH(CH,)7 OH Solv. organica,  CHa(CH2)7CH=CH(CH,)7 O(CH2)4CH;  Eq. 8
acido oleico 24h, 35°C oleato de n-pentila
+ +
CH3(CH)4OH H,0

n-pentanol

Os resultados obtidos para a formacado dos oleatos de n-pentila em meio

organico sdo mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Efeito do solvente na converséo (%) em oleato de n-pentila catalisada
pelo sistema LPS/CS.

Solvente log P® Conversao (%)®
Heptano 4,00 58
Hexano 3,50 23
Cicloexano 3,20 31
Tolueno 2,50 39
Diclorometano 1,50
t-Butanol 1,45
MTBE 1,43
Eter etilico 0,83 ~0
Acetona -0,23 8
Acetonitrila -0,33 17

(@) Logaritimo do coeficiente de partigho octanol/agua®’;
(b) Determinada por RMN-"H.

O log P, definido como o logaritimo do coeficiente de particao do solvente
no sistema octanol/agua, € o parametro mais frequentemente utilizado para
descrever quantitativamente o efeito do solvente em reacbes catalisadas por
enzimas®’.

Segundo Laane e col.®’

os solventes que possuem log P < 2 sao
hidrofilicos, ndo sendo adequados para biocatalise, porque perturbam fortemente a
interacdo agua/biocatalisador, tornando-o inativo ou ocasionando sua
desnaturagdo. Os solventes com log P entre 2 e 4 sdo menos hidrofilicos,
perturbando menos a interagdo agua-biocatalisador. Os solventes com log P acima
de 4 sao hidrofébicos e nao perturbam estas interagdes, deixando o biocatalisador

no seu estado ativo.
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Os resultados obtidos corroboram com os estudos de Laane, mostrando
claramente que a percentagem de conversdo em éster foi dependente do tipo de
solvente utilizado. Os solventes com log P acima de 2,50, ou seja os menos
polares, foram os mais eficientes na catalise enzimatica, formando os oleatos de n-
pentila com maiores conversdes em tolueno e n-heptano, sendo estas de 39 e
58%, respectivamente.

A conversdo em oleato de n-pentila obtida em acetonitrila foi significativa
(17%), considerando seu valor baixo de log P (-0,33). Deve-se salientar que a
solubilidade dos substratos, em muitos casos, € o fator que determina a escolha do
solvente organico em uma reagao biocatalisada, mesmo que este nao tenha um log
P muito apropriado. Exemplos disto sao as reacdes de acilagdo da D-ribono-1,4-

lactona 1 desenvolvidas neste trabalho, que foram realizadas em acetonitrila.

4.3 — Sintese de derivados acilados de D-ribono-1,4-lactona catalisada pelos
sistemas LPS/CS

Segundo Solomons' “quando uma reacdo que potencialmente pode formar
dois ou mais isdbmeros constitucionais formar apenas um destes (ou um
preponderante), a reacdo € denominada regiosseletiva”’. As reagdes em estudo

podem formar até sete produtos de acilagao da D-ribonolactona (Figura 13).
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Figura 13 — Estruturas dos possiveis produtos de acilagdo da D-ribonolactona 1.

A D-ribono-1,4-lactona 1 pode ainda sofrer isomerizagdo, formando a sua
correspondente 1,5-lactona, via acido aldénico (Esquema 6)°. Este equilibrio faz

com que dobre o numero de possibilidades de produtos a partir de 1.

HO
HO HO o) o) O
(@] 0]
— . — W
\S 1’/ “ “, W “,
HO OH Ho™ “IOH HoY Y "oH
1 oH OH
acido aldénico 1,5-lactona

Esquema 6 — Isomerizagdo da 1,4-lactona 1 para a 1,5-lactona.
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Para avaliar a regiosseletividade da lipase de Pseudomonas cepacia
imobilizada em fiimes de caseinato de soédio (LPS/CS), primeiramente 3,0
equivalentes dos acidos hexandico, octandico, decandico e laurico foram utilizados
como doadores acila para a obtengao de ésteres da D-ribonolactona 1. Para este
estudo, foram utilizados 50mg da LPS.

Os reagentes foram solubilizados em 25mL de acetonitrila e as reacoes
foram mantidas sob agitagdo continua a 30°C, sendo retiradas aliquotas em 24, 48
e 72h, que foram submetidas a titulagdo com solugdo de KOH 0,020molL™ para
calculo do consumo do acido na reagao. Os produtos obtidos foram analisados
também por CG.

O Esquema 7 representa as reacdes de esterificacdo catalisadas por
LPS/CS realizadas neste estudo preliminar, e os valores de conversao (%) obtidos

em funcado dos doadores acila utilizados.

HO R
O O O
LPS/CS
$ 2 acidos, $ 2
1S . S aoetor;tzrga, 35°C, RO R

acidos conv. (%)

. N . . Lo Hexanoico 90

acidos = hexandico, octandico, decandico ou laurico Octandico 80

R = CHj3(CH2),CO- (n=4,6,8e 10) ouH Decandico 50
Laurico 90

Esquema 7 — Sintese de derivados acilados de D-ribono-1,4-lactona catalisada por
LPS/CS.
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A Figura 14 mostra a andlise por CG para a reagao de acilagédo da D-

ribonolactona 1 com acido laurico, catalisada pelo sistema LPS/CS.

0.2000
2
Q ez produto
]
[%2]
[
)
[ 0.2000
0.1800
0.1000 acido laurico Produto
produto
GRS produto
0.0000
+.0 .0 5.0 10.0 1z.0 14.0 1a8.0
tempo (min)

[T.i.=50°C, r.a.= 20°C, T.f.=250°C, T. ¢.=250°C, T. inj.=280°C, T. det.=280°C, coluna Shimadzu CBP5-M25]"

Figura 14 - Cromatograma obtido por CG para a aliquota da reacgao de acilagao de
1 com acido laurico czg-ltalisada pela LPS/CS [0,25mmol D-ribonolactona,
0,75mmol acidos, 35 C, 72h].

Os resultados obtidos indicam uma certa seletividade do sistema LPS/CS,
sendo que um dos produtos € formado majoritariamente em relagdo aos outros
trés. O pico em 8,4min, referente ao acido laurico (adicionado em excesso) também
€ observado.

Os cromatogramas dos produtos obtidos com os outros acidos também
indicaram a formacao de misturas de ésteres, apos 72h de reacdo. Da mesma
forma, a presenga de um pico de maior intensidade em todos os cromatogramas
mostrou a formagao de um produto majoritario.

Os dados mostrados na Tabela 4 referem-se aos cromatogramas obtidos na
reacdo de 1 com os acidos hexandico, octandico, decandico e laurico. Os

parametros dos produtos majoritarios estdo destacados em negrito.

L R temperatura inicial, r.a. = rampa de aquecimento, T.f. = temperatura final,
T. c. = temperatura da coluna, T. inj. = temperatura do injetor, T. det. = temperatura do detector.
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Tabela 4 — Intensidades relativas dos produtos de acilagcdo da D-ribonolactona 1
com os acidos organicos, catalisada por LPS/CS.

Produtos

Acido Tempo de retencédo (min) Intensidades relativas (%)
Hexanoico 9,36 11,0
17,2 68,0
17,6 11,0
18,3 10,0
Octanoico 8,16 25,0
15,7 75,0
Decanoico 5,24 21,0
10,4 79,0
Laurico 5,14 3,0
571 8,0
10,9 15,0
11,8 74,0

A regiosseletividade das lipases de Pseudomonas tem sido reportada na
literatura®%°%° . Gotor e col.®? utilizaram a lipase de Pseudomonas cepacia na
acilacdo de 2’-deoxinucleosideos com ésteres de oxima como doadores acila
(Equacéao 9).

As hidroxilas secundarias foram aciladas seletivamente, e ndo as primarias
que sdo mais reativas quimicamente. Da mesma forma, n&o foi observada a N-
acetilacdo do grupamento amino da 2’-deoxiadenosina, o que é bem relevante,

pois contrasta com outros métodos de acilacdo reportados 2.
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Ozaki e col.® prepararam derivados 3’-acilados da 5-fluoridina e uridina a

partir de anidridos de acidos, em reacdes de transesterificacdo catalisadas por
LPS. A maior seletividade na acilagdo da 5-fluoridina foi obtida com o anidrido
octandico, e na acilagao da uridina o anidrido hexandico foi mais seletivo, com as
duas lipases. Os produtos monoacilados 3’-octil-5-fluoridina e 3’-hexil-5-fluoridina
foram obtidos com rendimentos superiores a 85%. Varios solventes organicos

foram utilizados, porém o THF foi o mais eficiente nas reagbes(Equacéo 10).

O
X
| NH | /'I:
o N 9 PSL
solvente organico Eq .10
2 fﬁ
OH OH R O" R

3 -acil-5-fluoridina
(5-fluoridina) ou H (uridina) ou

F
C7zH1s; CsHqy (@) 3-acil-uridina
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2°,3’-Dideoxinucleosideos vém  sendo utilizados como  agentes
quimioterapéuticos, com atividade anti-retroviral, contra o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), o agente causador da sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS). A 2°,3"-dideoxiinosina (Didanosina, DDI) foi aprovada no tratamento de
adultos e criancas com infecgdo avancada do HIV, que possuem intolerancia ao
AZT, ou quando tém problemas de saude causados pelo uso constante deste

farmaco® .

A LPS foi utilizada por Santaniello e col.®’

para obter compostos precursores
para a DDI, partindo da inosina ou 2’-deoxiinosina, através de reacbes de
transesterificagdo com acetato de vinila. Foram obtidos derivados 3’-acetilados
para os dois nucleosideos. Para o acetato de 2’-deoxiinosina o rendimento foi de
72% em THF. Os rendimentos para os derivados de inosina foram 69 e 83%, em

THF e DMSO, respectivamente (Equagéo 11).

OH OH
N A N X
N N
(A (A
HO P HO
N N N N/
© LPS ©
—_— Eqg. 11
solvente organico
OH R Z >0 OAc R

R = OH (inosina); H (2’-deoxiinosina) 5 tat
-acetatos

Deve-se acrescentar que também foi observada a formacgao de derivados 2'-
acetilados como produtos da acilacdo da inosina®. E bem sabido que hidroxi
ésteres, e em particular os monoésteres de 1,2- e 1,3- didis sofrem isomerizagao,

sendo que estas ocorrem muito rapidamente em meio acido ou alcalino®.
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O Esquema 8 representa o equilibrio de migragdo do grupo acila para um

1,2-nucleosideo monoacilado genérico.

HO B B B
1 o HO o HO o B HOT
+H* H*

o g OH Q CoCQ AN OH
H/ 2-\
> © \/'> V@H R)EO/—H © <
R R R

Esquema 8 — Mecanismo proposto para migragédo do grupo acila, catalisado por
acido (adaptado da ref. 80).

Em reacbes catalisadas por lipases, a isomerizagdo também pode ocorrer.
Primeiramente por um ataque nucleofilico do residuo catalitico da Ser, presente no
sitio ativo, sobre um dos isbmeros com a formacao do intermediario acil/enzima.
Numa segunda etapa, o grupo hidroxila vicinal pode reagir com este intermediario,
formando o outro isémero e regenerando o biocatalisador (ver Figura 2, p. 8).

As referéncias acima citadas mostram que a LPS foi regiosseletiva na
acilacdo de nucleosideos, com a obtencdo quase exclusiva de produtos 3'-
acilados.

Deve-se salientar que as reacdes catalisadas pelo sistema LPS/CS até esta
etapa do trabalho foram realizadas em quantidades apenas analiticas (<1,0mmol).
Os experimentos foram realizados em carater preliminar, e devido a seletividade
moderada do sistema frente a acilagdo de 1, estudos mais completos sao

necessarios.
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4.4 — Sintese de lauratos de D-ribonolactona catalisada pela CALB

A regiosseletividade da lipase de Candida antarctica B (CALB), assim como
sua elevada atividade diante de varios substratos, € bem reportada na
Iiteratura88’89’9°‘91‘92’93’94‘95.

Em todas referéncias citadas anteriormente para acilagbes de nucleosideos
usando a LPS, também foram reportados estudos com as lipases de C. antarctica.
Ao contrario da LPS, esta enzima catalisa acilagdes cujos produtos principais séo
derivados 5’-acilados de nucleosideos, ou seja, as reagdes ocorrem
preferencialmente nas hidroxilas primarias da funcao acucar da molécula.

O fato de duas lipases terem regiosseletividades diferentes frente a um
mesmo substrato € algo bem relevante. Pode-se desta forma, obter produtos
diferentes, ou apenas um produto de interesse, com a mudanca do sistema
catalitico, o que € necessario em muitos casos.

Neste trabalho, foi avaliada a regiosseletividade promovida pela lipase de
Candida antarctica B (CALB, Novozym 435) na acilagdo de 1 com 3,0 equivalentes
do acido laurico.

Apds 24h obteve-se conversdao >99%, e por analise de CG observou-se
apenas um pico, além do que corresponde ao acido, confirmando a seletividade da

CALB nesta reagédo. O cromatograma esta mostrado na Figura 15.
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Figura 15 - Cromatograma obtido por CG para a aliquota da reacéo de acilagdo de

1 com acido laurico catalisoada pela CALB. [0,25mmol D-ribonolactona,
0,75mmol acido laurico, 35 C, 24h]

Considerando os bons resultados obtidos com a CALB, optou-se por
aumentar as quantidades de reagentes utilizados, para anadlises posteriores.
Utilizando 4,5mmol (904mg) de &cido laurico e 1,5mmol (223mg) de 1, apds 72h
de reagao, foi obtido um sélido branco amorfo (rend. 92%, Pf=123-124°C), pouco
soluvel em acetonitrila, e com conversao >99%.

Uma amostra foi submetida a analise de CG, e foram observados trés picos

distintos, sendo um deles maijoritario (Figura 16).
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Figura 16 - Cromatograma obtido por CG para a aliquota da reacéo de acilagao de
1 com acido laurico catalisada pela CALB [1,5mmol D-ribonolactona,
4,5mmol acido laurico, 35°C, 72h].

Para determinagdo das estruturas dos produtos formados, as amostras
foram submetidas as analises de IV, RMN-'H e *C, e CG/EM.

O espectro de IV apresenta uma banda bem intensa (estiramento C=0) em
1754cm™, resultante da sobreposicdo das bandas das carbonilas do éster e da
lactona do produto formado. A diminuicdo da intensidade da banda larga de OH,
presente no espectro da lactona em 3500-3000cm™, com o surgimento de duas
bandas de menor intensidade em 3484 e 3306cm™, é uma forte evidéncia da
acilacao do regente 1. A bandas caracteristicas das ligagcdées CO estdo entre 1298

e 1239cm™, e dos grupos metila e metilénicos em 2919 e 2853cm™.
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No espectro de RMN-'H (Anexo 1), em DMSO-ds, observam-se trés
conjuntos de sinais; entre 0,85 e 2,30ppm aproximadamente, referente a cadeia
alquilica do acido laurico; outro entre 3,50 e 4,40ppm que se refere aos hidrogénios
do anel lactbnico; e o terceiro entre 5,10 e 6,00ppm que foram atribuidos aos
hidrogénios hidroxilicos, tanto no material de partida, quanto no produto. Com a
adicao de uma pequena quantidade de D,0O, os cinco sinais com deslocamento
acima de 5,00ppm ndo foram mais observados. Os hidrogénios hidroxilicos tém
certa labilidade e podem ser trocados por deutérios fornecidos pela D,O, que
possuindo spin nuclear igual a 1, ndo entram em ressonancia, e consequentemente
nao sao verificados no espectro.

Foram observados dois conjuntos distintos de picos na regido dos
hidrogénios de alcoois (5,10 e 6,00ppm) no espectro em DMSO. As intensidades
relativas 1:1:1 do conjunto de picos centrados em 5,18 (t), 5,38 (d) e 5,77ppm (d), e
suas constantes de acoplamento de 5,4, 3,8 e 7,7Hz, respectivamente, indicam a
presenca da D-ribonolactona 1 de partida. Esta informacédo nao foi detectada nas
outras analises, e ndo condiz com a converséo determinada por titulagéo (>99%).

O outro conjunto de sinais centrados em 5,59 e 5,90ppm pode ser atribuido
aos hidrogénios ligados as hidroxilas do produto mono-acilado na posi¢ao 5 do anel
da lactona, pois o triplete € o unico sinal desta regido que nao se repete nos dois
conjuntos de sinais. Outra evidéncia da mono-acilagdo € o deslocamento do
multiplete relativo aos hidrogénios metilénicos de 3,58ppm em 1, para 4,20-
4,40ppm no produto. Este comportamento é tipico de acilacdo de alcoois
primarios®.

No espectro de RMN-"°C (Figura 17), em DMSO, todos os sinais foram
atribuidos aos seus respectivos carbonos, e apontam para a formacdo de um

composto mono-acilado. O espectro foi comparado com o da lactona em DMSO.
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Figura 17 - Espectro de RMN-"3C para o produto de acilagdo de 1 com &cido

laurico catalisada pela CALB [DMSO-dg, 200MHZ].
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Os picos em 176 e 173ppm referem-se aos carbonos carbonilicos das
funcdes lactona e éster, respectivamente, confirmando a monoacilagéo da lactona.

A regido entre 65 e 86ppm corresponde aos carbonos do anel da lactona,
que estdo ligados diretamente aos oxigénios. O sinal centrado em 63ppm né&o €&
verificado no espectro da lactona, e refere-se possivelmente ao carbono 5 do éster
formado. Este sinal sofreu um deslocamento de 2ppm aproximadamente, em
relacdo ao reagente de partida. Os sinais em 69 e 70ppm foram atribuidos aos
carbonos 3 e 4, e em 82ppm ao carbono 2 do anel lacténico.

A regido do espectro compreendida entre 14 e 35ppm engloba os carbonos
da cadeia alifatica, oriunda do acido laurico.

Na analise de CG/EM foram verificados apenas dois picos, em contraste
com os trés picos obtidos na analise de CG. Esta diferenca pode ser explicada pelo
uso de diferentes colunas e condigdes experimentais para as duas analises,
ocasionando a sobreposicdo de um dos picos na analise de CG/EM. Da mesma
forma, um pico de maior intensidade indicou a formag¢ao de um produto maijoritario.

A Figura 18 mostra os espectros de massas relativos aos picos
mencionados e os fragmentos sugeridos para alguns dos picos principais. A
sobreposicao dificultou a analise dos espectros de massas, sendo o espectro b
correspondente a uma mistura de dois compostos, um deles o produto majoritario

da reacao.
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Figura 18 — Espectros de massas do produto da reagdo de acilagdo da D-
ribonolactona 1 com acido laurico catalisada pela CALB.

Os resultados indicaram a formagao majoritaria do composto mono-acilado
(m/z 332) acompanhado dos derivados di-acilados (m/z 514 em a e 513 em b). Os
picos com m/z 388 no espectro a, e m/z 387 no espectro b sugerem a presencga de
derivados mono-acilados, e podem ser explicados pelo fragmento m/z 386 ou

analogos®. Este fragmento estad em destaque no espectro a.
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Portanto, através de todas analises realizadas, postula-se que ocorreu a
formagao de uma mistura de isbmeros, cujo componente maijoritario € o derivado
5-O-lauril-D-ribonolactona (5) (Figura 19).

Figura 19 - Estrutura do produto monoacilado da reacao entre a D-ribonolactona 1
e acido laurico, catalisada pela CALB.

Estes resultados corroboram com os estabelecidos para a regiosseletividade
das lipases de C. antarctica em reacdes de acilacdo de nucleosideos reportadas na

literatura®-°°.

4.5 — Sintese de derivado 5-lauril em trés etapas

Com intuito de obter-se um padrao do derivado 5-lauril-D-ribonolactona, e
assim confirmar os resultados anteriores, optou-se pela sintese deste composto
através de uma rota sintética que envolveu etapas de protecao e desprotecio. Para
tanto, procurou-se seguir o procedimento que Sa e col.®? descreveram como rota
sintética para a sintese de derivados 5-acilados de D-ribonolactona, citado

anteriormente.

4.5.1 — Sintese do derivado 2,3-isopropilideno-D-ribono-1,4-lactona (3)

A primeira etapa envolveu a prote¢ao de 1 com acetona catalisada por acido

cloridrico concentrado (Equagéo 12).
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Depois de neutralizar a mistura reacional com K;COs, o derivado 2,3-
isopropilideno-D-ribono-1,4-lactona 3 (Pf. 124-127°C) foi obtido com 86,6% de
rendimento. O composto foi submetido as andlises de RMN-'H e IV, que
concordaram com as reportadas na literatura. Joullié e col.”” sintetizaram o
composto 3 obtendo Pf. 139-140°C. Para Sa e col.®> 0 mesmo produto apresentou
Pf. 134-135 °C. Os diferentes pontos de fusdo reportados podem ser explicados
pelo equilibrio mostrado no Esquema 6 (p. 47). Os acetais ciclicos podem formar-
se tanto da D-ribonolactona 1 quanto da sua correspondente 1,5-lactona, levando a

formagao de isbmeros.

452 - Sintese do derivado 5-O-lauril-2,3-isopropilideno-D-ribono-1,4-
lactona (4)

O derivado 3 foi utilizado como reagente de partida para a preparagao do
correspondente laurato. Nesta etapa, houve uma modificacdo do método descrito
por Sa e col.. O doador acila foi o acido laurico e a reacao catalisada pela CALB.

No trabalho anterior foi utilizado cloreto de acido e piridina® (Equacéo 13).
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O produto 5-O-lauril-2,3-isopropilideno-D-ribono-1,4-lactona 4 foi isolado
com um rendimento de 32,5%, apods tratamentos da mistura reacional com H,O e
solucdo aquosa de KOH.

A Figura 20 mostra a analise de CG efetuada para uma aliquota da acilagéo

enzimatica de 3, antes e apds o tratamento com KOH.

S 0.7500 = Antes do tratamento
,§ o — ApPOS 0 tratamneto
c O
@ n.zonn Ho/\QV/
| CH3(CH,);,COOH
§ 3 o
O O
0.1800 A X CHa(CHz)mCOO/\Q%
5_ %
0u 1000 )Q
0.0800 -
0.0000 - s = o 7 Ay -
1Z.0 14,0 16.0 15.0 20,0 22,0 Z4.0
tempo (min)

[T.i.=50°C, r.a=10°C, T.f.=250°C, T. ¢.=250°C, T. inj.=280°C, T. det.=290°C, coluna Shimadzu CBP5-M25]

Figura 20 - Cromatograma obtido por CG para a aliquota da reagao de acilagao de
3 com acido laurico -catalisada pela CALB [1,0mmol 20,3-
isopropilideno-D-ribono-1,4-lactona, 1,0mmol acido laurico, 35C,
48h].

Através do cromatograma antes do tratamento pdde-se acompanhar a
reacdo de acilacdo. Os picos referentes ao derivado 3 e acido laurico tém seus
tempos de retencdo em 12,4 e 13,0min, respectivamente. O produto 4 tém seu
pico em 24,5min. No cromatograma concernente ao tratamento com KOH, apenas
0 pico do derivado 4 é observado, mostrando que o processo de purificacdo foi
efetivo.

O composto isolado foi analisado por RMN-'H e IV. O espectro de IV
apresentou duas bandas caracteristicas de carbonila, referentes aos estiramentos
C=0 da lactona (1775cm™) e do éster (1751cm™).

No espectro de RMN-'"H em CDCl; observaram-se os sinais relativos aos

hidrogénios do derivado 4 (Figura 21).
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Figura 21— Espectro de RMN-'H do derivado 5-O-lauril-2,3-isopropilideno-D-
ribono-1,4-lactona [CDCl3, 400MHZz].

Pode-se dividir o espectro em dois conjuntos de sinais. Os sinais na regido
entre 0,80 e 2,4ppm foram atribuidos aos hidrogénios relativos a cadeia alquilica do
acido laurico, exceto os dois singletes em 1,4 e 1,5ppm que se referem aos
hidrogénios das metilas ligadas ao carbono quartenario do grupamento
isopropilideno. O triplete (2H, 7,2Hz) em 2,31ppm corresponde aos hidrogénios
metilénicos vicinais ao carbono sp? carbonilico. A regido do espectro entre 4,0 e
5,0ppm refere-se aos hidrogénios do anel lacténico, sendo mostrada na ampliagéo.
O par de duplos dubletes centrado em 4,30ppm refere-se aos hidrogénios
metilénicos da posicdo 5 (H-5 em 4,38 e H-5 em 4,24ppm), e estes estédo
deslocados 0,40ppm para campo baixo em relacdo aos seus correspondentes no
espectro do derivado 2,3-isopropilideno-D-ribono-1,4-lactona 3, ou seja, antes da

acilacao.
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Em 4,77ppm observa-se a sobreposicdo de sinais correspondentes a dois
hidrogénios. Estimou-se que um deles € o hidrogénio ligado ao carbono 2, mais
desblindado devido ao efeito de ressonéncia da carbonila vizinha, e o outro € o
hidrogénio 4, cujo sinal esta deslocado 0,16ppm a campo baixo em relagdo ao do
espectro do derivado 3 em DMSO. O dublete em 4,69ppm corresponde ao
hidrogénio 3, que tem uma constante de acoplamento de 5,8Hz com o
hidrogénio 2, e n&o acopla com o hidrogénio 4 devido ao &angulo diedro
desfavoravel.

Deve-se salientar que este procedimento pode ser utilizado na obtencao de
outros padrées mono-acilados na posi¢gao 5 da D-ribonolactona 1, bastando para

isto utilizar outros doadores acila.
4.5.3 — Sintese do padréao 5-lauril-D-ribono-1,4-lactona (5)

A terceira e ultima etapa da sintese do padrao 5-lauril envolveu a hidrdlise
do grupo protetor isopropilideno (Equacéao 14). Utilizou-se neste processo o acido
trifluoroacético (TFA) 50% a 35°C em 2h de reagédo. Um solido branco amorfo foi

isolado com rendimento quantitativo (>99%).
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O derivado 5-lauril-D-ribono-1,4-lactona 5 foi caracterizado por IV e RMN-"H,
e uma amostra diluida em acetona foi analisada por CG.

O IV para o derivado 5, realizado em pastilha de KBr, apresentou duas
bandas em 1754 e 17060m'1, provenientes dos estiramentos C=0 da lactona e de
ester. Com a diminuicdo da banda larga de OH, presente no espectro de 1 entre
3000-3500cm™’, sugiram outras duas de menor intensidade em 3485 e 3302cm™,

sugerindo a formagéo do produto mono-acilado. A acilagdo diminui a probabilidade
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de formacao de ligagdes de hidrogénio intermoleculares, reduzindo a intensidade
da banda.

Na ampliacdo do espectro de RMN-'H observam-se dois dubletes em
557ppm (4,4Hz) e 5,88ppm (7,6Hz) que correspondem aos hidrogénios
hidroxilicos ligados aos carbonos 3 e 2, respectivamente. Na regido entre 4,00 e
4,50ppm encontram-se os sinais dos cinco hidrogénios do anel da func¢ao lactona,
incluindo os ligados ao carbono 5. Os duplos dubletes centrados em 4,17ppm (5,6
e 12,0Hz) e 427ppm (4,0 e 12,0Hz) referem-se aos hidrogénios metilénicos,
deslocados para campo baixo devido ao efeito de desblindagem apés a acilagéo. O
sinal do hidrogénio H-3 esta em 4,13ppm. O multiplete na regido entre 4,40 e
4,45ppm € concernente a sobreposicdo de sinais dos hidrogénios H-2 e H-4.
(Figura 22).
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Figura 22 - Ampliacdo do espectro de RMN-"H para o derivado 5-O-lauril-D-ribono-
1,4-lactona [DMSO-dg, 400MHZ].
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A Figura 23 mostra os cromatogramas sobrepostos do padrdo 5 e do
produto obtidona reagao de acilagao catalisada pele CALB.

V)

< 11800 = Padréo 5
- Produtos de acilagdo via CALB

Tenséo

0.1000

0.0600

170 14.0 18.0 18,0 20,0 270 24.0 7.0
tempo (min)

[T.i.=50°C, r.a=10°C, T.f.=250°C, T. ¢.=250°C, T. inj.=280°C, T. det.=290°C, coluna Shimadzu CBP5-M25]

Figura 23 - Cromatograma obtido por CG para o produto da reagao de acilagdo de
1 com acido laurico catalisada pela CALB, sobreposto pelo
cromatograma para o padrao 5.

A andlise cromatografica mostra que o tempo de retengdo do padrédo 5 € o
mesmo obtido para o produto maijoritario da acilacdo catalisada pela CALB. Este
resultado comprova que a CALB foi seletiva na reagdo, e que o produto

majoritariamente formado € o 5-O-lauril-D-ribono-1,4-lactona 5.
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4.6 — Sintese de lauratos de D-ribonolactona catalisada pelas lipases PS-C e
PS-D

Apesar das lipases de Pseudomonas cepacia PS-C e PS-D serem
fornecidas ja imobilizadas, optou-se por submeté-las a uma nova imobilizagado com
CS, por se tratarem de pdés muito finos. Este fator dificultaria o isolamento dos
produtos e reciclagem dos catalisadores, no final do processo de sintese.

Portanto, 100mg das lipases PS-C e PS-D foram imobilizadas em filmes de
CS e estes sistemas utilizados na acilagédo da lactona 1 (1,5mmol) com acido
laurico (1,5mmol).

Apo6s 48h, apenas um produto foi detectado na analise de CG, com
conversdoes de 54 e 7% para as reacbes catalisadas pela PS-C e PS-D,

respectivamente (Figura 24).
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Figura 24 - Cromatograma obtido por CG para a aliquota da reagao de acilagéo de

1 com acido laurico catalisada pelos sistemas PS-C/CS e PS-D/CS.
[1,5mmol D-ribono-1,4-lactona, 1,5mmol acido laurico, 35 C, 48h]

O produto obtido com a PS-C foi submetido a um tratamento com KOH
0,01molL™", para retirar o excesso de acido, e em seguida as analises de 1V, RMN-
'H e CG/EM.
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No espectro de IV observa-se novamente apenas uma banda referente ao
estiramento C=0 (1731cm'1), que pode ser atribuida a sobreposicdo das bandas de
carbonila do éster e da lactona. Novamente foi observada a diminuicdo da banda
larga de OH (3000-3500 cm™), originando duas de menor intensidade em 3244 e
3306cm™. Estes dados mostram a formacéo de um produto acilado.

O espectro de RMN-"H do produto foi comparado com o da lactona de
partida. A Figura 25 mostra as ampliagbes da regidao entre 3,0 e 6,0ppm dos
espectros de RMN-'H em DMSO-ds, antes e apds a adicdo de uma pequena
quantidade de D,0.

A presenca de dois sinais hidroxilicos, sendo um deles ligado ao carbono 5
do anel lactonico, indica a mono-acetilagdo de 1, e que esta ocorreu nas posigoes 2
ou 3. Com a adigado de D,0 (espectro b), estes sinais ndo foram mais observados,
pois os hidrogénios hidroxilicos sao trocados por deutérios, que nao séao
detectados pelo aparelho.

A adicao de D,O também foi importante para a verificagdo do multiplete (2H)
em 3,35ppm, que corresponde aos hidrogénios metilénicos. Este sinal encontrava-
se encoberto pelo sinal largo dos hidrogénios da agua presente no solvente DMSO-
ds. A D,O acrescentada promoveu o deslocamento a campo baixo do sinal da
agua, enquanto os demais sinais ficaram fixos.

Deve-se salientar que os sinais do composto obtido estdo deslocados
aproximadamente 0,50ppm para campo alto em relagdo aos hidrogénios da D-
ribonolactona 1. Com base nos estudos realizados por Sa e col.®%%? este
comportamento ndo é esperado para derivados acilados de 1. Apesar das analises
apontarem para a formagao do derivado mono-acilado nas posi¢des 2 ou 3 do anel

lactonico, novas analises estdo sendo realizadas para caracterizagao do produto.
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Figura 25 - Espectro de RMN-"H ampliado do produto da reagao de acilagdo da D-

ribonolactona 1 com acido laurico catalisada pelo sistema PS-C/CS [(a)
DMSOds, (b) DMSOds + D,0O; 400MHZ].
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Para analise de CG/EM, uma amostra do produto foi solubilizada em
acetonitrila e foi adicionado diazometano para metilar o acido laurico
remanescente, e obter uma melhor resolu¢gdo no cromatograma. Apenas um pico
foi verificado no tempo de retengéo de 23,1min.

A Figura 26 mostra o espectro de massas do produto, atribuindo aos

principais picos possiveis fragmentos formados.
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Figura 26 — Espectro de massas do produto da reagcdo de acilagdo da D-
ribonolactona 1 com acido laurico catalisada pelo sistema PS-C/CS.

Na andlise do espectro, apenas os fragmentos do acido laurico foram
observados. O fragmento m/z 183 é proveniente da quebra da ligagao entre o
oxigénio e o carbono sp? carbonilico. O pico base (m/z 43) deriva da quebra da
cadeia alquilica do acido laurico. O ion molecular (m/z 330) que indica a formacao
do derivado mono-acilado, nao foi detectado, provavelmente devido a sua baixa
estabilidade. O pico com m/z 201 pode ser proveniente do rearranjo, tipico de
esteres de alcoois de cadeia longa, que envolve a eliminagao da fragdo alquilica e

a tranferéncia de dois atomos de hidrogénio®.
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De posse dos resultados descritos, pode-se propor que as lipases PS-C e
PS-D foram regiosseletivas, e os possiveis produtos obtidos utilizando-as como
catalisador na acilagdo de 1 com o acido laurico sdo o 2- lauril-1,4-D-ribono-1,4-
lactona 6 ou o 3-lauril-1,4-D-ribono-1,4-lactona 7 (Figura 27).

CiqHzs CiqHzs

Figura 27— Estruturas dos possiveis produtos monoacilados da reacao entre a D-
ribonolactona 1 e acido laurico, catalisada por PS-C e PS-D.
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5 — CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no que se refere a preparacao e utilizagcao de
filmes de caseinato de sobdio, como suporte para lipases, em reacgdes

biocatalisadas, as principais conclusdes sao:

1 — Os filmes de caseinato de sddio sdo estaveis em diversos solventes organicos

e contém aproximadamente 10-12% de agua.

2 — Analises de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) mostraram que os

aglomerados enzimaticos estéo localizados na superficie dos filmes.

3 — A conversdo em oleato de n-pentila catalisada pelo sistema LPS/CS é
dependente do solvente organico, sendo os apolares mais efetivos (por ex. 39% de

conversao com tolueno e 58% em n-heptano).

4 — Com o sistema LPS/CS obteve-se moderada regiosseletividade na acilagdo da
D-ribono-1,4-lactona 1 com os acidos hexandico, octandico, decandico e laurico,
com a formagédo de misturas de ésteres e a presenga de um produto majoritario
para cada reacao efetuada. As conversdes em alquilatos de 1 variaram de 50-90%,
em 72h.

5 — A CALB foi regiosseletiva na acilagdo da D-ribono-1,4-lactona 1 com acido
laurico, catalisando majoritariamente a formagao do derivado 5-O-lauril-D-ribono-

1,4-lactona 5 com conversao >99% em 72h de reagéo.

6 — O derivado 5-O-lauril-D-ribono-1,4-lactona 5 foi sintetizado através de um
processo envolvendo 3 etapas, confirmando a formacgao deste produto na acilagao

catalisada pela CALB.
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7 — As lipases PS-C e PS-D imobilizadas em filmes de CS foram regiosseletivas na
acilagcao de 1 com o acido laurico, formando apenas um produto com conversées
de 54 e 7%, respectivamente em 48h. As anadlises indicaram que o produto
formado n&o é o derivado 5-O-lauril-D-ribono-1,4-lactona 5, e novos experimentos
estdo sendo realizados para confirmar a estrutura do produto. Propbe-se que o
derivado mono-acilado 2-lauril-1,4-D-ribono-1,4-lactona 6 ou 3-lauril-1,4-D-ribono-

1,4-lactona 7 foi obtido.
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Anexo 1 - Espectro de RMN-"H para o produto de acilacdo de 1 com acido laurico
catalisada pela CALB [DMSO-ds, 200MHZ].
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