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RESUMO

A habilidade de enzimas para atuar como catalisadores 

quirais já tem sido considerada por muitos anos, particularmente pela 

industria farmacêutica.

A resolução de misturas de álcoois racémicos pode ser 

realizada utiüzando as propriedades enantioseletivas de enzimas 

hidrolíticas. A crescente busca de uma metodolc^a cada vez mais 

aperfeiçoada para utilização de enzimas em síntese orgânica, levou 

muitos pesquisadores a buscar um sistema que melhor se adaptasse às 

condições sintéticas desejadas. A imobilização de enzimas é uma das 

mais importantes técnicas na aplicação de catálise enzimática para 

reações sintéticas em solventes orgânicos.

0  trabalho desenvolvido consistiu em uma nova 

metodolc^a para imobilização de enzimas e sua aplicação em síntese 

orgânica. Diferentes lipases (Pseudomonas sp, lipase Microbial, lipase de 

Cândida cilindracea e Oiromobacterium viscosum) foram imobilizadas 

em sistema de organo-gel, formado pela solubilização de gelatina em 

uma microemulsão água /  óleo (W /O) de Aerosol 0-T em n - hexano. 

Este sistema foi usado para a resolução enantioseletiva dos álcoois 

racémicos (±)2-butanol, (±)2- hexanol, (±)2- octanol, (±)1- fenil-l-etanol, 

através de esterificação com os ácidos hexanóico e dodecanóico a 

25®C.

Os álcoois opticamente ativos, foram obtidos com bons 

rendimentos e com excessos enantioméricos na faba de 90 - 1(X)%.



ABSTRACT

The ability of enzymes to act as chiral catalysts have 

been considered for many years, specially in the pharmaceutical 

industry.

Resolution of racemic alcohols can be achieved using the 

enantioselective properties of hydrolytic enzymes. New systems, which 

operate well in the desired synthetic conditions, have been developed 

due to growing interest in having a more efficient methodology for 

using enzymes in organic synthesis. Enzyme immobilization is one of 

the more important technics for the application of this catalyst in 

synthetic reactions in organic media.

In this work, a new methodology for enzyme 

immobilization was developed, and used in organic asymmetric 

synthesis. Different lipases {Pseudomonas sp, lipase Microbial, lipase de 

Cândida cilyndracea e C.V. lipase) were immobilized in a organo - gel 

system, formed by gelatin solubilized in a microemulsion water - in - 

oil (W /0) of Aerosol O T / n - hexane. This system was used for 

enantioselective resolution of the secondary racemic alcohols (±)2 - 

butanol; (±)2 - hexanol; (±)2 - octanol and (±)1 - phenylethanol by 

esterification of hexanoic and dod«anoic adds at 2S“C.

The alcohols, optically active, were obtained in good 

yields with enantiomeric excess in the range of 90 -100%.
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CAPfrULO 1 - INTRODUÇÃO

1.1 - OBJETIVO E JÜSTinCATIVA

A exploração das propriedades enzimáticas em síntese 

orgânica vem aumentando nas últimas décadas.(^)

A necessidade da utilização de enzimas em síntese 

oiigânica vem das altas propriedades estereoespecíficas e estereoseletivas 

que elas possuem. Métodos químicos usuais, geralmente são caros, e 

assim não vem sendo aplicados em larga escala, na produção de 

compostos opticamente ativos.

Substâncias quirais podem ser obtidas por muitos 

caminhos, por exemplo podem ser isoladas de plantas, animais ou 

microoigânísmos; podem ser sintetizadas de uma substância quiral 

isolada da natureza ou serem obtidas de uma mistura racêmica pelo 

uso de um reagente quiral para acompanhar a separação.

Assim, neste tralmlho discutiremos o processo de 

obtenção de substâncias opticamente ativas partindo-se de misturas 

racêmicas, através da catálise enzimática, tendo como principais 

objetivos:

I - Estudar um novo método de imobilização de enzimas 

(lipases) para atuar em solvente orgânico (ex: n-hexano, heptano, 

etc...) que consiste basicamente da adição de gelatina a uma 

microemulsão água-óleo.(2)

II - Verificar se as enzimas imobilizadas neste novo 

sistema mantém sua conformação e atividade cataMtica, além da sua 

estereoespecificidade estrutural.

III - Comparar o novo método de imobilização de enzimas 

com oalros sistemas já existentes, por exemplo enzimas em sistema 

bifásico, em suspensão, adsorvidas em suportes sólidos entre 
outros.(2)



1.2 > ENZIMAS EM SÍNTESE ORGÂNICA ASSIMÉTRICA

A biocatálise enantioseletiva em meio nâo aquoso está 

tomando-se cada vez mais importante na química orgânica sintética 

preparativa. Durante as últimas décadas, vários trabalhos foram 

publicados mostrando a preparação de produtos opticamente ativos via 

reações envolvendo catálise enzimática.

Klil»nov(3) admite que o imenso potencial do uso de 

enzimas como catalisadores já está bem documentada. Apesar disso, 

químicos oî gânicos tem sido relutantes em usar enzimas em seus 

métodos sintéticos pelos seguintes motivos:

- As reações enzimáticas são geralmente conduzidas em meio aquoso , 

porque este meio (solvente) é ótimo para manter a conformação 

catalítica da enzima.

- Muitos compostos de interesse para a química orçânica são 

insolúveis em água, meio no qual as enzimas são encontradas na 

natureza e possuem alta solubilidade e atividade.

- A água muitas vezes promove reversibilidade de reações e decompõe 

vários reagentes (por ex: anidridos, compostos halogenados).

- O equilíbrio termodinâmico de muitos processos é desfavorável em 

água (ex. reações de esterificação, amidaçâo).

- Quando água é substituída por um solvente apolar, a enzima tende 

a se reoî ganizar, implicando em uma drástica mudança 

conformacional e, conseqüentemente, o seu comportamento catalítico 

é esperado ser menor que o comportamento observado em água.

Estes fatos, talvez tenham impedido a investigação das 

propriedades estereoseletivas das enzimas em meio não-aquoso no 

passado.

A verificação de que enzimas podem funcionar em meio 

não aquoso, tem eliminado muitas dúvidas sobre o uso destas como 

catalisadores. Além disso, a catálise enzimática em solvente orgânico 

tem revelado alguns inexperados e benéficos fenômenos. Por exemplo:

- A estabilidade de enzimas em meio não aquoso pode ser aumentada 

comparando com aquela em água.(3)

- A especificidade do substrato frente as enzmas pode ser controlada 

pelo solvente.(4)

- Todas as propriedades enzimáticas de interesse particular para 

químicos orgânicos, como por exemplo enantioseletividade, podem 
serem controladas pelo solvente.(S).(6).(7),(8)



Em comparação com outros catalisadores, as enzimas são 

excepcionais em três principais aspectosí̂ ):

1) As enzimas sáo extremamentes versáteis e catalisam uma extensa 

faixa de reações. Há um processo enzimático equivalente para a 

maior parte das reações orgânicas. As reações catalisadas por enzimas 

ocorrem sob condições suaves, normalmente à temperatura ambiente e 

em pH próximo a neutralidade. Isto minimiza os problemas de 

isomerizaçáo, racemizaçâo, epimerizaçáo e rearranjos, que 

freqüentemente permeiam a metodologia tradicional.

2) As enzimas podem ser catalisadores altamente eficientes. As 

velocidades das reações promovidas pelas enzimas podem ser até 10^2 
vezes mais rápidas do que as reações correspondentes nâo 

catalisadas.

3) As enzimas sâo geralrnente muito seletivas, em termos dos tipos 

de reações catalisadas, com respeito à estrutura e estereoquímica do 

substrato e do produto.

Estas propriedades constituem a especificidade de uma 

enzima, e sâo os seus aspectos mais importantes para a exploração e 

uso na síntese assimétrica.

1.2.1- ESPECIFICIDADE DAS ENZIMAS

A oportunidade de uso sintético fornecido pelas enzimas, 

vem da espedficidade com que as catálises são realizadas. 0  grau 

com que as enzimas descriminam entre as características estruturais e 

estereoquímicas de seus substratos determina sua utilidade 
sintética.(9)

As enzimas mais úteis para aplicações em síntese 

orgânica são aquelas que aceitam uma larga faixa estrutural de 

substratos, enquanto retém a habilidade para operar estereoespe- 

cificamente em cada uma delas. Muitas enzimas satisfazem estas 

características, e geralmente as de mamíferos fixam melhor tais 

critérios. As enzimas microbiais geralmente, tem maior tolerância



estrutural especifica. Contudo, isto é compensado por uma mais lârga 

seleção de microorgânismos disponíveis.̂ ®)

1.2.2-ESPEaFiaDADE ENANTIOMÉRICA

A habilidade das enzimas para descriminar enantionâêfôs 

de substratos racêmicos está bem documentada.(9) Qjiando uma 

enzima é enantiomericamente esp«nfica, a transformação de um 

racemato para em 50% de conversão. Neste ponto, todo o 

enantiomero reativo reagiu.

A primeira utilização de enzimas para resotoção 

enantiomérica, foi ná resolução de N-acil aminoáddos catalisada pêía 

acilase, do rim do porco. Adlases são estereoespecíficas para os 

enantiomeros 1, sendo que o N-acil -D-aminoácido pode ser recidávei 

Via racemização induzida quimicamente(iO) (esquema I), A resolu^#, 

usando acilase, do composto (±)-l para o L-3 é industrî siaaite 

importante.

RpcoOH

NHCOCH,

(±>1

k

Acilase

COOH
I

H— C— NHCOCH.
I
R

D-2

|C0ÕH 

H n-G-H

2 I
R
L-3

Racemizacao
H V

R = CH3, CH(GH3)2, QH j CHz. CH3S(CH2)2

Esquema I



Enzimas versáteis, tal como a a  - quimotripsina, podem operar 

com especifícidade enantiomérica em uma laiga faixa estrutural de 

ésteres racémicos. 0  esquema -/7 ilustra alguns ésteres quirais que 

podem ser resolvidos via hidrólise catalisada por a  - qüímotripsina.(̂ )

RCOOCHj

i±)

H^O

a - qitünoMpsliia
-►Rcxxxaij

“D"

RCOOH

"L"

O 0

Esquema II

1.2.3 - CATÀUSE ENZIMÁTI€A(11)

A maioria dos substratos formam no mínimo 3 ligações 

com as enzimas. Esta “ligação por três pontos" pode conferir 

assimetria a uma molécula. A figura 1 mostra um modelo o qual uma 

molécula de substrato, representada como um átomo de carbono 

ligado a 4 grupos diferentes, liga - se a um centro enzimático plano 

(emtx)ra os sítios catalíticos raramente são planos). Se o centro 

en^átíco só pode ser abordado por um lado, e somente os átomos



e sítios complementares podem interagir entáo, a molécula só podè 

ligar-se de um modo.

Fignra 1 - Representação da ligação de tim substrato por 3 pontos a um centro ativo 
enzimático plana

A maioria das reações catalisadas por enzimas envolvem â 

quebra ou formação de ligações covalentes. Considerando por exempto 

a equação abaixo (equação 1);

D-G -> A-G D (eq. 1)

na quai um grupamento, G, é transferido de um doador D - G ,  para 

um receptor, A  A reação glob^ envolve á quebra da ligação D  - G e 

a formação de uma nova ligação A - G ,  podendo ser melhor 

representada pela figura 2.



Figura 2 - Representação geral de uma catálise enzimática atuando na 
quebra e formação de ligaçõ» covalentes.

Portanto, a enzima é um reagente que se combina com o 

substrato, formando um complexo enzima-substrato, EnzS, e qué 

posteriormente se decompõe para formar um produto P, e aenzimã 

livre (equação 2).

Enz s - EnzS Enz (eq . 2)

Apenas uma r^ã o  restrita na enzima está envolvida com 

o processo de catálise, O modelo dè sítio catalítico, proposto por 

Emil Fischer (citado na ref. 11), visualiza a interação entre o substrato 

e a enzima por analc^a com um conjunto de “chave - fechadura" 

(figura 3), que ainda éútil para a compreensão de certas propriedâdês 

enzimáticas.
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Figura 3 - Representação da formação de um complexo ES segundo a hipótese do 
modelo de Fischer.

Um modelo mais refinado, e certamente mais útil para 

explicar as propriedades das enzimas, é o modelo do "encaíx̂ e 

induzidd' de Koshland ( figura 4 ).(ll)

F lg i^  4 - Representação de um encaixe induzido por uma alteração estrutural 
da proteina (s^undo Koshland).

Este modelo recebeu considerável apoio experimental, e 

tem como característica essencial a flembilidade da r^^ão do centro



ativo. No modelo de Fischer, presume-se que o centro ativo é pré- 

formado para encaixar o substrato. No modelo do encaixe induzido, o 

substrato induz a uma mudança conformacional na enzima. Isto 

posiciona resíduos de aminoácidos, ou outros grupos, na enzima, na 

orientação espacial correta para a ligação do substrato, para a catálise, 

ou ambas. A seqüência exata dos eventos na mudança de 

conformação, induzida pelo substrato, ainda não foi totalmente 

estabelecida e existem varias possibilidades (figura 5).(li)

Proteína
' k  \

Proteína

Proteína

Substrato!

B

Proteína
Proteína

LSübstratoh

D

rSubstratol

Figura 5 - Representação das vias alternadas de reações para obter uma alteração 

de conformação induzida pelo substrata A enzima sofre, primeiramente, 
uma alteração da conformação (A); em seguida, liga - se ao substrato 
(B). Como alternativa pode haver primeiro a ligação do substrato (C), 
com modificação sul^úente da conformação (D). Finalmente, ambos os 
processos podem ocorrer de modo combinado (£), com isomerização na 
forma final (F).
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1.2.4-UPASES

Lipases (triglicerol adlhidrolases E.C. 3.1.1.3), são enzimas 

hidrolíticas que hidrolisam triacilglicerídeos em ácidos graxos livres e 

gliceroL Elas tem atraído a atenção de químicos oi;gânicos sintéticos 

principalmente por suas propriedades enantioseletivas. As lipases são 

muito utilizadas em síntese orgânica, devido à sua versatilidade 

catalítica, disponibilidade comercial, baixo custo e não requererem a 

utilização de cofatores.(i2) Elas são estáveis em solventes orgânicos 

apolares e tem a grande habilidade de assumir diversas conformações 

para acomodar substratos de vários tamanhos . Portanto, compostos 

que são instáveis em água ( anidridos, compostos halc^enados, etc...), 

podem ser usados como substratos em meio não aquoso. Reações de 

esterificaçâo catalisadas por lipases em solventes orgânicos são muitas 

vezes mais enantioseletivas que as correspondentes reações hidrolíticas 

em água.(i3) Apesar de lipases serem muito utilizadas em síntese 

orgânica, há poucas informações estruturais de raio-x disponíveis para 
as estereases e lipases.(l̂ )»(l5)

Em 1991, em estudos sobre a estrutura das lipases, 

Brzozozwski e col.d^), estabeleceram com mais detalhes a estrutura 

da lipase isolada do fungo da Rhizomucor (mucor) miehei. Através da 

técnica de cristalografia de raio x e utilizando um inibidor, o éster 

N-hexilclorofosfonato de etila, que reagiu estequiometricamente com a 

lipase inibindo-a irreversivelmente, os autores estabeleceram um 

modelo para a ativação interfacial da lipase da Mucor miehei. Foi 

determinado sua estrutura a qual é composta de 269 resíduos de 

aminoácidos com peso molecular de 29.472, e caracterizado como 

centro ativo uma estrutura composta dos aminoácidos Asp 203 - His 

257 - Ser 144 (figura 6), sendo que este está protegido por um 

segmento espiral curto da molécula, como se fosse uma tampa.
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Figura 6 - Estrutura do sítio ativo da lipase da mucor miebei na pre^nça do 

N - hexilclorofosfonaio de etila. (a) sítio ativo completo e inibidor;
(b) secção transversal mostrando apenas a interação do inibidor com 

Ser 82, Ser 144 e His 257.

0  mapa de densidade eletrônica da lipase da mucor 

iniehei, revela uma mudança conformacional que está associada a um 

simples movimento da sua parte helicoidal, desprot^endo e expondo 

o sítio catalítico com o inibidor (figura 7).(16)
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Figura 7 - Representação da mudança conformadonal na lipase da mucor miehei 
(a) enzima nativa; (b) o complexo enzima inibidor, (c) estrutura atômica 
completada molécula nati\  ̂e do complexo (d).

A exposição dos resíduos catalíticos é acompanhada por 

um grande aumento na hidrofobicidade da superfície vizinha. A 

ativação interfacial, é assim explicada pela estabilização desta 

superfície náo polar pelo envolvimento lipídico, que produz uma 

enzima cataliticamente competente, e habil para atacar as moléculas 

de triglicerídeos dentro da fase lipídica (figura 8).(16)
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Figura 8 - Representação esquemática do complexo tetraédrico enzima-substrato da 
íipase da mucor miebei

Para a lipase Pancreática, resíduos de serina e histidina e 

um grupo carboxílato foram instituídos como essenciais para a sua 

atividade catalítica. Já a Üpase da HumicoJa lanuginosa requer histidina, 

tirosina e um grupo carlxsxllato para a sua atividade, enquanto que a 

lipase Geotríchum candidum não apresenta nenhum - envolvimento de 
resíduo dè serina reativo.(i7)

As lipases apresentam uma característica catalítica comum; 

o envolvimento de uma interface lipídio-água em seu processo 

catalítico. A atividade das lipases é grandemente aumentada na 

interface lipídio - água, e este fenômeno é conhecido como ativação 

interfacial. Esta característica única de catMise interfacial faz com que 

as lipases mostrem um envolvimento hidrofóbico e as distingue de 
outras enzimas hidrolíticas.(i8)
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1.2.4.1 -CATÁUSE ESTER£OQ]JIMICAMENTE ESPECÍFICA DE UPASES

Em solventes orgânicos, as lipases catalisam a transferência 

de grupos adi doadores para uma ampla faixa de outros aceptores 

diferentes de água. £>ependendo do tipo do acil doador e aceptor, as 

reações catalisadas por lipases incluem esterihcações, 

transesterificações, amidaçâo, síntese de peptídeos e formação de 

lactonas macrocíclicas. Destes, a síntese e/ou transesterificação 

enantioseletiva de ésteresé de interesse porque fornece aos químicos 

orgânicos sintéticos, um método fácil para a preparação de álcoois e 

ácidos opticamente ativos. Mecanisticamente, a síntese e/ou troca do 

éster enzimatièamente, tem algumas características em comum com as 

reações hidrolíticas correspondentes, mas os princípios que governam 

a especificidade estereoquímica são diferentes e assim justifica a sua 

utiliâção.(i^)

1.3 - RESOLUÇÃO ENZIMÁTICA

1.3.1 - RESOLUÇÃO ENZIMÁTICA DE FARMACOS E PRODUTOS 
NATURAIS

A habilidade de enzimas para atuar como catalisadores 

quirais já tem sido considerada por muitos anos, particularmente pela 

industria farmacêutica. Atualmente, este procedimento bioquímico 

está tomando - se bem aceito como um procedimento de rotina em 

síntese orgânica. Visto que a atividade biol<^ca numa drc^a racêmica 

muitas vezes reside em um único enantiomero; sintetizar tais drogas 

em sua forma enantiomericamente pura, está se tomando um dos 

caminhos importantes na química da biotransformação.

Em 1987, Belan e col.(20), na investigação de feromonas, 

publicaram um artigo no qual preocupavam-se em otimizar condições 

para a resolução preparativa dos enantiomeros do (±)-sulcatol
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(6 - metilhepten-5-ol-2) utilizando PPL ( Lipase do Pancreas ào Porco) 

em suspensão em solvente orgânico. No mesmo ano, Stokes e 

Oehlschlager(2i), estudaram a resolução óptica do (±)-sulcatol por 

transesterificação enzimática utilizando lípase de Cândida cilindracea, 

em solvente orgânico (éter anidro).

Ottolina, Carrera e Rivas(22), em 1990, investigaram a 

esterificação r^ioseletiva do cloramfenicol (treo - (lR,2R)-l-(4- 

nitrofenil)-2- (dicloroacetoamido)-1 3 -propanodiol), que é um antibiótico 

natural com atividade antimicrobial, usando diferentes lipases 

( Pancreatica, Pseudomonas fluorescente, Humicola langinosa, 

Pseudomonas cyclopium e Cromobacterium viscosum) em solvente 

orgânico (acetona anidra).

Michael D. Ennis e Nabil B. Ghazal(23), utilizaram a 

metodologia de resolução enzimática num sistema bifásico (água e 

diclorometano) e com a lipase Amano P-30 (Pseudomonas fluorescente) 

para a resolução do (±) - flesinoxan , um antihipertensivo (Esquema -IID.

Amano - P-30 

AcgO

(-) (+)

Esquema III
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Também tem sido obtido via resolução enzimática através 
de transesterificação ou acilação, as 3-hidroxi-4-penteniluretana 2̂4) 

usadas na síntese de alcalóides hidroxilados.
0  l,4- benzodioxano(25) que ocupa um lugar tradicional 

entre os agentps cardiovasculares (esquema -IV), foi resolvido usando a 

PPL e a lipase de Pseudomonas fluorescente.

OAc

(±)2-liidroxi-1.4-

benzodioxano

R= H ou CH3
Esquema IV

0  trabalho realizado por Daniele Bianchi e col.<26).(27) 

resolução enzimática de 1,2-dióis, demonstrou que drogas como a 

dropropizina ( (R,S) - 3 - (4 - fenil - 1 - piperazinil) -1,2 - propanodiol), 

que éum  agente antitussigeno. foi usado por longo tempo na terapia 

humana em forma de mistura racêmica. Os dois isòmeros separados 

possuem características farmaco-terapêuticas distintas que são 

particularmente vantajosas em comparação com a mistura racêmica. 0  
isômero levorotatório possui a mesma atividade antitussígena que a 

mistura racêmica, mas é muito mais seletivo e tem grau de atividade 

mais baixo no sistema nervoso central (SNC).
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0  atenolol(28), uma das cinco drogas mais vendidas no 

mundo, é comercializada como atenolol racêmico para o tratamento 

de hipertensão e angina, e tem mostrado esperanças no tratamento do 

pós-infarto do miocardio. Porém, o isômero S tem sido recentemente 

usado para evitar o efeito colateral de uma parada cardiaca, que as 

vezes ocorre com o uso do racemato.

A aplicação da resolução enzimática na industria 

farmacêutica é extensa. Compostos naturais como flavonóides(29) são 

amplamente distribuídos em plantas, e muitos possuem atividades 

biológicas potencialmente exploradas na biomedicina. As lipases tem 

sido utilizadas para realizarem hidrólises parciais destes flavonóides 
com alto grau de r^oseletividade.(29)

Existem numerosas possibilidades para explorar 

biocatalisadores em produtos químicos naturais. A biocatálise pode 

realizar transformações de compostos modelos formando produtos que 

são raros, ou somente disponíveis em rendimentos muito baixos por 
caminhos químicos tradicionais.(30)

1.3.2 - RESOLUÇÃO ENZIMÁTICA DE ÁLCOOIS SECUNDÁRIOS 

RACÊMICOS

Na última década vem crescendo os trabalhos na área de 
resolução enzimática (3l),(32),(33),(34),(35),(36),(37) não só de álcoois, mas 
de aminas(38), amidas(3 )̂»(̂ )»(̂ l)»('̂ 2) q ácidos rarhnyílirn<;(43),(44),(45)̂  

devido a r^oseletividade e especificidade enantiomérica das enzimas. 

A industria de fármacos é uma das áreas de maior interesse na 

resolução de drogas por enzimas. Embora muitas das enzimas usadas 

para transformação assimétrica em solventes orgânicos tenham sido 

hidrolases, outras classes de enzimas também podem ser utilizadas. Em 

particular, oxidases estão disponíveis para tais explorações, isto é, para 

oxidação seletiva de hidrocarbonetos.

A resolução de álcoois racêmicos pode ser feita pelo uso 

das propriedades enantioseletivas de enzimas hidrolíticas. Álcoois 

opticamente ativos são obtidos ou em soluções aquosas por hidrólises 

estereoseletivas dos correspondentes ésteres racêmicos, por
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esterificaçâo em solvente orgânicoí̂ )̂ ou transesterificação dos 

correspondentes álcoois racêmicos.(‘̂ 7),(48) a  escolha do método 

depende de muitos fatores tais como rendimento, pureza, velocidade 

da reação, separação dos produtos e estabilidade das enzimas.

Com a exceção de certos álcoois estericamente impedidos, 

as lipases catalisam a acilação assimétrica de uma ampla faixa de 

substratos cíclicos e acíclicos com moderada a alta 

enantioseletividade. Para realizar uma boa acilação enantioseletiva, são 

importantes a seleção de um biocatalisador disponível e a otimização 

de condições reacionais.

A resolução de álcoois racêmicos pode ser realizada 

explorando a habilidade de lipases imobilizadas para promover a 

esterificaçâo ou transesterificação.

Há três caminhos alternativos para preparar álcoois e 

ácidos opticamente ativos usando hidrolases:

a) Hidrólise Assimétrica;

R1COOR2 + H2O -----— > RiCOOH + R2OH (eq3)

Uma hidrolase estereoespecífica catalisa a hidrólise de 

somente um enantiomero do éster. 0  carbono quiral pode estar no 

grupo acila ou na porção alcóolica do R1COOR2. A separação 

posterior da mistura éster, álcool e o ácido, é geralmente uma tarefa 
mais fácil.(49)



b) Esteritoção....A^ imélaic^

RlCCX)H + R2OH ------> R1COOR2 + H2O (eq. 4)
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Esta é o inverso da equação 3, e geralmente requer um 

esforço especial para realizar - se porque a aproximação mais útil e 

geral parece ser o deslocamento de água do meio reacional, 
pelo uso de uma mistura bifásica de água e solvente orgânico.(̂ 9),(50)

c) Transesterificação Assimétrica:

RiCCX)R2 + R3OH ------R1COOR3 + R2OH (eq. 5)

O centro quiral pode estar no éster ou no álcool. A 

hidrolase estereoespetífica idealmente reage com somente um isômero 

de R1COOR2! ou R3OH . 0  composto não quiral deve estar presente 

em um excesso molar sobre o composto racêmico para garantir a 

completa conversão do enantiomero reativo.(̂ 9)

Em 1984, Klibanov e C^bou(Sl) desenvolveram uma 

metodologia para resolução de álcoois racémicos através de reações 

de transesterificações catalisada por lipase de Cândida cilindracea e 

Carboxil esterease do figado do porco, em sistema bifásico. Eles 

utilizaram como suporte poroso sefarose e cromosorbe, aos quais 

eram adicionados uma solução de enzima, diminuindo assim a emulsão 

causada no meio.

Em 1985, Klibanov(52) aplicou a metodologia de resolução 

enzimática para uma série de álcoois e ácidos carboxílicos racémicos 

utilizando PPL {Lipase do Pancreas do Porco) e lipase de Cândida
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cilindracea em solvente orgânico anidro. Afirmando que a principal 

desvantagem do uso do suporte poroso está na dificuladade de 

reproduzir o sistema com a mesma quantidade de enzima adsorvida, 

haja visto que a confecção do sistema depende da quantidade e 

qualidade do suporte poroso, solução tampão para controle do pH do 

meio, pureza da enzima utilizada e exatidão dos intrumentos para 

preparação das soluções. Os autores admitem que a menor variação 

no conteúdo de água do sistema pode causar um drástico efeito na 

velocidade e estereoespecificidade da transesterificação enzimática.

Langrand e col.(S3), em 1985, estudaram reações de 

esterificaçâo em meio oî gânico (n-hexano, heptano), usando a 

potencialidade estereoseletiva das lipases para a resolução de álcoois 

secundários racêmicos. Novamente foi utilizada a lipase de Cândida 

cilindracea, onde os autores descrevem a enantioseletividade desta 

enzima para a resolução de ciclohexanois q - substituidos. A lipase 

de Candida cilindracea mostrou ser seletiva para os álcoois com 

configuração absoluta R, e os autores afirmam que os compostos a- 

trans são esterificados mais rapidamente que os a-cis. Esta resolução é 

baseada na competição cinética entre os dois enantiomeros.

Com a crescente preocupação de desenvolver uma 

metodologia para reações enzimáticas, onde a enzima não sofra 

modificações químicas durante o processo, Bianchi, Cesti e 
Battistel(54)̂  em 1988, desenvolveram um novo método para a 

resolução de álcoois secundários racêmicos, usando lipase de 

Pseudomonas fluorescente adsorvida-^m celite 577 e como agente 

adiante utilizaram anidridos ácidos {esquema -V). Visto que esta 

reação não forma água, ela é completamente deslocada para o 

produto, porque a reação reversa é termodinamicamente desfavorável. 

Portanto, a velocidade das reações são mais altas que aquelas obtidas 

nos processos de esterificaçâo ou transesterificação equivalente por 

métodos químicos tradicionais.

Uma baixa seletividade tem sido observada na adlação de 

álcoois secundários de cadeia longa com anidridos, usando lipase de 

Pseudomonas fluorescente adsorvida em celite.(54)
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R = CĤ , C2H5, Ph 
R’ = Ph,n-C4H5

Esquema V

Em 1989, Inada ecol.(5S) usaram a lipase de Pseudomonas 

fragi que foi modificada com polietilenoglicol (PEG - lipase), na 

resolução de álcoois secundários racêmicos. A lipase modificada é 

solúvel e ativa em solventes orgânicos Xsis como benzeno e 1,1,1- 

tricloroetano. Os autores afirmam que enzimas modificadas cuja 

superfície foi covalentemente atacada por uma macromolécula de 

polietilenoglicol sintética, dissolvem-se a um estado de transparência 

em vários solventes orgânicos. Estas enzimas modificadas podem ser 

usadas como catalisadores em reações químicas em solventes
orgânicos. (55)

Morgan, Oehlschlanger e Stokes(56), em 1991, estudaram a 

resolução de álcoois secundários racêmicos com cadeias 

hidrocarbônicas normais e ramificadas, utilizando a lipase do Pâncreas 

do porco (PPL). No presente estudo, foi investigado 0 efeito do 

comprimento e ramificação da cadeia hidrocarbônica na reação de 

transesterificação utilizando laurato e butirato de trifluoroetila, PPL e 

éter anidro como solvente. Foi também utilizada a PPL na síntese 

quimioenzimática do ácido (R)-(-) e (S)-(+)- 9-hidroxi-(E)-decenóico, o 

principal componente do complexo feromona da glandula mandibular 
da abelha rainha.(56)

É importante considerar a extensa faixa de biocatalisadores 

que podem ser usados para resolução biocatalítica em meio orgânico.

Portanto, as enzimas oferecem uma diversificação de 

catalisadores biolí^cos que podem atuar na síntese de compostos 

orgânicos, em condições suaves e com alta eficiência.
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A crescente busca de uma metodologia cada vez mais 

aperfeiçoada para utilização de enzimas em síntese orgânica, levou 

muitos pesquisadores a buscar um sistema que melhor se adaptasse as 

condições sintéticas desejadas. Reese e Mandeels, em 1958, 

pubhcaram o primeiro trabalho utilizando enzimas em solvente 

orgânico.(S7)Com o passar dos anos, surgiram novas técnicas para a 

utilização de enzimas em solventes orgânicos.

A imobilização de enzimas é _uma das mais importantes 

técnicas na aplicação de catálise enzimática para reações sintéticas 

em solventes orgânicos. Por razões prática e econômica, é muitas 

vezes vantajoso usar de enzimas imobilizadas em suportes sólidos.(S®) 

A imobilização tem a vantagem de aumentar a quantidade de enzima 

efetiva por extensão de material sólido, usando uma larga área 

superficial. Visto que, com poucas excessões, enzimas são insolúveis 

em solventes orgânicos, elas podem ser fixadas nos suportes por 

simples método de adsorção sem ligações covalentes que muitas vezes 

diminuem a atividade da enzima por reações indesejadas com os seus 

sítios catalíticos. Tais catalisadores são particularmente faceis para 

manusear e podem ser recuperados do meio reacional. Portanto, 

muitas enzimas imobilizadas podem ser usadas repetidamente sem 

considerável perda da atividade.(59)

Considerando a compatibilidade com a enzima, geis 

hidrofílicos tem sido mais freqüentemente empregados como suportes 

enzimáticos. As vezes a enantioseletividade é aumentada.(5^) Alguns 

sistemas que já foram usados são a- quimiotripsma em Eupergit C (̂ 0)̂  

suporte de celite(54).(S6),(S8)  ̂quitosana e quitina(SS), agarose, cromosorb 

e sefarose(5i).(S2),(60) entre outros. Alguns destes sistemas podem ser 

utilizados em reatores de fluxo contínuo onde são capazes de 

sintetizar ésteres, efetuar hidrólises ou transesterificação. Mais 

comumente empregado é a modificação de enzimas com 

polietilenoglicol resultando em um pó solúvel em benzeno ou 

hidrocarbonetos clorados.(5S),(6i) Outras técnicas úteis são 

microencapsulação ou enclausuração de enzimas em membranas de 

dialises, que é recomendável como um procedimento operacionalmente 

simples e efetivo.(^2) Outras técnicas que superam os problemas 

relacionados com a baixa solubilidade dos substratos, é o uso de 
surfactantes emicelas reversas.(^3),(64),(65),(66)
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1.4.1 - IMOBILIZAÇÃO DE ENZIMAS EM ORGANO - GEL

Em 1989, Atkinson e col.(̂ 7) observaram que água e óleo 

podem formar dispersões opticamente transparente de microgotas de 

água^em um meio contínuo de óleo e surfactante, sendo que este 

sistema é termodinamicamente estável, e conhecido como 

“microemulsãQ".
Portanto, uma microemulsão é uma dispersão isotrópica e 

opticamente transparente de óleo em água (O/W) ou água em óléo 

(W/O), onde o óleo é um solvente orgânico (n-hexano, heptano ). O 

nome microemulsão deriva do fato que gotas de óleo no sistema 

(O/W), ou gotas de água no sistema (W/O) possuem um diâmetro 

que variam de 50 à 500 Â.(^8) visto que as microemulsões são sistemas 

organizados, elas são faceis de serem preparadas (figura 9).(69)

Figura 9 - Estruturas organizadas de microemulsão: (a) gota de microemulsão 
água/óleo (W/O); (b) gota de microemulsão óleo/água (O/W ); (c) uma 
possível estrutura bicontínua(l=óleo,2=água).
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A estabilidade da microemulsão depende da razão da 

concentração de água pelo surfactante adicionado ao meio, 

representado por Wo, onde:

Wo = [H2O] /  [surfactante]

A gota de microemulsão pode ser efetivamente 

considerada como um microreator.í̂ )̂

B. H. Robinson(6^), em 1990, em um breve 

estudo sobre as propriedades das mionoemulsões, concluiu que a 

estabilidade da microemulsão depende da concentração de óleo, água 

e surfactante presente no meio (figura 10).

X, nïïïïîTÎÏÏ^ cristal líquido 
surfactante üiiiiMl (lamelar)

S ^ m u U á o  1 %  - O  80U  de microemulsão

G/H20
«

» \  *

micela reversa

2-fases

água óleo

Figora 10- Diagrama de fase de uma solução de água /  óleo /  surfactante 
(a r^ião sombreada denota a microemulsão).
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Haering e Luise(70) em 1986, e Qpellet e Eike(7i) em 

1987, investigaram a solubilizaçâo de gelatina em micelas reversas e em 

microemulsão água/óleo no que se referem aos aspectos físico - 

químicos dos sistemas.

Os autores descreveram o efeito da solubilizaçâo de 

gelatina em uma microemulsão água /  óleo (W/O) na formação do 

gel. Isto é obtido pelo resfriamento de uma solução previamente 

aquecida a 55®C de Aerosol O T  ( Di - 2-etilhexil sulfosuccinato de 

sódio) em solvente orgânico ( n-hexano, heptano), e uma solução 

aquosa de gelatina. 0  sistema final é um gel homogêneo cuja 

consistência e propriedades físicas dependem da relativa concentração 

de gelatina e água. A estrutura proposta para a "microemulsão 

baseado em oreano - gel (MBGV esta representada na figura 11, e 

consiste de gotas de microemulsão aquosas em equilíbrio com uma 

estrutura de gelatina e água, rodeada pelo surfactante Aerosol 0-T.(72)

Em 1991, foi publicado por Rees e Nascimento(73) a 

utilização de lipases imobilizadas em sistemas de organo-gel, para a 

síntese de ésteres alifáticos.

gotas de nücroeniinlsSo V.VO

Ŝ iatíng /
QC B2O

Figura 1 1 -Moddo proposto para a estnítura do organo-gel: (a) representação 
esquemática de uma molécula de enzima hidrofílica incorporada no “centro 
aquoso"de uma microemulsão água/óleo (W /O); (b) modelo proposto para 
a gelatina contendo microemulsão-baseada em gel
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O uso do sistema de organo - gel (MBG), consiste de uma 

nova alternativa para a imobilização de enzimas, bem como sua 

utilização na catálise enzimática em meio orgânico.(74) Neste novo 

sistema a enzima está Icxalizadano centro micelar (centro aquoso) da 

microemulsão água - óleo (W/O), e com isto elimina o tradicional 

problema de estabilizar a enzima contra inativação por um solvente 

não - aquoso. Assim, em contraste com outros processos comumente 

usados, o sistema de microemulsão gelificada (MBG) apresenta um 

baixo conteúdo de água. O sistema tem a vantagem de ser reprodutível, 

termodinamicamente estável, transparente e permite a utilização de 
baixa concentração de enzima e sua reutilização.(2).(72),(73),(74)

1.5 - ROTAÇÃO ÕPTICA(7S)

A luz ordinária pode ser considerada como um fenômeno 

com vibrações ocorrendo em vários planos perpendiculares para a sua 

propagação. A luz plana-polarizada, que é a luz ordinária que passa 

através de um polarizador, é a luz com vibrações restritas para um 

simples plano (figura 12).

luz ordinária luz plana-polarizada

Fisura 12 - Representação esquemática da luz ordinária e plana-polarizada.
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Qpando a luz plana polarizada passa através de uma 

substância-opticamente ativa, as moléculas desta substância 5áo capazes 

de fazer girar seu plano de polarização. 0  ângulo rotacional obtido 

depende do número de moléculas no caminho da luz, e portanto, da 

concentração da amostra. 0  ângulo de rotação é medido com um 

instrumento chamado polarímetro (figura 13),

Figura 13 - Representação esquemática de um polarímetro
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A rotação óptica da amostra é detenninada medindo-se o 

ângulo para o qual ocorre a extinção (ângulo de miníma iluminação). 

Visto que o valor da rotação óptica depende de fatores que não são 

propriedades inerentes da amostra (tal como comprimento do tubo do 

polarímetro e concentração da amostra), esta rotação observada é 

convertida para rotação específica pela equação 5.

(eq. 5)

[a{) = rotação específica 

a  =rota0o observada

1 = comprimento da cela polahmétrica, em dedmetros 

c «concentrado da solução, em gramas de soluto por mililitro 

de solução (para um líquido puro, substituir a densidade do 

líquido em g/ml)

1.5.1 - ROTAÇÃO ESPECÍFICA

A rotação específica de uma substância pura em uma 

dada série de condições, é uma propriedade invariável da substância 

e pode ser usada para caracterizá-la. A rotação específica pode 

também ser usada para medir a pureza óptica de um enantiomero ou 

a composição de uma mistura de substâncias opticamente ativas.
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1.5.2 - PUREZA ÓPTICA

A pureza óptica de um enantiomero pode ser definida 

como a razão de sua medida de rotação específica pela rotação 

específica do enantiomero puro, multiplicado por 100 (^uação 6).

(eq. 6)
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2.1 - MATERIAIS E MÉTODOS

2=1.1 - ENZIMAS UTIUZADAS

As enzimas utilizadas neste trabalho foram:

- Upase de Pseudomonas sp, fornecida pela Genzyme Biochemicals Ltd 

(In^aterra). Atividade específica de 1900 unidades/mg de proteína.

- Upase do tipo VII -S de Cândida cilindracea, fornecido pela Sigma 

Chemical CO. Atividade específica de 71.000 unidades/mp de proteina.

- Upase Microbial, fornecida pela Genzyme Biochemical Ltd (Inglaterra). 

Atividade específica de 1600 unidades/mg de proteina.

- Chromobacterium viscosum (C.V.) lipase, fornecido pela Genzyme 

Biochemical Ltd (Inglaterra). Atividade específica de 3970 unidades/ 

mg de proteina.

2.1.2-REAGENTES E EaUIPAMENTOS

Os álcoois (±)2- hexanol, (±)2-octanol e (±)2-feniletanol 

foram fornecidos pela Aldrich; (±)2- butanol pela Riedel -deHaén. O 

ácido dodecanóico (láurico) foi fornecido pela Merck e o áddo 

hexanóico pela Aldrich.

Os solventes acetato de etila, n-hexano, metanol, álcool 

isopropílico, éter de petróleo, tolueno e ácido sulfúrico foram
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fornecidos pela Merck, e o éter etílico foi fornecido pela Qjjímidrol. 0  

hexano fornecido pela Vetec, foi previamente purificado.(76)

0  Aerosol 0-T (D-0885 lote 120H0456) e gelatina em pó 

(tipo A: Bloom 300) foram fornecidos pela Sigma; sílica gel 60 para 

cromatografia em coluna (70- 230 mesh) foi fornecida pela Merck; 

sílica gel para cromatografia em placa foi fornecida pela Vetec; 

sulfato de magnésio, bicarbonato de sódio e cloreto de <ãlcio foram 

fornecidos pela Vetec.

Os produtos de esterificação e hidrólise foram 

caracterizados por espectroscopia de infravermelho utilizando um 

aparelho Perkin Elmer modelo 781, e por 1h  RMN, utilizando um 

espectrômetro Varian EM - 360L 60 MHz, com TMS como referência 

interna.

Os rendimentos dos produtos foram determinados 

utilizando - se uma balança semi - analítica Marte A500 e uma balança 

analítica Sartorius.

As vidrarias foram da Pyrex, e os demais reagentes 

utilizados foram de pureza analítica.

2.2 - PREPARAÇÃO DA CATÁUSE ENZIMÁTICA

2.2.1 - PREPARAÇÃO DO ORGANO - GEL

Foi preparado uma solução de Aerosol O-T 0,5M em n- 

hexano, retirado uma aliquota de 4,0 ml e transferido para um tubo 

de ensaio de 10 cm de comprimento e 13 mm de diâmetro. 

Adicionou-se ao tubo contendo solução de AOT, 2,2 ml de n-hexano. 

Em um segundo tubo de ensaio (mesmo tipo que o anterior) foi 

adicionado l,4g de gelatina e 2,4 ml de água destilada. A solução de 

gelatina foi aquecida a 55*C em um banho termostatizado (Polyscience 

série 9500) até completa dissolução da mesma. A solução de AOT foi 

aquecida no termostato a 55*C durante cinco minutos e misturada 

com a solução de gelatina também a 55®C. A mistura foi então
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agitada vigorosamente, e deixada em repouso até atingir a temperatura 

ambiente e formar um gel rígido.

0  organo-gel (MBG) contendo a enzima imobilizada foi 

preparado adicionando a solução de Aerosol O T  descrita 

anteriormente, 0,25 ml de uma solução aquosa de enzima (10 mg de 

enzima /  ml de água), e agitado para formar a microemulsão água - 

óleo. A solução de AOT contendo a enzima foi misturada com uma 

s^unda solução de gelatina (l,4g de gelatina em 2,15 ml de água) 

também a 55®C. 0  procedimento s^ue o anteriormente descrito na 

preparação do organo-gel (tabela I).

Tabela 1 - Preparação do Qrgano - Gel para Reação

otgano-gel Qtidade de 
gelatiní^) 

(g)

Qtidade de 
água (ml)

Qtidade de 
AOT 0.5 M 

(mi)

solvente
n-hexano

(ml)

[HjO]
(M)

[AOT]
(M)

Wô >

com , . 
enzima*' 1,40 2,15 4.0 2 , 2 11.9 0 , 2 59,5

controle 

(sem enzima)
1,40 2,40 4,0 2 . 2 13,3 0 , 2 66,5

(a) as soluções de enzimas tiv«am as seguintes composições: C.V.lipase, lipase de Pseud. sp 
e lipase Miox^nai 10 mg/ml; so lu ^  de Cândida cilindracea 20 ^ /m l

(b)W0=[H20]/[A0T]
(c) densidade da gelatina Ig/ml
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2.2.2 - PREPARAÇÃO DO MEIO REACIONAL VIA CATÃUSE 
ENZIMÁTICA EM MBG*s

Os géis contendo a enzima foram retirados do congelador 

e rapidamente separados dos tubos de ensaio; cortados em secções 

de aproximadamente 125 mm^, e então removidos para um 

erlenmeyer contendo 30 ml dehexano previamente purificado.

As reações foram realizadas adicionando em um 

erlenmeyer de 125 ml, 25ml de hexano, 0,03 moles de ácido e 0,03 

moles do álcool racêmico. 0  equivalente a dois tubos de ensaio de 

gel contendo enzima foi adicionado ao meio reacional, o qual foi 

agitado em um banho maria tipo Dubnoff (TE 093 da Tecnal), 

termostatizado a 25 ®C durante 5 dias. As reações foram 

acompanhadas por cromatografia em camada delgada usando como 

eluente uma mistura de hexano/acetato de etila (15:1).

Decorrido o tempo da reação os géis foram separados do 

meio reacional, lavados com hexano e reutilizados. A reação realizada 

está representada de modo geral na figura 14. Os substratos ácidos, 

álcoois racémicos, e as enzimas utilizadas nas reações, estão listados 

na tabela II.

Reações usando géis de controle, ou seja sem enzima 

imobilizada, foram executadas paralelamente às reações catalisadas 

enzimaticamente, enão foi observado formação de produtos.

ácido álcool lipases éster álcool

orgânico racêmico MBG
25»C

^ opacsmenic + 

ativo opticamente

ativo

Figura 14 - Representação geral das reações realizadas experimentalmente
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Tabela II - Ácidos, álcoois racêmicos, e enzimas utilizadas nas reações 

de esterificação

ácidos

áddo hexanóico 

áddo láuhco

álcoois

(±)2-octanol

(±)2-hexanoI

(±)2-butanol

(±)l-feniÍ-l-etanol

enzimas (lipases)

C. V. lipase 

lipase Microbial

lipase de Pseudomonas sp 

lipase de C. dlindracea

2.3 - TRATAMENTO DOS PRODUTOS DAS REAÇÕES

A figurais representa, de modo geral, o tratamento feito 

aos produtos das reações.

Após a separação dos gás do meio reacional, adicionou-se 

trietilamina até turbidez da solução para eliminar o ácido que não 

reagiu, e então filtrou-se o precipitado. A solução reacional foi 

concentrada em um evaporador rotatório RE 111 com banho de água 

461 da Büchi. Adicionou-se então éter ao meio reacional e fez . a a 

extração com solução 10% de NaHCOs. Em seguida, a mistura 

reacional foi secada sobre sulfato de magnésio anidro ou cloreto de 

caldo. Os sais secantes foram filtrados, e então evaporou - se o 
solvente.

Foi retirado uma aliquota da mistura reacional, após 

tratamento com bicarbonato de sódio, para determinar o grau de 

conversão da reação por iH RMN. Esta técnica consiste na integração 

dos diferentes prótons metilénicos que aparecem em regiões diferentes 

para o álcool de partida eo  éster formado. A integração exata dos 

sinais apropriados permite determinar a razão entre o material de 

partida e o produto, e assim, determinar o grau de conversão.

Os produtos obtidos foram então separados por 

cromat(̂ rafia em coluna usando como eluente uma mistura de 

hexano/acetato de etila (15:1) até separar todo o éster, que foi 

acompanhado por cromat(^rafia em camada delgada. Após ter
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separado todo éster, mudou - se o eluente para metanol absoluto. A 

coluna cromatografica utilizada possuía uma altura de 70 cm e um 

diâmetro de 15 mm, e foi preenchida (50 cm) com sílica gel 60(70-  

230 mesh), com um tempo de eluição entre 23- 2,8 segundos por 

gota para uma melhor eficiência. Várias misturas de eluentes foram 

testadas na separação dos produtos até chegar -se a uma mistura 

ideal, e estas estão listadas na tabela III.

0-00
ÖD'O

separa - se o gel 
do meio readonal

ffldo readonal

0 0 0

0 0 0 1 = = ^
0 0 0

lavado e reutilizado

gel

FASE ORGANICA

extração com solução deNaHCOs 1 0 % 

cromatografía em coluna

álcool opticamente 
ativo

enantiomm>que nãoreagiu

é^of^camente

ativo

iúdrólise

alcalina

álcool o{^camente

ativo

Figura 15 - Ilustração esquemática da resolução de álcoois racêmicos 
via esterificaçâo usando lipases ünobUizadas em MBG.
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Após o término do processo, os 

quantificados e caracterizados por RMN e I.V.

produtos foram

Tabela III - Eluentes Testados Experimentalmente para Separação dos 

Produtos por Cromatografia.

Eluentes Observação

Hexano /  éter etílico (6:4) nenhuma separação

Hexano /  álcool isopropílico (9:1) nenhuma separação

Hexano /  álcool isopropílico (30:1) razoável separação

Benzeno/éter /etanol/ác. acético (25:20:1:0,1) nenhuma separação

Diclorometano /  metanol/ác. acético (96:4:1) nenhuma separação

Éter de petróleo /  acetato de etila (4:1) nenhuma separação

Dioxano -1,4 nenhuma separação

Hexano nenhuma separação

Hexano /  acetato de etila (1:1) nenhuma separação

Hexano /  acetato de etila (4:1) nenhuma separação

Hexano /  acetato de etila (7:3) nenhuma separação

Hexano /  acetato de etila (8:2) nenhuma separação

Hexano /  acetato de etila (9:1) boa separação

Hexano /  acetato de etila (9,5:0,5) boa separação

Hexano /  acetato de etila (10:1) boa separação

Hexano /  acetato de etila (15:l)(a) ótima separação

Hexano /  acetato de etila (20:1) boa separação

Hexano /  acetato de etila (30:1) nenhuma separação

(a) mistura de eluente utilizada na obtenção dos ésteres opticamente ativos.
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2 .4 -MEDIDAS DE ROTAÇÃO ÓPTICA

As medidas de rotação óptica para os ésteres foram 

realizadas em um polarímetro Polamat A da Gari Zeiss, com lâmpada 

da mercúrio. A conversão para lâmpada de sódio foi feita através de 

um tratamento matemático aplicando as equações 7,8  e 9.

(eq. 7)

íO 40,691
®Hg=------------ ■ «Na

34,618

= rotação óptica em uma tempa-atura t=t 
= rotação óptica a 2 0 ‘̂ C

a^g =rotação óptica medida na lâmpada de mercmo

ciNa=n«açao ófrtica medida na lâmpada de sódio 
t =temperatora na qual realizou amedida, em‘C

(eq. 8)

(eq. 9)

As medidas de rotação óptica dos álcoois da hidrólise 

alcalina dos respectivos ésteres, foram realizadas utilizando um 

polarímetro com LEP A2 da Gari Zeiss com lâmpada de sódio.

As soluções foram preparadas utilizando uma balança 

analítica (Mettler H54AR) para pesagem das amostras e como solvente 

foi utilizado clorofórmio destilado. 0  comprimento do tubo da cela 

polarimétrica utilizado foi de 0.2 dm. Foram preparados soluções de

1 e 5 ml para as respectivas medidas. Após as medidas, foi realizado 

o branco do solvente, o qual foi zero.
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Os valores de excessos enantioméricos foram obtidos

comparando as rotações ópticas determinadas experimentalmente com

aquelas descritas na literatura (77) para os respectivos álcoois 

opticamente ativos.

2.5-HIDRÕUSE DOS ÉSTERES

Os ésteres opticamente ativos foram hidrolisados aos 

correspondentes álcoois opticamente ativos por hidrólise alcalina.

Foi dissolvido num erlenmeyerlg de NaOH em 30 ml de 

etanol (utilizando um banho de ultrasom para completara dissolução do 

NaOH em etanol), e então transferido para um balão volumétrico de 50 

ml e adicionado etanol até completar o volume. Esta solução foi 

utilizada para a hidrólise dos ésteres obtidos experimentalmente. Foi 

preparado o equipamento para refluxo (ver ref. 76) utilizando um 

balão de fundo redondo de 50 ml e uma manta de aquecimento. 

Adicionou - se ao balão a solução de hidróxido de sódio 0,5 M e 0,01 

mol de éster obtido experimentalmente, e então foi realizado a 

hidrólise do éster sobre refluxo suave, durante 4 horas, 

acompanhando o desenvolvimento da reação por cromatografía em 

camada delgada. Interrompido o refluxo, o precipitado (sal do áddo 

carboxílico) foi filtrado e lavado com éter, e então, foi feita a 

extração da solução etéra o)m solução de NaHCOs 10%. para garantir 

a total eliminação do áddo carlx)xílico. Após a extração, adidonou - se 

sulfato de magnésio anidro para eliminar o resíduo de água presente, 

e então foi filtrado o sulfato de magnésio e evaporado o solvente em 

um evaporador rotatório.

O álcoois obtidos foram caracterizados por iH RMN e I.V. e 

guardado para medidas de rotação óptica.

Este procedimento foi geral para a hidrólise de todos os

ésteres.
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A enantioseletividade de lipases de diferentes fontes 

(CV.Iipase, lipase de Pseudomonas sp, lipase Microbial e lipase de 

Cândida cilindracea), foi analisada na resolução dos álcoois 

racémicos (±)2-octanol, (±)2-hexanol, (±)2- butanol e sec-feniletanol 

com os ácidos hexanóico e dodecanóico (equação 10).

^O H  yOOC(CH2)„CH3 H. ,snOH

CH3 (C „ ,,C 0 0 H .  ^ X
CH3  R’ CH3  R' CH3  R-

(R.SH (R)-5 (S>4

n=4:10

R-= C2 H5 ; C4H9 : C5H5

( eq. 10)

Por analogia com outros trabalhos publicados(26),(5i),(52),(54) 

de re«)lução de álcoois secundários racémicos catalisada por lipases, 

podemos supor que para as lipases e os substratos racémicos (R,S)-4 

utilizados neste trabaUio, a preferência na catálise é pelo isomero que 

tem a configuração absoluta R. Como produtos da reação obtem - se

o éster (R)-5 e o álcool (enantiomero) que não reagiu (S)-4.

Além da formação do éster e do álcool opticamente ativo, 

há ainda o excesso de ácido e formação de água no meio reacional.

(Geralmente, a água é que perturba 0 equilíbrio das 

reações de esterificação, promovendo a reversibilidade e afetando o 

rendimentor No sistema de MBG, a pequena quantidade de água
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formada pela reação (0,03 moles), é deslocada do interior do meio 

catalítico para o solvente orgânico por difusão, juntamente com os 

produtos da reação, e ocorre a formação de duas fases imiscíveis de 

água e hexano, sendo que os produtos principais vão para a fase 

orgânica. Após o término da reação a água é eliminada pelo uso de 

um sal secante. A hipótese de que a água poderia ficar no interior 

do gel, na parte hidrofílica, foi descartada pelos seguintes motivos:

I -Se água permanece no interior do gel, seria observado 

com o tempo a sua destruição, devido a solubilidade da gelatina em 

água.

II - A catálise diminuiria devido a modificação estrutural 

do gel, que provavelmente, destruiria as microemulsões W /O  (figura 

10) formadas, onde a enzima esta retida para a catálise.

IH - Uma vez afetada a estrutura do organo - gel, a sua re­

utilização seria dificultada.

Os experimentos foram realizados em escala preparativa a

25 ®C como foi previamente descrito. As reações foram interrompidas 

após 5 dias e os produtos separados por cromatc^rafia em coluna, e 

então, determinado os rendimentos considerando que as enzimas 

tenham sido estereoseletivas e apenas um dos enantiomeros da 

mistura racêmica reagiu. Os resultados de rendimentos são valores 

correspondentes aos ésteres já purificados. Os resultados obtidos estão 

mostrados na tateia IV para reações com o ácido hexanóico, e na 

tabela V para as reações com o ácido láurico.
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Tabela IV - Dados Analíticos Experimentais para a Esterificaçâo 

Enzimática do Ácido Hexanóico com Álcoois Secundários 

Racêmicos a 25®C.

Éster EnzimaO>) %  de conv.(») Rend.(d)% Rf(c)

Hexanoato C.V. lipase 17,5 32,0

de lipase Microbial 16,0 26,0 0,63

sec-octila lipase Pseud. sp 15,1 20,0
lipase C. cilindracea - -

Hexanoato C.V.lipase 26,3 30,6

de lipase Microbial 19,4 13,6 0,60

sec-hexila lipase Pseud. sp 16,0 10,4

lipase C.cilindracea - -

Hexanoato C.V. lipase 53,0 23,6

de lipase Microbial 51,0 21,2 0,59

sec-butila lipase Pseud. sp 48,7 18,0

lipase C. cilindracea  ̂ - -

Hexanoato C.V. lipase 25,0 31,4

de lipase Microbial 23,0 28,0 0,52

sec-feniletila lipase Pseud. sp 17,0 22,0
lipase de C.cilindracea - -

(a) grau de converção determinado por RMN.
(b) enzimas imobilizadas em MBG's.
(c) eluente hexano /  acetato de etila (15:1).
(d) valores de rendimento do éster já purificado, considerando que apenas mn dos 
enantiomeros reagiu.
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Tabela V - Dados Analíticos Experimentais para a Esterificação 

Enzimática do Ácido Láurico com Álcoois Secundários 

Racémicos a 25®C.

Éster Enzim^^) %  de conv.(a) Rend.(d)% Rf(c)

Laurato C.V. lipase 42,3 45,4

de lipase Microbial 28,6 39,9 0,70

sec-octila lipase Pseud, sp 20,4 27,8

lipase C.cilindracea - -

Laurato C.V. lipase 40,0 32,4

de lipase Microbial 27,0 22,4 0,64

sec-hexila lipase Pseud, sp 22,0 15,0

lipase C.cilindracea - -

Laurato C.V. lipase 55,8 59,2

de lipase Microbial 40,0 31,2 0,60

sec-butila lipase Pseud, sp 52,9 16,0

lipase C.cilindracea - -

Laurato C.V. lipase 40,0 34,8

de lipase Microbial 33,0 28,5 0,54

sec-feniletila lipase Pseud, sp 18,0 26,5

lipase C.cilindracea - -

(a) grau de conversão determinado por RMN,
Ò>) enzimas imobilizadas em M6 G*s.
(c ) eluente hexano /  acetato de etila (15:1).
(d) valores de rendimento do éster já pu^cado, considerando que apenas um dos 
enantiomeros reagiu.

Trabalhos já publicados, mostraram que este novo sistema 

de orçano-gel é bastante eficiente na imobilização de enzimas para 
a catálise enzimática na esterificação de álcoois prim ários.(70).(73),(74)
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Neste trabalho, pela primeira vez, está se usando este 

sistema para a resolução de álcoois racêmicos em escala preparativa e 

com diferentes lipases.

Os graus de conversão foram estimados pela comparação 

da interação do multiplete metínico do éster formado (centrado em 

tomo de 4,9 ppm para os ésteres alifáticos e 5,9 ppm para o éster 

aromático) com a interação do multiplete metínico dos álcoois 

correspondentes (centrada em 3,5 -3,8 ppm para os álcoois alifáticos, 

e 4,5 - 4,8 ppm para o álcool aromático).

Os graus de conversão foram determinados após extração 

dos produtos com 10% de solução aquosa de NaHC03 em meio etéreo 

para eliminar o resíduo de ácido presente. Portanto, os resultados 

obtidos para graus de conversão expressos nas tabelas IV e V 

demonstram o rendimento do processo antes da purificação do 

produto, pois se apenas um dos enantiomeros reagiu, então é 

esperado que a reação pare em 50% de conversão do racemato.

A discrepância observada para o grau de conversão no 

caso das reações com o (±)2-butanol, com valores acima de 50% de 

conversão pode ser avaliada pelos seguintes aspectos:

I--------- Um valor de grau de conversão acima de 50% pode 

expressar que a enzima não está sendo estereoseletiva para este 

substrato.--

II - O fato de se fazer extração com solução aquosa de 

NaHCOs 10% antes da medida do grau de conversão, pode levar a 

uma medida errônea para substratos alcóolicos de baixo peso 

molecular por estes terem, uma certa solubilidade em água; no caso do 

(±)2-butanol 8g /100ml de água.

O que determina se o caso I ou o II está correto seria a 

medida do excesso enantiomérico. Porém, não foi possível obter este 

resultado devido a dificuldade de se isolar o álcool (2- butanol) 

opticamente ativo a partir da hidrólise alcalina do respectivo éster.
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Pode - se ainda observar nas tabelas IV e V que de modo 

geral para os álcoois secundários alifáticos, os melhores rendimentos 

são com o (±)2-octanol, tanto para C.V.lipase, quanto para lipase 

Microbial e lipase de Pseudomonas sp. Isto mostra que o sistema é 

eficiente para compostos de cadeias longas, já que o áddo láurico 

(Cl2) mostrou- se mais efetivo neste sistema que o áddo hexanóico 

(Ce). No caso do álcool sec - feniletanol, os rendimentos foram 

similares para os dois substratos áddos. Aguiar(2) em estudos de 

rendimentos de formação de ésteres alifáticos e tioésteres frente ao 

sistema de MBG, mostrou que o ácido láurico é o melhor substrato 

para ser utilizado neste sistema, devido aos seus produtos passarem 

mais rapidamente para a fase orgânica após sua formação do que os 

produtos fomados por substratos de cadeias hidrocarbônicas 

menores.

0  rendimento obtido nas reações no sistema de MBG, 

mostrou que está assodado tanto com o tamanho das cadeias 

hidrocarbônicas dos substratos áddos e álcoois, bem como, com a 

atividade espedfica da enzima por miligrama de proteina usada. A 

CVJipase que foi a enzima mais efidente no sitema de MBG, possuia 

uma maior atividade específica que as outras (3970 unidades/ mg de 

proteina). A baixa atividade esp«:ífica da lipase de Cândida cilindracea 

imobilizada neste sistema (71 unidades /  mg de proteina) provavelmente 

foi o prindpal motivo de não ter ocorrido a reação de esterificaçâo. Os 

trabalhos realizados por Klibanov(5l).(52) mostraram que lipase de 

Cândida cilindracea com atividade espedfica de 2415 unidades/ mg 

de proteina reage estereoespedficamente e com bons rendimentos em 

sistemas bifásicos, sendo que neste sistema a enzima está em contato 

direto com os substratos.

Os resultados experimentais da resolução enzimática estão 

representados na tabela VI e VII. As enzimas imobilizadas no sistema 

de MBG mostraram manter sua atividade catalítica, além da sua 

estereoespecifiddade estrutural.
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Tabela VI - Valores Experimentais de Rotação Óptica para Esterificação 

do Ácido Láurico e Álcoois Secundários, em MBG.

Éstei<c) Enzim^®) C(b) a20/obs(d) la]20/D(e)

Laurato C.V. lipase 15,4 -0,130 -4,27

de lipase Microbial 16,1 -0,190 -4,85

sec-octila lipase Pseud, sp 0,90 -0,012 -6,64

Laurato C.V. lipase 22,4 -0,247 -5,56

de lipase Microbial 39.4 -0.476 -6,03

sec-hexila lipase Pseud, sp 12,7 -0,145 -5,72

Laurato C.V. lipase 51,4 -0,272 -2,64

de lipase Microbial 46,6 -0,264 -2,83

sec-butila lipase Pseud, sp 6,70 -0,034 -2,54

Laurato C. V. lipase-- 9,20 - +0,825(f) +44,5

de lipase Microbial 5,20 +0,410(0 +39,4

sec-feniletila lipasePseud.sp 14,4 +l,455(f) +50,3

(a) concentração de enzima 1 0  mg /ml de solução.
(b) concentração de éster em g /lOO ml de solução, solvente CHCI3 .
(c) tempo de reação 5 dias a 25“C
(d) calculado de acordo com as equações 7 e 9.
(e) calculado de acordo com a equação 5.
(f) medido direto em um polarímetro com lâmpada de sódio.
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Tabela VII - Valores Experimentais de Rotação Óptica para Esterificação 

do Ácido Hexanóico com Álcoois Secundários, em MBG.

Éstei<c> Enzima(a) a20/obs<«*) [a]20/D(ei

Hexanoato C.V. lipase 25,1 -0,238 -4,75

de lipase Microbial 4,90 -0,060 -6,05

sec-octila lipase Pseud, sp 12,0 -0,123 -5,10

Hexanoato C.V. lipase 2,60 -0,043 -8,26

de lipase Microbial 23,4 -0,349 -7,45

sec-hexila lipase Pseud, sp 0,64 -0,010 -7,80

Hexanoato C.V. lipase 45,6 -0,446 -4,89

de lipase Microbial 40,5 -0,416 -5,14

sec-butila lipase Pseud, sp 0,87 -0,008 -4,88

Hexanoato C.V. lipase 9,90 +0,995(f) +50,2

de lipase Microbial 8,90 +0,785(f) +44,0

sec-feniletila lipase Pseud, sp 9,50 +1,000(f) +52,4

(a) concentração de enzima 1 0  mg /ml de solução.
(b) concentração de éster em g /lOO ml de solução, solvente CHCI3 .
(c) tempo de reação 5 dias a
(d) calculado de acordo com as equações 7 e 9.
(e) calculado de acordo com a equação 5.
(f) medido direto em um polarímetro com lâmpada de sódio.
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Para os álcoois racêmicos alifáticos, as enzimas (lipases) 

mostraram preferência pela forma estrutural com rotaçáo óptica 

negativa ([qJd - ), porém, no caso do substrato aromático a 

preferência foi pela forma estrutural com rotaçáo óptica positiva 

( [aJo+)» provavelmente devido a efeitos estruturais.

Sabe - se que a habilidade das enzimas para descriminar 

enantiomeros de substratos racêmicos está no fato de elas serem 

compostas de L - aminoáddos e, conseqüentemente, seus centros 

ativos constituem um meio dissimétrico que é apropriado para 

distinguir entre os enantiomeros. 0  isomero reativo, será então aquele 

que possui uma estrutura que melhor encabta no sítio ativo da 

enzima, pois segundo a hipótese da ligação por três pontos, o centro 

ativo só pode ser abordado de uma forma, e somente os átomos e 

sítios complementares podem interagir, e conseqüentemente apenas o 

isomero que está na posição correta será encaixado no sítio ativo e 

catalisado. O modelo do encaixe induzido de Koshland admite uma 

mudança de conformação na enzima, o que posiciona resíduos de 

aminoáddos, ou grupos ativos da enzima, na orientação espacial 

correta para a ligação do substrato para a catálise.

Brzozowski et al.(i^), em estudos da atividade interfacial 

da lipase isolada do fungo Rhizomucor miehd, determinaram sua 

estrutura e caracterizaram como centro ativo da lipase de Mucor 

meihei uma estrutura composta dos aminoáddos Asp - His - Ser, sendo 

que estes se encontram em uma cavidade hidrofóbica formada pelos 

segmentos espirais curtos da molécula, mostrando então que o sítio 

ativo da enzima não está exposto. 0  substrato, para interagir, precisa 

ter uma configuração que seja adequada a catálise, independentemente 

de possuir rotação óptica (+) ou (-). Portanto, os resultados de 

rotação óptica para os substratos aromáticos e alifáticos devem estar 

na preferênda pelas lipases, usadas neste trabalho, pelo isomero com 

configuração R.
Bianchi(54), Klibanov(5i).(52) e Inada(55) em seus estudos de 

resolução enzimática utilizando lipases, obtiveram valores de rotação 

óptica positiya (+) para ésteres derivados do álcool racêmico sec - 

feniletanol e outros aromáticos, e valores de rotação óptica n^ativa (-) 

para ésteres derivados de álcoois alifáticos. Os esquemas 127 e /V 

(paginas 15 e 16) na introdução, mostram exemplos de resolução 

enzimática onde a preferênda pda catálise foi para o composto 

aromático com rotação óptica (+), enquanto o esquema V ( pagina 

21) confirma a preferênda pdo isomero R.
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Os ésteres obtidos foram submetidos a hidrólise alcalina 

para se obter os álcoois opticamente ativos (equação 11).

.ooc (CH2)„CH3 .oh

v T  NaOH/CH,CH,OH
Á  (eq. 11)

CH3  R* refluxosuave

(R)-5 

n = 4;10

R- = C2 H5 : C4 H9 : CgHij; QHj

3̂

(R>4

Os resultados obtidos da hidrólise alcalina dos ésteres 

para seus correspondentes álcoois opticamente ativos estão 

representados na tabela VIIÍ e IX. Os excessos enantioméricos foram na 

faka de 90 - 1(X)%, confirmando a alta enantioseletividade das 

enzimas imobilizadas no sistema de MBG.
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Tabela VIII - Valores de Rotação Óptica e Excessos Enantioméricos 

para os Álcoois Secundários Obtidos da Hidrólise 

Alcalina dos Hexanoatos de Alquila eArila.

Álcool Enzima C(a) a“ /obs [aJ20/D ee (%)(t)

2-octanol C.V. lipase 5,36 -0,100 -9,32 94,2

1. Microbial 3,44 -0,065 -9,40 94,9

1. Pseud, sp 2,91 -0,055 -9,42 95,2

2-hexanol C.V. lipase 6,03 -0,145 -12,02 99,8

1. Microbial 4,90 -0,115 -11,70 97,4

1. Pseud, sp 3,10 -0,070 -11,30 93,9

1-fenü-l- C.V. lipase 3,49 +0,290 +41,5 96,8

etanol 1. Microbial 6,02 +0,485 +40,2 93,8

1. Pseud, sp 1,56 +0,125 +40,1 93,5

(a) concentração considerada g/ lOOml de solução, solvente CHCI3.

(b) excessos enantioméricos foram determinados por comparação com os valores de 
rotação óptica dos álcoois opticamente puros descritos na lit^^^^ aplicando a 
equação 6 . 2 -octanol [a]l^/D = -9,9 {pm-o}; 2 -hexanol [a]2 0 /D = . 1 2 , 0 4  (puro}; 1 -fenil 
-1-etanol [a] 19/D -  + 42,9 {puroj.
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Tabela IX - Valores de Rotação Óptica e Excessos Enantioméricos para 

os Álcoois Secundários Obtidos da Hidrólise Alcalina 

dos Lauratos deAlquila e Arila.

Álcool Enzima C(a) «20/obs [a]20/D ee i%)0>)

2-octanol C.V. lipase 6,36 -0,125 -9,80 99,3

1. Microbial 735 -0,135 -9,20 93,0

1. Pseud, sp 5,07 -0,095 -9,40 94,9

2-hexanol C.V. lipase 1,09 -0,025 -11,50 95,5

l. Microbial 3,10 -0,075 -12,11 100
1. Pseud, sp 9,14 -0,215 -11,76 97,6

1-fenil-l- C.V. lipase 2,75 +0,230 +41,9 97,7

etanol 1. Microbial 3,10 +0,250 +40,4 94,2

1. Pseud, sp 3,92 +0,325 +41,5 96,7

((a) concentração considerada g/ lOOml de solução, solvente CHCI3 .
(b) excessos enantioméricos foram determinados por comparação com os valores de 
rotação óptica dos álcoois opticamente puros descritos na liL^^^  ̂aplicando a 
equação 6 . 2-octanol [a]17/D = -9,9{pviro|;2-hexanol [a]20/D»- 12,04 {puro};. 1-fenil 
-1-etanol [a] l^/D = + 42,9 {puro}.

As tabelas X e XI mostram os resultados deao e excessos 

enantioméricos dos enantiomeros (álcoois) que não reagiram na 

esterificação por catálise enzimática, confirmando a preferência das 

enzimas (lipases) pela forma estrutural com rotação óptica negativa (-) 

para racematos alifáticos e forma estrutural com rotação óptica 

positiva (+) para 0 aromático, indicando que enzimas imobilizadas em 

MBG podem discriminar os enantiomeros de um racemato com alta 

enantioseletividade.
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Foi realizada a esterificação química utilizando sistema de 

refluxo com os álcoois (±)2- butanol e (±)2- octanol com o ácido 

hexanóico, e catálise ácida, e o valor de rotação óptica para o éster 

hexanoato de see - octila foi zero (cd = 0,0), e para o éster hexanoato 

de see - butila foi + 0,081, mostrando a incompatibilidade da 

esterificação direta sem o uso de enzimas ou outro agente quiral, no 

que diz respeito a enantioseletividade do produto obtido.

Tabela X- Alguns Valores de Rotação Óptica e Excessos Enantioméricos 

para os Enantiomeros que não Rragiram na Reação de 

Esterificação do Ácido Láurico com Álcoois Secundários 

Racêmicos em MBG, a25*C.

Álcool Enzima C(a) a20/obs [a]20/D ee (%)(b)

2-hexanol C.V.lipase 11,0 +0,047 +2,13 15,1

2-octanol Microbial 9,90 +0,035 +1,78 18,0

2-octanol C.V.lipase 11,0 +0,060 +2,72 27,5

2-octanol Pseud. sp 13,1 +0,030 +1,14 11,5

2-octanol Microbial 6,80 +0,025 +1,84 18,6

2-cx:tanol C.V.lipase 4,90 +0,035 +3,56 36,0

2-feniletano]l C.V.lipase 9,80 -0,405 -20,7 45,5

2-feniletanol Pseud. sp 5,10 -0,240 -23,5 51,6

2-feniletano]l Microbial 5,60 -0,075 -6,67 14,7

2-feniletano]l C.V.lipase 13,2 -0,190 -7,19 15,8

2-feniletano]l Microbial 11,9 -0,100 -4,21 9,30

(a) concentração considerada g/ lOOml de solução, solvente CHCI3 ,
(b) excessos enantioméricos foram determinados por comparação com os valores de 
rotação óptica dos álcoois opticamente puros descritos na liL̂ ^̂ »̂ aplicando a 
equação 6 . 2-octanol [a] = . 9 ,9 |puro};2-hexanol Ia]20/D = - 12,04 (puro); 1-fenil 
-1-etanol [a] = + 42,9 {puro}.
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Tabela XI- Alguns Valores de Rotação Óptica e Excessos Enantioméricos 

para os Enantiomeros que não Reagiram na Reação de 

Esterificaçâo do Ácido Hexanóico com Álcoois Secundários 

Racêmicos em MBG, a 25*C.

Álcool Enzima C(a) â o/obs [a]20/D ee (%)(b)

2-hexanol C.V.lipase 17,9 +0,026 +0,71 5,0

2-octanol Microbial 23,6 +0,010 +0,21 2,1
2-octanol C.V.lipase 30,5' +0,043 +0,71 7,2

2-octanol Pseud. sp 15,6 +0,026 +0,64 6,5

2-octanol Microbial 13,8 +0,005 +0,18 1,8
2-octanol CV.lipase 10,3 +0,020 +0,97 9,9

2-octanol Pseud. sp 30,4 +0,009 +0,14 1.4

2-hexanol Microbial 2,13 +0,005 +1,17 8,3

2-feniletanol CV.lipase 16,4 -0,345 -10,5 23,8

2-feniletanol Microbial 16,0 -0,185 -5,80 12,7

(a) concentração considerada g/ lOOml de solxxção, solvente CHCI3 .
(b) excessos enantioméricos foram determinados por comparação com os valores de 
roração óptica dos álcoois opticamente puros descritos na aplicando a 
equação 6 . 2-octanol [o jl^ /D --9,9{puro};2-he^nol [a]20/D-- 12,04 {puroj; 1-fenil 
-1-etanoI [a]l^/D -  + 42,9 {puro}.
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3.1 -REUTILIZAÇÃO E ESTABILIDADE DO SISTEMA DE MBG 
CONTENDO UPASES IMOBIUZADAS

Uma das grandes vantagens do sistema de MBG reside na 

sua reutilização. Este é um fator importante quando considera - se a 

aplicação prática de um método particular de síntese.

Em trabalhos anteriores, já foi verificado que o gel possui 

elevada estabilidade e reversibilidade térmica, sendo que a enzima 

imobilizada neste sistema permanece com uma atividade de até 87% 

por um período de até doze meses quando armazenado a 

temperatura ambiente.(2)

Nascimento e col.(74), afirmam que a principal vantagem do 

método presente inclui a reutilização de pequenas quantidades de 

enzimas, convenientemente imobilizadas em um meio aquoso onde sua 

solubilidade e atividade são adequadas. Este processo mostrou ser 

econômico.

No presente trabalho de resolução de álcoois secundários 

racémicos utilizando diferentes lipases, foi confirmado a eficiência do 

método de MBG. Foi preparado 1 ml de solução contendo 10 mg de 

enzima e dividido o conteúdo da solução em 4 tubos de ensaio, o 

que equivale a 0,25 ml de solução por tubo de gel preparado. Este gel 

foi usado no desenvolvimento de toda a parte experimental, utilizando 

a mesma lipase imobilizada em MBG para catalisar reações 

envolvendo diferentes substratos, com repetição de algumas reações,

Foi observado o comportamento do laurato de see - 

feniletila na reutilização do sistema de MBG, e o resultado esta 

expresso na tabela XII.
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Tabela XII - Reutilização do Gel na Formação do Laurato de sec 

Feniletila.

Éster Enzima

I

Rendimento (%)(a) 

II

Laurato C.V.lipase 34,8 14,4

de

sec-feniletila lipase Microbial 28,5 103

I - Após 5 utilizações do catalisador.
II - Após 10 utilizações do catalisador, 
(a) - rendimento do éster já purificado.

0  excesso enantiomérico permaneceu na faixa de 90 - 

10(M  enquanto que o rendimento caiu aproximadamente pela 

metade. 0  gel apresentou um aspecto esbranquiçado e mais rígido após 

sucessivas utilizações, mostrando - se desgastado pelo processo.

0  enantiomero do álcool sec -feniletanol, que não reagiu, 

teve um excesso enantiomérico de 45,5% para o gel contendo 

CV.lipase imobilizada, após 5 utilizações ecaiu para 15,8% após terem 

sido reutilizados 10 vezes (tabela X). 0  mesmo foi observado para a 

reação catalisada por lipase Microbial, sendo 14,7% e 9,3% 

respectivamente os valores dos excessos enantioméricos dos 

enantiomeros que não reagiram.



55

3.2 - COMPARAÇÃO DO SISTEMA DE MBG*s COM OUTROS JÁ 
UTIUZADOS PARA RESOLUÇÃO DE ÁLCOOIS RACÊMICOS 
VIA CATÁUSE ENZIMÁTICA

Os sistemas usados para resolução de álcoois racêmicos via 

catálise enzimática são geralmente enzimas em sistemas bifásicos(3), 

enzimas em solvente orgânico como éter anidro(^6), enzimas 

imobilizadas em suporte poroso tal como celite(54), cromosorbe e 

sefarose.(5i) Em todos estes sistemas, a transesterificação é o método 

mais utilizado com lipase de Cândida dlindracea, lipase de Pseudomonas 

fluorescente e, lipase do Pancréas do porco por serem mais baratas. 

Um pó de enzima livre ou imobilizado é simplesmente adicionado ao 

solvente contendo o álcool racêmico ou o éster racêmico.

Nos sistemas descritos acima, o uso de esterificação para 

resolução enzimática não é conveniente por não poder utilizar altas 

concentrações de ácidos.(i^) A transesterificação é mais utilizada nestes 

métodos por ser mais versátil que a esterificação direta em termos de 

velocidades de reações, e limitações termodinâmicas.(3)

A grande inconveniência dos métodos utilizando sistema 

bifásico, enzimas em suspensão em solventes orgânicos anidros ou 

suporte poroso são:

- a enantioseletividade pode ser afetada pelo solvente(5).(7);

-necessidade do sistema ficar sob agitação permanente 

para acelerar a reação(2);

- alta concentração de enzima no sistema, variando de 5 a 

20 m g/m l, chegando a gastar de 200 mg a 13 g para 
realizar um experim ento(32),(36),(46).

- quando as enzimas são imobilizadas em suportes porosos 

como cromosorbe ou sefarose, a grande dificuldade está 

na reprodutibilidade do sistema(52);
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-o uso de tampões para controlar o pH do meio, 

e a necessidade de aquecimento e controle de 

temperatura, que são fatores importantes para a catálise 

enzimática, e devem ser sempre observados nestes sistemas.

Porém, existem vantagens tais como(̂ );

-reações de substratos insolúveis em água podem ser feita 

em volumes substâncialmente reduzidos da mistura de 

reagentes;

-o produto pode ser facilmente separado do biocatalisador;

-reações termodinamicamente desfavoráveis em meio 

aquosó, tomam-se viáveis;

-uso de diferentes substratos, sem limitações de cadeia 

carbônica.

As vantagens do sistema de microemulsão imobilizada em 

organo - gel (MBG) frente a outros métodos para resolução enzimática 

de álcoois racémicos são:

- fácil preparação do sistema de organo - gel frente aos 

outros métodos;

-utilização de pequena quantidade de enzimas 10 mg/~ml 

de solução, sendo que, é preparado uma solução de 1 ml 

de enzima e distribuído em quatro tubos de ensaio e 

então imobilizada no organo - gel;

-facilidade para separar os produtos do biocatalisador,

- as reações podem ser realizadas a temperatura ambiente;
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-dispensa uso de tampões;

-um vez preparado o sistema, não há necessidade de 

controle de pH;

- as enzimas matém - se estáveis neste sistema;

-a enantioseletividade das enzimas não é afetada;

-0  sistema pode ser sucessivamente reutilizado para várias 

reações com baixa perda da atividade catalítica, até que o 

gel apresente desgaste.

As principais desvantagens são:

-limitação no uso de solventes, pois apenas solventes 

bastante apolares podem ser usados;

-o gel deve ser submetido a extração dos possíveis 

produtos e substratos remanescentes após o término da 

reação, evitando-se assim a contaminação nas reações 

subseqüentes;

-limitação no uso de substratos, ou seja, ácidos de 

cadeias pequenas (Ci a C4) altamente hidrofílicos, atacam e 

destroem o gel, bem como substratos muito polares 

tais como o metanol, 2-dimetilaminoetanol;

- deve-se ter o cuidado (alta agitação) na confecção do 

sistema para uma boa consistência do gel, pois uma 

vez a enzima imobilizada não há como recuperá-la.
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3.3 - CARACTERIZAÇÃO DOS PRODUTOS

•  Hexanoato de sec-octila: IV (Naa)(cm-l) 2934, 2870, 1737, 1468, 1378, 

1200. iH RMN (60 MHz, CCI4/TMS) ô(ppm) 1,1 - 2,4 (m, 27H, CH3, 

CH3(CH2)4, CH3(CH2)5), 4,9 (q, IH, CH).

• Hexanoato de sec-hexila: IV (Naa)(cm-l) 2940, 2860, 1735, 1460, 1360,. 

1200. iH RMN (60 MHz, C a 4/TMS) ô(ppm) 1,0 - 2,5 (m, 23H, CH3 , 

CH3(CH2)3, CH3(CH2)4), 4,8 (q, IH, CH).

•  Hexanoato de sec-butila: IV (Naa)(cm-i) 2946, 2870, 1734, 1459, 1376, 

1246,1178. 1H RMN (60 MHz, CCI4/TMS) ô(ppm) 1,0 - 2,4 (m, 19H, CH3, 

CH3CH2, CH3(CH2)4), 5,0 (q, IH, CH).

• Hexanoato de sec-feniletila: IV (NaCl)(cm-i) 3020, 2940, 2860, 1735, 

1240,1170, 750. iH RMN (60 MHz, CCI4/TMS) ô(ppm) 1,0 - 2,4 (m, 14H, 

CH3, CH3(CH2)4), 5,7 (q, IH, CH), 7,1 (s, 5H, C6H 5).

• Laurato de sec-octila: IV (NaCl)(cm-i) 2920, 2840, 1740, 1470, 1380, 

1200. iH RMN (60 MHz, CCI4/TMS) ô(ppm) 1,0 - 2,4 (m, 40H, CH3 , 

CH3(CH2)5, CH3(CH2)10), 4,9 (q, IH, CH).

• Laurato de sec-hexila: IV (NaCl)(cm-l) 2990, 2860, 1745, 1460, 1380, 

1200,1190. iH RMN (60 MHz, CCI4/TMS) ô(ppm) 1,0 - 2,5 (m, 35H, CH3 , 

CH3(CH2)3, CH3(CH2)10), 4,8 (q, IH, CH).

• Laurato de sec-butila: IV (Naa)(cm-1) 3000, 2890, 1734, 1459, 1360, 

1200,1184. iH RMN (60 MHz, CCI4/TMS) ô(ppm) 1,0 - 2,4 (m, 31H, CH3, 

CH3CH2, CH3(CH2) 10), 4,8 (q, IH, CH).

• Laurato de sec-feniletila: IV (NaCl)(cm-i) 3040, 3000, 2820, 1730, 1200,- 

1170, 800. iH RMN (60 MHz, CCI4/TMS) ô(ppm) 1,0 - 2,5 (m, 26H, CH3 , 

CH3(CH2)10), 5,8 (q, IH, CH), 7,2 (s, 5H, C6H5).
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• (-)2-octanol: IV (NaCl)(cm-i) 3348, 2960, 2858, 1462, 1374, 1114, 840. 

iH RMN (60 MHz, CCI4/TMS) ô(ppm) 0,8 - 2,3 (m, 16H, CH3. 

CH3(CH2)5), 3,7(q. IH, CH).

• (-)2-hexanol: IV (NaCl)(cm-i) 3354, 2962, 2862, 1658, 1462, 1376, 

1212.1146.1112. 842. iR RMN (60 MHz, CCI4/TMS) ô(ppm) 1,0 - 2,2(m, 

12H, CH3, CH3(CH2)3), 3,7(q, IH, CH).

• (+)l-fenil-l-etanol: IV (NaCl)(cni-l) 3358, 3062, 2974, 2878, 1602, 

1494,1204,1098, 900, 760. iH RMN (60 MHz, CCI4/TMS) ô(ppm) 1,2 (d, 

3H. CH3). 4,1 - 4.4 (q, IH, CH), 7.2 (s, 5H, C6H5).
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CAPfrULO 4 -CONCLUSÃO

Neste estudo foi descrito um novo caminho para o uso de 

enzimas em solvente orgânico. A imobilização de lipases em MBG 

mostrou ser um método estável que pode ser aplicado em solventes 

apolares.

A partir dos resultados obtidos, as principais conclusões 

deste trabalho são:

I - Enzimas sào biocatalisadores enantioseletivos que podem 

ser utilizados para separação deracematos.

II - O sistema de MBG utiliza baixa quantidade de enzima 

(250 mg /  ml), bem menor que os outros sistemas.

III - Enzimas imobilizadas em MBG resultam num método 

bastante eficiente, na reação de esterificaçâo de álcoois secundários 

racêmicos com ácidos alifáticos.

IV - Os álcoois, opticamente ativos, foram obtidos com 

bons rendimentos e com alto excessos enantioméricos (> 90%).

V  - A pureza enzimática está associada com sua eficiência 

e atividade catalítica.

VI - Lipase de Pseudomonas sp, C.V. lipase e lipase 

Microbial, sào estereoesp«nficas para álcoois alifáticos que possuem 

«D (■) e para álcoois aromáticos que possuem «d (+)í indicando 

que a estrutura do substrato é o fator determinante na catálise.
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VII-O sistema pode ser reutilizado em sucessivas reações 

de esterificação com os mesmos substratos e/ou substratos diferentes.

Concluido, o método representa um significante melhora - 

mento no uso de enzimas para a produção preparativa de álcoois 

opticamente ativos. 0  procedimento descrito é rápido, simples e pode 

ser facilmente repetido.
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APÊNDICE 5 - Espectro de infravermelho do hexanoato de sec -feniletila 

em filme em cela de NaCl.
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APÊNDICE 6 - Espectro de infravermelho do hexanoato de sec - hexila 

em filme em cela de NaCl.
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