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RESUMO

A habilidade de enzimas para atuar como catalisadores
quirais ja tem sido considerada por muitos anos, particularmente pela
industria farmacéutica. :

A resolucio de misturas de alcoois racémicos pode ser
realizada utilizando as propriedades enantioseletivas de enzimas

hidroliticas. A crescente busca de uma metodologia cada vez mais

aperfeicoada para utilizacio de enzimas em sintese orginica, levou
muitos pesquisadores a buscar um sistema que melhor se adaptasse as
condi¢Ges sintéticas desejadas. A imobilizacio de enzimas é uma das
mais importantes técnicas na aplicacio de catdlise enzimatica para
reagOes sintéticas em solventes organicos.

O trabalho desenvolvido consistiu em uma nova
metodologia para imobilizacdo de enzimas e sua aplicacio em sintese
organica. Diferentes lipases (Pseudomonas sp, lipase Microbial, lipase de
Candida cilindracea e Chromobacterium viscosum) foram imobilizadas

em sistema de organo - gel, formado pela solubilizacdo de gelatina em -
uma microemulsdo &dgua / dleo (W/0) de Aerosol O-T em n - hexano.

Este sistema foi usado para a resolugio enantioseletiva dos dlcoois
racémicos (t)2-butanol, (+)2- hexanol, (1)2- octanol, (+)1- fenil-1-etanol,
através de esterificagio com os acidos hexandico e dodecandico a
25°C. ‘ -

Os alcoois opticamente ativos, foram obtidos com bons
rendimentos e com excessos enantioméricos na faixa de 90 - 100%.
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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 wused in organic asymmetric
synthesis. Different lipases ( Pseudomonas sp, lipase Microbial, lipase de
Candida cilyndracea e C.V. lipase) were immobilized in a organo - gel
system, formed by gelatin solubilized in a microemulsion water - in -
oil (W/0O) of Aerosol O-T/ n - hexane. This system was used for
enantioselective resolution of the secondary racemic alcohols ()2 -
butanol; (+)Z - hexanol; (+)2 - octanol and (+)1 - phenylethanol - by
esterification of hexanoic and dodecanoic acids at 25°C.

The alcohols, optically active, were obtained in good
yields with enantiomeric excess in the range of 90 - 100%.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1.1 - OBJETIVO E JUSTIFICATIVA

A exploracio das propriedades enzimaticas em sintese
- organica vem aumentando nas Ultimas décadas.(1)

A necessidade da  utilizagio de enzimas em sintese
organica vem das altas propriedades estereoespecificas e estereoseletivas
que -elas -possuem.-Métodos quimicos usuais, geralmente sdo caros, e
assim ndo vem sendo aplicados em larga escala, na producdo de
compostos opticamente ativos.

Substancias quirais podem ser obtidas por muitos
caminhos, por exemplo podem ser isoladas de plantas, animais ou
microorganismos; podem ser sintetizadas de uma substincia quiral
isolada da natureza ou serem obtidas de uma mistura racémica pelo
uso de um reagente quiral para acompanhar a separagio.

~ Assim, neste trabalho discutiremos o processo de
obtengdo de substancias opticamente ativas partindo-se de misturas
racémicas, através da catdlise enzimdtica, tendo como principais
objetivos:

I - Estudar um novo método de imobilizacdo de enzimas

(lipases) para atuar em solvente orginico (ex: n-hexano, heptano,
etc...) que consiste basicamente da adicio de gelatina a uma
microemulsio agua-6leo.(2) -

I - Verificar se as enzimas imobilizadas neste novo
sistema mantém sua conformacio e atividade catalitica, além da sua
esterepespecificidade estrutural.

- III - Comparar o novo método de imobilizacio de enzimas
com ouwtros sistemas ja existentes, por exemplo enzimas em sistema

bifasico, em suspensio, adsorvidas em suportes soOlidos entre

outros.(2)

mas



1.2 - ENZIMAS EM SINTESE ORGANICA ASSIMETRICA

A biocatilise enantioseletiva em meio nio aquoso estd
tornando-se cada vez mais importante na quimica orgdnica sintética
preparativa. Durante as Gltimas décadas, vérios trabalhos foram
publicados mostrandoa preparagio de produtos opticamente ativos via
reacdes envolvendo catilise enzimAtica.

Klibanow3) admite que o imenso potencial do uso de
enzimas como catalisadores jiA estdi bem documentada. Apesar disso,
quimicos organicos tem sido relutantes em usar enzimas em seus
métodos sintéticos pelos seguintes motivos:

- As reacdes enziméticas sio geralmente conduzidas em meio aquoso ,
porque este meio (solvente) é 6timo para manter a conformagio
catalitica da enzima.

- Muitos compostos de interesse para a quimica orginica sdo
insoliveis em dgua, mei0 no qual as enzimas sido encontradas na
natureza e possuem alta solubilidade e atividade.

- Adgua muitas vezes promove reversibilidade de reacGes e decomple
vdrios reagentes (por ex: anidridos, compostos halogenados).

- O equilibrio termodinidmico de muitos processos ¢ desfavordvel em

dgua (ex. reacGes de esterificacio, amidaciio).

- Quando 4dgua é substituida por um solvente apolar, a enzima tende
a se reorganizar, implicando em uma drastica mudanga
conformacional e, conseqiientemente, o seu comportamento catalitico
é esperado ser menor. que o comportamento observado em 4gua.

Estes fatos, talvez tenham impedido a investiga¢do das
propriedades estereoseletivas das enzimas em meio ndo-aquoso no
passado.

A verificacio de que enzimas podem funcionar em meio
ndo aquoso, tem eliminado muitas davidas sobre o uso destas como
catalisadores. ‘Além disso, a catdlise enzimética em solvente organico.
tem revelado alguns inexperados e benéficos fendmenos. Por exemplo:

- A estabilidade de enzimas em meio ndo aquoso pode ser aumentada
comparando com aquela em 4gua.(3)

- A especificidade do substrato frente as enzimas pode ser controlada'
pelo solvente.(4)

- - Todas as propriedades enzimdticas de interesse particular para
quimicos organicos, como por exemplo enantioseletividade, podem
serem controladas pelo solvente.(5),(6):(7),(8)



Em comparagio com outros catalisadores, as enzimas s40
excepcionais em trés principais aspectos(9):

- 1) As enzimas s3o extremamentes versiteis e catalisam uma extensa
faixa de reacdes. H4 um processo enzimético equivalente para a
maior parte das reagdes orginicas. As reagbes catalisadas por enzimas
ocorrem sob condi¢bes suaves, normalmente 3 temperatura ambiente e
“em pH préximo a neutralidade. Isto minimiza os problemas de
isomerizagdo, = racemizagdo, epimerizagdo e  rearranjos, que
freqlientemente permeiam a metodologla tradicional.

2) As enzimas podem ser catalisadores altamente eficientes. As
velocidades das reacdes promovidas pelas enzimas podem ser até 1012
vezes mais rdpidas do que as reagdes correspondentes nio
catalisadas.

3) As enzimas s3o geralmente muito seletivas, em termos dos tipos
de reacdes catalisadas, com respeito A estrutura e estereoquimica do
substrato e do produto.

Estas propriedades constituem a especxﬁcxdade de uma
enzima, e s30 os seus aspectos mais 1mportantes para a exploracao e
uso.na sintese assmétnca '

1.2.1- ESPECIFICIDADE DAS ENZIMAS

A oportumdade de uso sintético fornecido pelas enzimas,
vem -da- especificidade com que as catdlises sdo realizadas. O grau
com que as enzimas descriminam entre as caracteristicas estruturais e
estereoquimicas de seus substratos determina sua utilidade
sintética.(9)

As enzimas mais Uteis para aplicacbes em sintese
organica sdo 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
caracteristicas, e geralmente as de mamiferos fixam melhor tais
critérios. As enzimas microbiais geralmente, tem maior tolerdncia



estrutural especifica. Contudo, isto é compensado por uma mais larga
selecio de microorginismos disponiveis.(?)

1.2.2-ESPECIFICIDADE ENANTIOMERICA

A habilidade das enzimas para descriminar enantiomeros
de substratos racémicos estd bem documentada.(9) Quando uma
enzima € enantiomericamente especifica, a transformagio de um
racemato para em 50% de conversdo. Neste ponto, todo o
enantiomero reativo reagiu. :

- A primeira utilizacdo de enzimas para resolugdo
enantiomérica, foi na resolugio de N-acil aminodcidos catalisada pela
acilase, do rim do porco. Acilases sio estereoespecificas para os
enantiomeros L, sendo que o N-acil -D-aminodcido pode ser reciclavel
via racemizagio induzida quimicamente(10) (esquema ). A resoluglo,
usando acilase, do composto (:l:) -1 para o L-3 é industrialmente
importante. . .

R | COOH COOH
RCHCOOH Acilase B |
NHCOCH, . —» H— (I:—NH_COCH3 + HZ_N—(I}-H
' | R o R
(#)»1 b o L
[_MM:

. H+/ s

~ R=CH,;, CH(CHy),;, GsHsCH,, CHyS(CH,),

Esquemal
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Enzimas versateis, tal como a a- quimdtn‘psma, podem operar
com especificidade enantiomérica em uma larga faixa estrutural de

| - ésteres racémicos. O esquema - IT ilustra alguns ésteres quirais que

podem ser resolvidos via hidrélise catalisada por @ -quimotripsina.(%)

H,0 o .
RCOOCH, — »RCOOCH, ~+  RCOOH

(i ) “D“ . N ‘u Ln

OO

Esquema II

1.2.3 - CATALISE ‘ENZIMATICA(11) -

A maioria dos substratos formam no minimo 3 ligagdes
com as enzimas. Esta "ligacdo por trés pontos" pode  conferir
assimetria a uma molécula. A figural mostra um modelo o qual uma
molécula de substrato, representada como um &atomo de carbono -
ligado a 4 grupos diferentes, liga - se a um centro enzimitico plano
(embora os. sitios cataliticos raramente sdo planos). Se o - centro
enzimatico s6 pode ser abordado por um lado, e somente .0s atomos



e sitios complementares podem interagir entao a molécula s6 podé
ligar-se de um modo.

Sitio da enzima ~ Substrato

Figura 1 - Representaqao da ligacao de um substrato por 3 pontos a um centro ativo
enzimatico plano. '

A maioria das reagles .catalisadas por enzimas envolvem a
quebra ou formacéo de ligacdes covalentes. Considerando por exempl@
a equacido abaixo (equaqéo 1); ' ~

DG + A———> A-G + D  (eq.1)

na qual um grupamento, G, é transferido de um doador D - G, para
um receptor, A. A reacdo global envolve a quebra da ligagdo D -G e
a formacio de uma nova ligagio A - G, podendo ser melhor
- representada pela figura 2.



D-GX Enz X A-G
D Enz-G ~ A

Figura 2 - Representacio geral de uma catilise enzimatica atuando na
quebra e formacio de ligacdes covalentes.

Portanto, a enzima é um reagente que se combina com o
substrato, formando um complexo enzima-substrato, EnzS, e queé
posteriormente se decompde para formar um produto P, e a enzima
livre (equagdo 2).

Emw + S_—— EmS —Em + P (g2

- Apenas uma regiio restrita na enzima estd envolvida com
o processo de catdlise. O modelo de sitio catalitico, proposto por
Emil Fischer (citado na ref. 11), visualiza a interacio entre o substrato
ea enzima por analogia com um conjunto de "chave - fechadura"
(figura 3), que ainda é Gtil para a compreensio de certas propriedades
-enzimaticas. '



Figura 3 - Representacéo da formacao de um complexo ES segundo a hlpovese do
modelo de Fischer.

Um modelo mais .reﬁnado, e certamente mais Util para
explicar as propriedades das enzimas, é o0 modelo do "“encaixe
induzidd' de Koshland ( figura 4 ).(11) :

~ Figura 4 - Representa(;ao de um encaixe mduzxdo por uma alterat;ao estrutural
da proteina (segundo Kosh]and)

Este modelo recebeu considerédvel apbi_o experimental, e’
tem como caracteristica essencial a flexibilidade da regidio do centro



ativo. No modelo de Fischer, presume-se que o0 centro ativo é pré
formado para encaixar o substrato. No modelo do encaixe induzido, o
substrato induz a uma mudan¢ga  conformacional na enzima. Isto
posiciona residuos de aminodcidos, ou outros grupos, na enzima, na
- orientagdo -espacial correta para a-ligacdo.do substrato,para a -catilise,
ou ambas, ‘A seqiéncia exata dos eventos na mudanca de
conformagdo, induzida pelo substrato, ainda ndo foi totalmente
estabelecida e existem varias possibilidades (figura 5).(11)

Proteina

A e \—:—/(-}‘\[
i . ~' \__f\'/

B

\

DS
T

"“*Substr_ato

Figura S - Representacio das vias alternadas de reacbes para obter uma alteracéio -
de conformaciio induzida pelo substrato. A enzima sofre, primeiramente,
uma alteracdo da conformacdo (A); em seguida, liga - se a0 substrato
(B). Como alternativa pode haver primeiro a ligacdo do substrato (C),
com modificacio subseqiiente da conformacéo (D). Finalmente, ambos os

. processos podem ocorrer de modo combinado (E), com isomerizacdo na
forma final (F).
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1.2.4 - LIPASES

Lipases (triglicerol acilhidrolases E.C. 3.1.1.3), s20 enzimas
hidroliticas que hidrolisam triacilglicerideos em acidos graxos livres e
.glicerol. Elas tem atraido a atencdo de quimicos organicos sintéticos
principalmente por suas propriedades enantioseletivas. As lipases sdo
muito utilizadas em sintese orginica, devido a sua versatilidade
catalitica, disponibilidade comercial, baixo custo e ndo requererem a
utilizagio de cofatores.(12) Elas sdo estiveis em solventes organicos
apolares e tem a grande habilidade de assumir diversas conformacées
para acomodar substratos de varios tamanhos . Portanto, compostos
que sdo instaveis em dagua ( anidridos, compostos halogenados, etc...),
podem ser usados como substratos em meio ndo aquoso. Reacbes de

esterificagdo catalisadas por lipases em solventes orginicos sio muitas -

- vezes mais enantioseletivas que as correspondentes reag¢bées hidroliticas
em agua.(13) Apesar de lipases serem muito utilizadas em sintese
~orgénica, hd poucas informagdes estruturais de raio-x dlspomvels para
as estereases e lipases.(14)(15)

Em 1991, em estudos sobre a estrutura das lipases,
Brzozozwski e col. (16) 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 ativagio interfacial da lipase da Mucor miehei. Foi
determinado sua estruturaa qual é composta de 269 residuos de
aminoacidos com peso molecular de 29.472, e caracterizado como
centro ativo uma estrutura composta dos aminodcidos ~Asp 203 - His
257 - Ser 144 (figura 6), sendo que este estd protegido por um
‘segmento espiral curto da molécula, como se fosse uma tampa.
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Figura 6 - Estrutura do sitio ativo da lipase da mucor miehei na presenca do
N - hexilclorofosfonato de etila. (a) sitio ativo completo e inibidor;
(b) seccao - transversal mostrando apenas a interacao do inibidor com

Ser 82, Ser 144 e His 257.

, O mapa de densidade -eletrnica da lipase da mucor
miehei, revela uma mudanca conformacional que esti associada a um
simples movimento da sua parte helicoidal, desprotegendo e expondo
o sitio catalitico com o inibidor (figura 7).(16)



Figura 7 - Representacio da mudanca conformacional na lipase da mucor miehei
' (a) enzima nativa; (b) ocomplexo enzima inibidor; (c) estrutura atomica
completa da molécula nativa e do complexo (d).

A exposicao dos residuos cataliticos &€ acompanhada por
‘um grande aumento na hidrofobicidade da superficie vizinha. A
ativagdo  interfacial, € assim explicada pela estabilizagio desta
superficie ndo polar pelo envolvimento lipidico, que produz uma
- enzima cataliticamente competente, e habil para atacar as moléculas
~de triglicerideos dentro da fase lipidica (figura 8).(16)
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R (4lcool)

0O — Na/His 257

Ser 82 NH\ V |
- O -l C fm~ Oy Serl4d §
‘Ser82 OH” | A B

R (4cido)

Figura 8 - Representacao esquemaitica do complexo tetraédrico enzima-substrato da
. lipase da mucor miehei

- Para a lipase Pancredtica, residuos de serina e histidina e
um grupo carboxilato foram instituidos como essenciais para a sua
atividade catalitica. J4 a lipase da Humicola lanuginosa requer histidina,
tirosina e um grupo carboxilato para a sua atividade, enquanto que a
lipase Geotrichum -candidum nio apresenta nenhum -envolvimento de
residuo de serina reativo.(17) A

As lipases apresentam uma caracteristica catalitica comum;
0 envolvimento de uma interface lipidio-dgua em seu processo
catalitico. A atividade das lipases é grandemente aumentada na
interface lipidio - 4gua, e este fendmeno ¢é conhecido como ativagio
- interfacial. Esta caracteristica unica de catalise interfacial faz com que
as lipases ‘'mostrem um envolvimento hidrofobico e as distingue de
- outras enzimas hidroliticas.(18)
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1.2.4.1 - CATALISE ESTEREOQUIMICAMENTE ESPECIFICA DE LIPASES

. Em solventes orgénicos, as lipases catalisam a transferéncia
de grupos acil doadores parauma ampla faixa de outros aceptores
diferentes de agua. Dependendo do tipo do acil doador e aceptor, as
reacoes catalisadas por lipases incluem esterificacoes,
transesterificagdes, amidacfo, sintese de peptideos e formacdo de
lactonas macrociclicas. Destes, a sintese e/ou  transesterificacdo
enantioseletiva de ésteres é de interesse porque fornece aos quimicos
organicos sintéticos, um método facil para a preparagdo de élcoois e
acidos opticamente ativos. Mecanisticamente, a sintese e/ou troca do
éster enzimaticamente, tem algumas caracteristicas em comum com as
reagdes hidroliticas correspondentes, mas os principios que governam
a especificidade estereoquimica sdo diferentes e assim justifica a sua
utilizagdo.(19) ' ‘

1.3 - RESOLUCAO ENZIMATICA

1.3.1 - RESOLUCAO ENZIMATICA DE FARMACOS E PRODUTOS
NATURAIS

A habilidade de enzimas para atuar como catalisadores
quirais ja tem sido considerada por muitos anos, particularmente pela
industria farmacéutica.  Atualmente, este procedimento bioquimico
estd tornando - se bem aceito como um procedimento de rotina em
sintese organica. Visto que a atividade biolégica numa droga racémica
muitas vezes reside em um Unico enantiomero; sintetizar tais drogas
em sua forma enantiomericamente pura, estd se tornando um dos
caminhos importantes na quimica da biotransformacéo.

Em 1987, Belan e col.(20), na investigacio de feromonas,
publicaram um artigo no qual preocupavam-se em otimizar condicdes
para a resolu¢gdo preparativa dos enantiomeros do (t)-sulcatol
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(6 - metilhepten-5-0l-2) utilizando PPL ( Lipase do Pancreas do Porco)
em suspensio em solvente organico. No mesmo ano, Stokes e
Oehlschlager(21), estudaram a resolu¢io optica do (+)-sulcatol por
transesterificacio enzimatica utilizando lipase de Candida cilindracea,
em solvente organico (éter anidro). - |

Ottolina, Carrera e Rivas(22), em 1990, investigaram a
esterificacio regioseletiva do  cloramfenicol (treo - (1R,2R)-1-(4-
nitrofenil)-2- ( dldoroacetoarmdo) -1 ,3-propanodlol), que é um antibiético
natural com 3 A bial, usando diferentes lipases
( Pancreatica, Pseudomonas ﬂuorescente Humicola langinosa,
Pseudomonas cyclopium e Cromobacterium viscosum) em solvente
organico (acetona anidra).

Michael D. Ennis e Nabil B. Ghazal(23), utlhzaram a
metodologia de resolucdo enzimatica num sistema bifasico (agua e
diclorometano) e com a lipase Amano P-30 (Pseudomonas fluorescente)
para a resolugdo do (1) - flesinoxan , um antihipertensivo(Esquema -III).

0
0
N
’_\*‘/_I)h
H R

HO-

) (+)

Esquema Il
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: Também tem sido obtido via resolucdo enzimética através
de transesterificagio ou acilagdio, as 3-hidroxi-4-penteniluretanas(24)
usadas na sintese de alcaldides hidroxilados. ,

O 14-benzodioxano(25) que ocupa um lugar tradicional
entre os i ul (esquema -1V), foi resolvido usando a
PPL e alipase de Pseudomonas fluorescente.

€ )Z-lndroxx 1.4-
benzodioxano

ca ﬁ/ (ﬁ[ !
T (CHyCOR0 j

*) -

K,CO; / MeOH - H,0

R=H ou CH;
Esquema IV

. O trabalho realizado por Daniele Bianchi e col.(26)(27) na
resolucio enzimatica de 1,2-didis, demonstrou que drogas como a
droproplzma ((RS) - 3 - (4 - fenil - 1 - piperazinil) -1,2 - propanodiol),
que éum WQ, foi usado por longo tempo na terapia
humana em forma de mistura racémica. Os dois isomeros separados
possuem caracteristicas farmaco-terapéuticas distintas Qque sdo
particularmente vantajosas em comparagdo com a mistura racémica. O
- isbmero levorotatorio possui a mesma atividade antitussigena que a
mistura racémica, mas ¢ muito mais seletivo e tem grau de atividade
mais ba.lxo no sistema nervoso central (SNC).
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O atenolol(28), uma das cinco drogas mais vendidas no
mundo, é comercializada como atenolol racémico para o tratamento
de hipertensio e angina, e tem mostrado esperancas no tratamento do
pés-infarto do miocardio. Porém, o isdmero S tem sido recentemente
usado para evitar o efeito colateral de uma parada cardiaca, que as
vezes ocorre com o uso do racemato. :

A aplicagio da resolucio  enzimdtica na industria
farmacéutica é extensa. Compostos naturais como flavondides(29) sio
amplamente distribuidos em plantas, e muitos possuem atividades
bioldgicas potencialmente exploradas na biomedicina. As lipases tem
sido utilizadas para realizarem hidrélises parciais destes flavonéides
com alto grau de regioseletividade.(29) .

Existem numerosas possibilidades para explorar
biocatalisadores em produtos quimicos naturais. A biocatdlise pode
realizar transformagées de compostos modelos formando produtos que
530 raros, ou somente disponiveis em rendimentos muito baixos por
caminhos quimicos tradicionais.(30)

1.3.2 - RES(_)LUCI\O ENZIMATICA DE ALCOOIS SECUNDARIOS
RACEMICOS

Na altima década vem crescendo os trabalhos na drea de
resolucdo enzimdtica (31),(32),(33),(34),(35),(36),(37) ndo s6 de dlcoois, mas
de aminas(38), amidas(39),(40)(41),(42) e 4cidos carboxilicos(43),(44),(45),
devido a regioseletividade e especificidade enantiomérica das enzimas.
A industria de fdarmacos é uma das areas de maior interesse na
resolugdo de drogas por enzimas. Embora muitas das enzimas usadas
para transformacdo assimétrica em solventes organicos tenham sido
- hidrolases, outras classes de enzimas também podem ser utilizadas. Em
particular, oxidases estfo disponiveis para tais exploragbes, isto é, para
oxidacdo seletiva de hidrocarbonetos.

A resolucdo de alcoois racémicos pode ser feita pelo uso
das propriedades enantioseletivas de enzimas hidroliticas. Alcoois
opticamente ativos sdo obtidos ou em solugdes aquosas por hidrélises
estereoseletivas dos  correspondentes ésteres racémicos, por
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esterificagdo em solvente orginico(46) ou transesterificacio dos
correspondentes 4lcoois racémicos.(47):(48) A escolha do método
depende de muitos fatores tais como rendimento, pureza, velocidade
da reacdo, separagio dos produtos e estabilidade das enzimas.

Com a excecdo de certos alcoois estericamente impedidos,
as lipases catalisam a acilagio assimétrica de uma ampla faixa de
substratos  ciclicos e aciclicos com moderada a alta
enantioseletividade. Para realizar uma boa acilacio enantioseletiva, sdo
importantes a selecio de um biocatalisador disponivel e a otimizagao
de condigbes reacionais.

A resolugio de dlcoois racémicos pode ser realizada
explorando a habilidade de lipases imobilizadas para promover a
esterificacdo ou transesterificacdo.

Ha trés caminhos alternativos para preparar alcoois e
acidos opticamente ativos usando hidrolases: |

a)_Hidrdlise &simé_tﬁca:

RICOOR2 + H20 —> RICOOH + R0H  (eq3)

Uma hidrolase estereoespecifica catalisa a hidrdlise de
somente um enantiomero do éster. O carbono quiral pode estar no
grupo acila ou na porgio alcéolica do RJCOOR2, A separagio
posterior da mistura éster, alcool e o acido, é geralmente uma tarefa
mais facil.(49)
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R1COOH + R20H ——————-> RICOOR? + H20 (eq. 4)

Esta é o inverso da equacdo 3, e geralmente requer um
esforco especial para realizar - se porque a aproximacao mais util e
geral parece ser o deslocamento de 4gua do meio reacional,
pelo uso de uma mistura bifasica de agua e solvente orgﬁnico.(49)»(50)

c) Transesterificacdo Assimétrica:
RICOORz +  R3OH ————> RICOOR3 +  RzOH  (eq.5)

O centro quiral pode estar no éster ou no alcool. A
hidrolase estereoespecifica idealmente reage com somente um isdmero
de R1COOR2 ou R30OH. O composto ndo quiral deve estar presente
em um excesso molar sobre 0 composto racémico para garantlr a
completa conversio do enantiomero reativo.(4%)

~ Em 1984, Klibanov e Cambou(51) desenvolveram uma
metodologia para resolucdo de dlcoois racémicos através de reagbes
de transesterificacbes catalisada por lipase de Cindida cilindracea e
Carboxil esterease do figado do porco, em sistema bifasico. Eles
“utilizaram como suporte poroso sefarose e cromosorbe, aos quais
eram adicionados uma soluciio de enzima, diminuindo assim a emulsao
causada no meio.

Em 1985, Klibanov(52) aplicou a metodologia de resolucﬁo
enmmanca para uma série de dlcoois e acidos carboxilicos racémicos
utilizando PPL (Lipase do Pancreas do Porco) e lipase de Candida
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cilindracea em solvente organico anidro. Afirmando que a principal
desvantagem do uso do suporte poroso estd na dificuladade de
reproduzir o sistema com a mesma quantidade de enzima adsorvida,
haja visto que a confecgdio do sistema depende da quantidade e
qualidade do suporte poroso, solucio tampio para controle do pH do
meio, pureza da enzima utilizada e exatiddo dos intrumentos para
preparacdo das solucbes. Os autores admitem que a menor variagdo
no conteudo de agua do sistema pode causar um dréstico efeito na
velocidade e estereoespecificidade da transesterificacdo enzimatica.

langrande col.(33), em 1985, estudaram reagbes de
-esterificagdo em meio orglnico (n-hexano, heptano), usando a
potencialidade estereoseletiva das lipases para a resolucdo de dlcoois
secundarios racémicos. Novamente foi utilizada a lipase de Cindida
cilindracea, onde os autores descrevem a enantioseletividade desta
enzima para a resolugio de ciclohexanois « - substituidos. A lipase
de Candida cilindracea mostrou ser seletiva para os dalcoois com
configuracdo absoluta R, e os autores afirmam que os compostos Q-.
trans sdo esterificados mais rapidamente que os a-cis. Esta resolugio é
baseada na competicio cinética entre os dois enantiomeros.

Com a crescente preocupagdo de desenvolver uma
metodologia para reagies enzimaticas, onde a enzima ndo sofra
modifica¢des quimicas durante o processo, Bianchi, Cesti e
Battistel(34), em 1988, desenvolveram um novo método para a
resolucio de 4alcoois secunddrios racémicos, usando lipase de
Pseudomonas - fluorescente -adsorvida —em celite -577 e como agente
acilante utilizaram anidridos acidos (esquema -V). Visto que esta
reagio ndo forma 4gua, ela é completamente deslocada para o
produto, porque a reacio reversa é termodinamicamente desfavoravel,
Portanto, a velocidade das reacGes sdo mais altas que aquelas obtidas
nos processos de esterificacio ou tra.nsestenﬁcac;ao equivalente por
- métodos quimicos tradicionais.

’ Uma baixa seletividade tem sido observada na acilacio de
dlcoois secundirios de cadeia longa com anidridos, usando lipase de
Pseudomonas fluorescente adsorvida em celite.(54)
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Esquema V

Em 1989, Inada e col.(55) usaram a lipase de Pseudomonas
fragi que foi modificada com polietilenoglicol (PEG - lipase), na
resolugio de dlcoois secunddrios racémicos. A lipase modificada é
soluvel e ativa em solventes organicos tais como benzeno e 1,1,1-
tricloroetano. Os autores afirmam que enzimas modificadas cuja
superficie foi covalentemente atacada por uma macromolécula de
polietilenoglicol' sintética, dissolvem-se a um estado de transparéncia
em varios solventes organicos. Estas enzimas modificadas . podem ser
usadas como catalisadores em reagdes quimicas em solventes
organicos. (55)

~ Morgan, Oehlschlanger e Stokes(36), em 1991, estudaram a
resolucio de  dlcoois secunddrios racémicos com  cadeias
hidrocarbonicas normais e ramificadas, utilizando a lipase do Pancreas
do porco (PPL). No presente estudo, foi investigado o efeito do
comprimento e ramificacio da cadeia hidrocarbdnica na reagio de
"transesterificacdo utilizando laurato e butirato de trifluoroetila, PPL e
éter anidro como solvente. Foi também utilizada a PPL na sintese
quimioenzimatica do acido (R)-(-) e (S)-(+)- 9-hidroxi-(E)-decendico, o
~ principal componente do complexo feromona da glandula mandibular
da abelha rainha.(56)
' E importante considerar a extensa faixa de biocatalisadores
que podem ser usados para resolu¢do biocatalitica em meio orgdnico.

Portanto, as enzimas oferecem wuma diversificacdo de
- catalisadores biolégicos que podem atuar na sintese de compostos
organicos, em condicbes suaves e com alta eficiéncia.
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1.4 - IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

A crescente busca de uma metodologia cada vez mais
aperfeioada para utilizagdo de enzimas em sintese orginica, levou
muitos pesquisadores a buscar um sistema que melhor se adaptasse as
condigbes sintéticas desejadas. Reese e Mandeels, em 1958,
publicaram o primeiro trabalho utilizando enzimas em solvente
organico.(57) Com "o passar dos anos, surgiram novas técnicas para a -
utilizacdo de enzimas em solventes organicos.

A imobilizacdo_ de enzimas. é uma das mais importantes
técnicas na aplicagdo de catdlise enzimdtica para reagbes sintéticas
em solventes organicos. Por razbes pritica e econdmica, é muitas
vezes vantajoso usar de enzimas imobilizadas em suportes sélidos.(58)
A imobilizagdo tem a vantagem de aumentar a quantidade de enzima
efetiva por extensio de material sélido, usando uma larga area
superficial. Visto que, com poucas excessdes, enzimas sdo insolaveis
em solventes organicos, elas podem ser fixadas nos suportes por
simples método de adsor¢do sem ligagOes covalentes que muitas vezes
diminuem aatividade da enzima por reagbes indesejadas com o0s seus
sitios cataliticos. Tais catalisadores sido particularmente faceis para
manusear e podem ser recuperados do meio reacional. Portanto,
muitas enzimas imobilizadas podem ser usadas repetidamente sem
consideravel perda da atividade.(59)

Considerando a compatibilidade com a enzima, geis
hidrofilicos tem sido mais freqiientemente empregados como suportes
enzimaticos. As vezes a enantioseletividade é aumentada.(59) Alguns
sistemas que ja foram usados sido a@- quimiotripsina em Eupergit C (60),
suporte de celite(54):(56),(58) | quitosana e quitina(58), agarose, cromosorb
e sefarose(51),(52)(60) entre outros. Alguns destes sistemas podem ser
utilizados em reatores de fluxo continuo onde sdo capazes de
sintetizar ésteres, efetuar hidrdlises ou transesterificacdo. Mais
comumente empregado é a modificagio de enzimas com
polietilenoglicol resultando em um p6é solivel em benzeno ou
hidrocarbonetos  clorados.(55)(61) OQutras  técnicas  Uteis  sdo
microencapsulacdo ou enclausuragio de enzimas em membranas de
dialises, que é recomenddvel como um procedimento operacionalmente
simples e efetivo.(62) Outras técnicas que superam os problemas
relacionados com a baixa solubilidade dos substratos, é o uso de
surfactantes e micelas reversas.(63),(64),(65),(66)
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1.4.1 - IMOBILIZACAO DE ENZIMAS EM ORGANO - GEL

Em 1989, Atkinson e col.(67) observaram que &4gua e Oleo
podem formar dispersdes opticamente transparente de microgotas de
dgua_em um meio continuo de Oleo e surfactante, sendo que este
sistema é termodinamicamente estavel, e conhecido como
“mi 0" - _ . ,

Portanto, uma microemulsdo é uma dispersdo isotrépica e
opticamente transparente de 6leo em agua (O/W) ou &4gua em Oleo
(W/0), onde o 6leo é um solvente organico (n-hexano, heptano). O
nome microemulsio deriva do fato que gotas de 6leo no sistema
(O/W), ou gotas de &gua no sistema (W/0O) possuem um didmetro
que variam de 50 & 500 A.(68) Visto que as microemulsdes sio sistemas
organizados, elas sio faceis de serem preparadas (figura 9).(69)

, mte Ggua
W% (S
sl SRS
W};O dispe . 0\ ‘g% sp \g;gog

| J’fm‘ﬁ | NN

Figura 9 - Estruturas organizadas de microemulséo: (a) gota de microemulsao -
agua/Oleo (W/0); (b) gota de microemulsdo dleo/agua (O/W); (c) uma
possivel estrutura bicontinua (1=0leo, 2=agua).
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A estabilidade da microemulsio depende da razio da
concentragdio de d4gua pelo surfactante adicionado ao meio,
representado por Wo, onde:

Wo = [H20] / [surfactante]

A gota de microemulsio pode = ser efetivamente
considerada como um microreator.(69)
B. H. Robinson(69), em 1990, em um breve
estudo sobre as propriedades das microemulsdes, concluiu que a
estabilidade da microemulsdo depende da concentragio de dleo, agua
e surfactante presente no meio (figura 10).

~. TNAM..  cristal lfquido
surfactante MU qamelar)

gota de microemulsao

% micela reversa

4gua éleo

Figura 10- Diagrama de fase de uma solucio de agua / 6leo / surfactante
(a regiado sombreada denota a microemulsio).
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Haering e Luise(70) em 1986, e Quellet e Eike(71) em
1987, investigaram a solubilizacio de gelatina em micelas reversas e em
microemulsio dgua/6leo no que se referem aos aspectos fisico -
quimicos dos sistemas.

Os autores descreveram o efeito da solubilizagio de
gelatina em uma microemulsio dgua / 6leo (W/0) na formagdo do
gel. Isto é obtido pelo resfriamento de uma solucio previamente
aquecida a 55°C de Aerosol O-T ( Di - 2-etilhexil sulfosuccinato de
s6dio) em solvente organico ( n-hexano, heptano), e uma solucdo
aquosa de gelatina. O sistema final é um gel homogéneo cuja
consisténcia e propriedades fisicas dependem da relativa concentracéo
de gelatina e &agua. A estrutura proposta para a "microemulsido
baseado em _organo - gel (MBG)" esta representada na figura 11, e

consiste de gotas de microemulsio aquosas em equilibrio com uma
estrutura de gelatina e dgua, rodeada pelo surfactante Aerosol O-T.(72)

, Em 1991, foi publicado por Rees e Nascimento(73) a
utilizacdo de lipases imobilizadas em sistemas de organo-gel, para a
sintese de ésteres alifaticos.

gotas de microemnlsio W/0 [

Figura 11 - Modelo proposto para a estrutura do organo - gel: (a) representacio
esquematica de uma molécula de enzima hidrofilica incorporada no “centro
aquoso” de uma microemulsédo agua/ 6leo (W/0); (b) modelo proposto para
a gelatina contendo microemulsao-baseada em gel '
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O uso dosistema de organo - gel (MBG), consiste de uma
nova alternativa para a imobilizacdo de enzimas, bem como sua
utilizacdo na catdlise enzimitica em meio orgdnico.(74) Neste novo
sistema a enzima estd localizada no centro micelar (centro aquoso) da
microemulsio agua - éleo (W/0), e com isto elimina o tradicional
problema de estabilizar a enzima contra inativagio por um solvente
n3o - aquoso. Assim, em contraste com outros processos comumente
usados, 0 sistema de microemulsio gelificada (MBG) apresenta’ um
baixo conteddo de agua. O sistema tem a vantagem de ser reprodutivel,
termodinamicamente estdvel, transparente e permite a utilizagdo de
baixa concentracio de enzima e sua reutilizacf0.(2)(72),(73),(74)

1.5 - ROTAGAO OPTICA(75)

A luz ordinaria pode ser considerada como um fen6meno
com vibragbes ocorrendo em varios planos perpendiculares para a sua
propagacdo. A luz plana-polarizada, que é a luz ordindria que passa
através de um polarizador;, é a luz com vibragdes restritas para um
simples plano (figura 12).

Y

Iuz plana-polarizada

| Figura 12 - Representacio esquematica da luz ordinaria e plana - polarizada.

um
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Quando a luz plana polarizada passa através de uma
substancia_opticamente ativa, as-moléculas desta .substincia. sdo capazes
de fazer girar seu plano de polarizacdo. O &angulo rotacional obtido
depende do nimero de moléculas no caminho da luz, e portanto, da
concentracio da amostra. O dngulo de rotagdo é medido com um
instrumento chamado polarimetro (figura 13).

polarizador |

' / {uzplana-polarizada
foz - ordinfria /r"‘31‘“‘““’““’5“m
' fuz rotacionada
a /
/\ /

/|

analisador para o ponto de extingio ~————

Figura 13 - Representacio eéquemﬁtica de um polarimetro
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A rotacdo Optica da amostra é determinada medindo-se o
angulo para o qual ocorre a extincdo (dngulo de minima iluminacio).
Visto que o valor da rotacdo Optica - depende de fatores que ndo sdo
propriedades inerentes da amostra (tal como comprimento do tubo do
polarimetro e concentragio da amostra), esta rotacio observada é
convertida para rotagéio especifica pela equacéo 5.

Lo (eq. 5)

[a} =rotagio especifica
a =rotagdio observada
1 =comprimento da cela polarimétrica, em decimetros
¢ =concentracgdo da solugio, em gramas de soluto por mililitro
de solugdo (para um lfquido puro, substituir a densidade do
lfquido em g/ml) .

1.5.1- ROTACRO ESPECfFlCA

A rotagdo especifica de uma substincia pura em uma
dada série de condigbes, é uma propriedade invaridvel da substincia
e pode ser usada para caracterizi-la. A rotagdo especifica . pode.
também ser usada para medir a pureza dptica de um enantiomero ou
a composi¢do de uma mistura de substincias opticamente ativas.
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A pureza Optica de um enantiomero pode ser definida
como a razio de sua medida de rotacdo especifica pela rotagdo
especifica do enantiomero puro, multiplicadq por 100 (equagdo 6).

PO =

[alobsexvado) . 100

| [a](substanda pura)

(eq. 6)
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CAPITULO 2 - PARTE EXPERIMENTAL

2.1 - MATERIAIS E METODOS

2.1.1 - ENZIMAS UTILIZADAS

As enzimas utilizadas neste trabalho foram:

- Lipase de Pseudomonas sp, fornecida pela Genzyme Biochemicals Ltd
(Inglaterra). Atividade especifica de 1900 unidades/mg de proteina.

- Lipase do tipo VI -S de Cindida cilindracea, fornecido pela Sigma
Chemical CO. Atividade especifica de 71,000 unidades/mg de proteina.

- Lipase Microbial, fornecida pela Genzyme Biochemical Ltd (Inglatefra).
Atividade especifica de 1600 unidades/mg de proteina.

- Chromobacterium viscosum (C.V.) lipase, fornecido pela Génzyme
Biochemical Ltd (Inglaterra). Atividade especifica de 3970 unidades/

mg de proteina.

2.1.2 - REAGENTES E EQUIPAMENTOS

Os alcoois (+)2- hexanol, (+)2-octanol e (t)2-feniletanol
foram fornecidos pela Aldrich; (+)2- butanol pela Riedel -deHaén. O
dcido dodecanéico (laurico) foi fornecido pela Merck e o 4cido
hexandico pela Aldrich.

Os solventes acetato de etila, n-hexano, metanol, alcool
isopropilico, éter de petrdleo, tolueno e 4cido sulfirico foram
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fornecidos pela Merck, e o éter etilico foi fornecido pela Quimidrol. O
hexano fornecido pela Vetec, foi previamente purificado.(76)

O Aerosol O-T (D-0885 lote 120H0456) e gelatina em pé
(tipo A: Bloom 300) foram fornecidos pela Sigma; silica gel 60 para
cromatografia em coluna (70- 230 mesh) foi fornecida pela Merck;
silica gel para cromatografia em placa foi fornecida pela Vetec;
sulfato de magnésio, bicarbonato de sédio e cloreto de calcio foram
fornecidos pela Vetec.

Os produtos de esterificacio e hidrolise foram
caracterizados por espectroscopia de infravermelho utilizando um
aparelho Perkin Elmer modelo 781, e por 1H RMN, utilizando um
espectrometro Varian EM - 360L 60 MHz, com TMS como referéncia
interna. _

Os rendimentos dos produtos foram determinados
utilizando - se uma balanca semi - analitica Marte A500 e uma balanga
analitica Sartorius. ,

As vidrarias foram da Pyrex, e os demais reagentes
utilizados foram de pureza analitica.

2.2 - PREPARAGAO DA CATALISE ENZIMATICA

2.2.1 - PREPARACAO DO ORGANO - GEL

Foi preparado uma soluc¢do 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 didmetro,
Adicionou -se ao tubo contendo solucio de AOT, 2,2 ml de n-hexano.
Em um segundo tubo de ensaio (mesmo tipo que o anterior) foi
adicionado 1,4g de gelatina e 2,4 ml de 4gua destilada. A solucio de
gelatina foi aquecida a 55°C em um banho termostatizado (Polyscience
série 9500) até completa dissolu¢io da mesma. A solugio de AOT foi
aquecida no termostato a 55°C durante cinco minutos e misturada
com a solugdo de gelatina também a 55°C. A mistura foi entio
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agitada vigorosamente, e deixada em repouso até atingir a temperatura
ambiente e formar um gel rigido. _

O organo-gel (MBG) contendo a enzima imobilizada foi
preparado adicionando a solugdio de Aerosol O-T descrita
anteriormente, 0,25 ml de uma solugio aquosa de enzima (10 mg de
enzima / ml de 4agua), e agitado para formar a microemulsio dagua -
. 6leo. A solucdo de AOT contendo a enzima foi misturada com uma
segunda solucdo de gelatina (1,4g de gelatina em 2,15 ml de 4gua)
também a 55°C. O procedimento segue o anteriormente descrito na
preparacio do organo-gel (tabela I).

Tabela I - Preparagio do Organo - Gel para Reagdo

Qtidade de | Qtidade de | Qtidade de | solvente | [H,O1 (b)
ano - gel [H,0] | [AOT] | w
TBHOTES | getaink) | agua (mi) | AOT 05M | n-bexand vy | ) °
® (ml) (ml) o
enzimd® 1,40 215 | 40 2,2 119 | 02 | 595
comtrole 1. 1 40 240 | 40 22 | 133 | 02 | 665
(sem enzima) ' ' '
(a) as solucbes de enzimas tiveram as intes composicBes: C.V.lipase, lipase de Pseud. sp

e lipase Microbial 10 mg/ ml; solucéio de Candida cilindracea 20 mg /mi
() Wo= [H,O]/ [AOT] .
(c)densidade da gelatina 1g/ml

lizs
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2.2.2 - PREPARACAO DO MEIO REACIONAL VIA CATALISF.
ENZIMATICA EM MBG's

Os géis contendo a enzima foram retirados do congelador
e rapidamente separados dos tubos de ensaio, cortados em secgoes

de aproximadamente 125 mm3, e ' entio removidos para um’
erlenmeyer contendo 30 ml de hexano previamente purificado. ,

As reacoes foram realizadas adicionando em um
erlenmeyer de 125ml, 25ml de hexano, 0,03 moles de acido e 0,03
moles do alcool racémico. O 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 S5 dias. As reagbes foram
acompanhadas por cromatografia em camada delgada usando como
eluente uma mistura de hexano /acetato de etila (15:1).

Decorrido o tempo da reagdo os géis foram separados do
meio reacional, lavados com hexano e reutilizados. A reacdo realizada
estd representada de modo geral na figura 14. Os substratos acidos,
alcoois racémicos, e as enzimas utilizadas nas reacoes estdo listados
na tabela I

Reagbes usando géis de controle, ou seja sem enzima
imobilizada, foram executadas paralelamente as reacbes catalisadas
enzimaticamente, e nido foi observado formagido de produtos.

‘ ' . 1
4cido &lcool lipases éster dlcoo
orgfnico + ractmi —» opticamente +  restante
| racmed %%G ativo opticamente

ativo

Figura 14 - Representagiio geral das reacdes realizadas experimentalmente



34

Tabela 1I - Acidos, 4lcoois racémicos, € enzimas utilizadas nas reaghes

de esterificagdo
4cidos flcoois enzimas (lipases)
dcido hexan6ico (2)2-octanol CV lipage |
scido l4urico (+)2-hexanol lipase Microbial
(+)2-butanol lipase de Pseudomonas sp
- (+)1fenil-1-etanol lipase de C. cilindracea

2.3 - TRATAMENTO DOS PRODUTOS DAS REACOES

A figura 15 representa, de modo geral, o tratamento feito
aos produtos das reacoes. '

Apbs a separacio dos géis do meio reacional, adicionou-se

trietilamina até turbidez da solucdo para eliminar o 4cido que nio
reagiu, e entdo filtrou-se 0 precipitado. A solucdo reacional foi
concentrada em um evaporador rotatério RE 111 com banho de &agua
461 da Biichi. Adicionou-se entdo éter ao meio reacional e fez-. = a
extracdo com solucdo 10% de NaHCO3. Em seguida, a mistura
reacional foi secada sobre sulfato de magnésio anidro ou cloreto de
calcio. Os sais secantes foram filtrados, e entio evaporou - se o
solvente.
_ Foi retirado uma aliquota da mistura reacional, apods
tratamento com bicarbonato de sodio, para determinar o grau de
conversio da reacio por !HRMN. Esta técnica consiste na integracio
dos diferentes prétons metilénicos que aparecem em regides diferentes
para o dlcool de partida e o éster formado. A integracio exata dos
sinais apropriados permite determinar a razio entre o material de
partida e o produto, e assim, determinar o grau de conversio.

Os produtos obtidos foram  entdo  separados  por
cromatografia em coluna usando como eluente uma mistura de
hexano/acetato de etila (15:1) até separar todo o éster, que foi
acompanhado por cromatografia em camada delgada. Apds ter
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separado todo éster, mudou - se 0 eluente para metanol absoluto. A
coluna cromatografica utilizada possuia uma altura de 70 cm e um
diametro de 15 mm, e foi preenchida (50 cm) com silica gel 60 (70 -
230 mesh), com um tempo de eluicdo entre 2,3 - 2,8 segundos por
gota para uma melhor eficiéncia. Varias misturas de eluentes foram
testadas na separacdo dos produtos até chegar -se a uma mistura
ideal, e estas estdo listadas na tabela III.

separa - se o gel
do meio reacional 000 ‘
( Y | 000 ———=|avado e reutitizado
000 ,

meioreacional gel

l FASE ORGANICA l

extracio com solucdo de NaHCO, 10%

cromatografia em coluna

enantiomeroquengioreagiu

Figura 15 - Ilustra¢do esquematica da résbluqéo de alcoois racémicos
via esterificacao usando lipases imobilizadas em MBG.
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Apés o término do processo, os  produtos foram
quantificados e caracterizados por 1H RMN e LV.

Tabela III - Eluentes Testados Experimentalmente para Separagio dos
Produtos por Cromatografia.

Eluentes Observagao

Hexano / éter etilico (6:4) " | nenhuma separacio
Hexano / alcool isopropilico (9:1) - nenhuma separagio
Hexano / alcool isopropilico (30:1) razodvel separacio

Benzenos/éter /etanol/ac. acético (25:20:1:0,1) nenhuma separacio
Diclorometano / metanol/ac. acético (96:4:1) nenhuma separacao

Eter de petrdleo/ acetato de etila (4:1) nenhuma separagio
Dioxano - 1, 4 nenhuma separacio
Hexano | - nenhuma separagio
Hexano / acetato de etila (1:1) nenhuma separacio
Hexano / acetato de etila (4:1) nenhuma separacdo
Hexano / acetato de etila (7:3) ' nenhuma separacido
Hexano / acetato de etila (8:2) nenhuma separacio
Hexano / acetato de etila (9:1) boa separacio
Hexano / acetato de etila (9,5:0,5) boa separagao
Hexano / acetato de etila (10:1) boa separacio
Hexano / acetato_de etila (15:1)(a) : dtima separacao .
Hexano / acetato de etila (20:1) boa separacao
Hexano / acetato de etila (30:1) nenhuma separacio -

(a) mistura de eluente utilizada na obtencédo dos ésteres opﬁcamente ativos.
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2.4 - MEDIDAS DE ROTACAO OPTICA

As medidas de rotaciao Optica para os ésteres foram
realizadas em um polarimetro Polamat A da Carl Zeiss, com lampada
da mercirio. A conversio para lampada de sédio foi feita através de
um tratamento matematico aplicando as equacbes 7,8 e9.

0y = O,y [ 1+ 0.000143 ( t-20)] (eq7)
40,691
a%?g= — . Opa (eq. 8)
34,618
20 _
offy = 1,17543 . Oy, (eq. 9)

Gt = rotagdo ¢ptica em uma temperatura t =t
Q,, = rotagao optica a 20°C
a%iog =rotaglio bptica medida na lampada de mercirio

- OiNa=rotagio 6ptica medida na lampada de sodio
t =temperatura na qual realizou a medida, em*C

As medidas de rotacio Optica dos dlcoois da hidrdlise
alcahna dos respectivos ésteres, foram realizadas utilizando um
polarimetro com LEP A2 da Carl Zeiss com liampada de sodio.

As solugbes foram preparadas utilizando uma balanga
analitica (Mettler H54AR) para pesagem das amostras e como solvente
foi utilizado cloroférmio destilado. O comprimento do tubo da cela
polarimétrica utilizado foi de 0.2 dm. Foram preparados solucbes de
le 5 ml para as respectivas medidas. Ap6s as medidas, foi reahzado
o branco do solvente, o qual foi zero.
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Os valores de excesso$ enantioméricos foram obtidos
comparando as rotacbes Opticas determinadas experimentalmente com
aquelas descritas na literatura (77) para o0s respectivos d4lcoois
opticamente ativos. '

2.5 - HIDROLISE DOS ESTERES

o Os ésteres opticamente ativos foram hidrolisados aos
correspondentes alcoois opticamente ativos por hidrélise alcalina.

Foi dissolvido num erlenmeyer1g de NaOH em 30 ml de
etanol (utilizando um banho de ultrasom para completar a dissolu¢do do
NaOH em etanol), e entdo transferido para um baldo volumétrico de 50
ml e adicionado etanol até completar o volume. Esta solugdo foi
- utilizada para a hidrolise dos ésteres obtidos experimentalmente. Foi
preparado o equipamento para refluxo (ver ref. 76) utilizando um
baldo de fundo redondo de 50 ml e uma manta de aquecimento.
Adicionou - se ao baldoa solucdo de hidréxido de sédio 0,5 M e 0,01
mol de éster obtido experimentalmente, e entdo foi realizado a
hidrélise do éster sobre refluxo suave, durante 4 horas,
acompanhando o desenvolvimento da reagdo por cromatografia em
camada delgada. Interrompido o refluxo, o precipitado (sal do 4cido
carboxilico) foi filtrado e lavado com éter., e entdo, foi feita a
extracdo da solucdo etéra com solucdo de NaHCO3 10%, para garantir
a total eliminagdo do écido carboxilico. Apds a extragdo, adicionou - se
sulfato de magnésio anidro para eliminar o residuo de Agua presente,
eentdo foi filtrado o sulfato de magnésio e evaporado o solvente em
um evaporador rotatorio.

O 4lcoois obtidos foram caracterizados por lIHRMN e LV. e
guardado para medidas de rotacdo Optica. _

Este procedimento foi geral paraa hidrolise de todos os
ésteres.
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CAPITULO 3 - RESULTADOS E DISCUSSOES

A enantioseletividade de lipases de diferentes fontes
(C.V.lipase, lipase de Pseudomonas sp, lipase Microbial e lipase de
Cindida cilindracea), foi analisada = na resolucdo dos dlcoois
racémicos (t)2-octanol, (+)2-hexanol, (+)2- butanol e sec-feniletanol
com os acidos hexandico e dodecandico (equacdo 10).

| H OH H, ,OOCCH,,CH, H, OH
CH,(CH,),COOH + >< __’I‘I_‘Eq-—y /< 2 . TN
CH; X PRS-y v cH3/ \R'
R.S)}4 A R)-5 ' (S)4
8=4.10 ( eg. 10)

R'=  CHs C/Hy; GeHyy: GeHs

Por analogia com outros trabalhos publicados(26),(51),(52),(54)
de resolucdo de alcoois secunddrios racémicos catalisada por lipases,
podemos supor que para as lipases e os substratos racémicos (R,S)-4
utilizados neste trabalho, a preferéncia na catilise é pelo isomero que
‘tem a configuracdo absoluta R. Como produtos da reacdo obtem - se
o éster (R)-5 e o alcool (enantiomero) que ndo reagiu (S)-4.

. Além da formacdo do éster e do alcool opticamente ativo,
h4 ainda o excesso de acido e formagio de dgua no meio reacional.

' Geralmente, a agua é que perturba o equilibrio das
reacbes de esterificagdo, promovendo a reversibilidade e afetando o
rendimento: - No ‘sistema  -de MBG; a pequena -quantidade de dgua - -
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formada pela reacio (0,03 moles), é deslocada do interior do meio
catalitico para o0 solvente organico por difusdo, juntamente com os
produtos da reacdo, e ocorre a formacdo de duas fases imisciveis de
dgua e hexano, sendo que os produtos principais vdo para a fase
organica. Apés o término da reacio a agua é eliminada pelo uso de
um sal secante. A hipdtese de que a agua poderia ficar no interior
‘do gel, na parte hidrofilica, foi descartada pelos seguintes motivos:

I - Se agua permanece no interior do gel, seria observado
com o tempo a sua destruicdo, devido a solubilidade da gelatina em

agua.

Il - A catilise diminuiria devido a modificacdo estrutural
do gel, que provavelmente, destruiria as microemulses W/O (figura
10) formadas, onde a enzima esta retida para a catélise.

HI - Uma vez afetada a estrutura do organo - gel, a sua re-
utilizacdo seria dificultada.

: Os experimentos foram realizados em escala preparativa a
- 25°C como foi previamente descrito. As reagbes foram interrompidas
apés 5 dias e os produtos separados por cromatografia em coluna, e
entdo, determinado os rendimentos considerando que as enzimas
tenham sido estereoseletivas e apenas um dos enantiomeros da

mistura racémica reagiu. Os resultados de rendimentos sio valores

correspondentes aos ésteres ja purificados. Os resultados obtidos estdo
mostrados na tabela IV para reagbes com o 4cido hexandico, e na
‘tabela V para as reagbes com o acido laurico.

vad
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Tabela IV - Dados Analiticos Experimentais para a Esterificacido
Enzimatica do Acido Hexanoéico com Alcoois Secundarios
Racémicos a 25°C.

Ester Enzima(d) % de conv.(8) Rend.(d) % Rf(c)
Hexanoato C.V.lipase 17,5 320

de lipase Microbial 16,0 26,0 0,63
sec-octila lipase Pseud. sp 15,1 20,0

lipase C.cilindracea - S

Hexanoato C.V.lipase 26,3 30,6
de lipase Microbial 194 - 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 170 22,0
lipase de C.cilindracea - -

(a) grau de convercao determinado por 1H RMN.

(b) enzimas imobilizadas em MBG's.

(c) eluente hexano / acetato de etila (15:1). ’

(d) valores de rendimento do éster ja purificado, considerando que apenas um dos
enantiomeros reagiu '
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Tabela V - Dados Analiticos Experimentais para a Esterificacao
 Enzimatica do Acido Laurico com Alcoois Secundarios
Racémicos a 25°C.

Ester - Enzima®) % de conv.(®) 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 40,0 324
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 conversiio determinado por 1H RMN.

(b) enzimas imobilizadas em MBG's.

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

(d) valores de rendimento do éster ja purificado, considerando que apenas um dos

enantiomeros reagiu.

Trabalhos ja pubiicados, mostraram que este novo sistema
de organo - gel é bastante eficiente na imobilizacido de enzimas para
a catdlise enzimdtica na esterificacdo de &lcoois primarios.(70)(73),(74)
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Neste trabalho, pela primeira vez, esti se usando este
sistema para a resolu¢do de alcoois racémicos em escala preparativa e
com diferentes lipases.

Os graus de conversdo foram estimados pela comparagdo
da integracdo do multiplete metinico do éster formado (centrado em
torno de 4,9 ppm para os ésteres alifiticos e 5,9 ppm para o éster
aromatico) com a integracio do multiplete metinico dos alcoois
correspondentes (centrada em 3,5 -3,8 ppm para os alcoois alifaticos,
e 4,5-48 ppm para o alcool aromatico).

Os graus de conversdo foram determinados ap(s extra¢io
dos produtos com 10% de solucdo aquosa de NaHCO3 em meio etéreo
para eliminar o residuo de acido presente. Portanto, os resultados
obtidos para graus de conversio expressos nas tabelas IV e V
demonstram o rendimento do processo antes da purificagio do
produto, pois se apenas um dos enantiomeros reagiu, entio ¢
esperado que a reacdo pare em 50% de conversio do racemato.

A discrepancia observada para o grau de conversio no
caso das reagbes com o (+)2-butanol, com valores acima de 50% de
conversdo pode ser avaliada pelos seguintes aspectos:

_ I- Um valor de grau de conversdo acima de 50% pode
expressar que a enzima ndo estad sendo estereoseletiva para este
substrato. .

Il - O fato de se fazer .extragdo com Solucio aquosa de

NaHCO3 10% antes da medida do grau de conversio, pode levar a

uma medida errénea para substratos alcdolicos de baixo peso
molecular por estes terem, uma certa solubilidade em agua; no caso do
(+)2-butanol 8g/100 ml de agua.

O que determina se o caso I ou o II estd correto seria a
medida do excesso enantiomérico. Porém, ndo foi possivel obter este
resultado devido a dificuldade de se isolar o dlcool (2- butanol)
opticamente ativo a partir da hidrdlise alcalina do respectivo éster.

xde

de
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Pode - seainda observar nas tabelas IV e V que de modo
geral para os 4alcoois secundarios alifaticos, os melhores rendimentos
sd0 com o (t)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, ja que o acido laurico
(C12) mostrou- se mais efetivo neste sistema que o acido hexandico
(C6). No caso do alcool sec - feniletanol, os rendimentos foram
similares para os dois substratos &cidos. Aguiar(?2) em estudos de
rendimentos de formacio de ésteres alifiticos e tioésteres frente ao
sistema de MBG, mostrou que o 4cido ldurico é o melhor substrato
para ser utilizado neste sistema, devido aos seus produtos passarem
mais rapidamente para a fase orginica apés sua formagdo do que os
produtos formados por substratos de cadeias hidrocarbdnicas
menores. .

O rendimento obtido nas reagées no sistema de MBG,
mostrou que estd associado tanto com o tamanho das cadeias
hidrocarbénicas dos substratos acidos e alcoois, bem como, com a
atividade especifica da enzima por miligrama de proteina usada. A
C.V.lipase que foi a enzima mais eficiente no sitema de MBG, possuia
uma maior atividade especifica que as outras (3970 unidades/ mg de
proteina). A baixa atividade especifica da lipase de Cindida cilindracea
imobilizada neste sistema (71 unidades / mg de proteina) provavelmente
foi o principal motivo de ndo ter ocorrido a reacéio de esterificacdo. Os
trabalhos realizados = por " Klibanov(51):(52) -mostraram—que lipase -de
Candida cilindracea com atividade especifica de 2415 unidades / mg
de proteina reage estereoespecificamente e com bons rendimentos em
sistemas bifasicos, sendo que neste sistema a enzima estd em contato
direto com os substratos.

' Os resultados experimentais da resolugdo enzimatica estdo
representados na tabela VI e VII. As enzimas imobilizadas no sistema
de MBG mostraram manter sua atividade catalitica, além da sua
estereoespecificidade estrutural.
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Tabela VI - Valores Experimentais de Rotacio Optica para Esterificacio
do Acido LAurico e Alcoois Secundarios, em MBG. .

Ester(c) - Enzima(®) c) a2ops@)  [0]20/p®)
Laurato C.V. lipase 15,4 -0,130" -4,27
de lipase Microbial 16,1 -0,190 4,85
sec-octila lipasePseud.sp 0,90 - -0,012 -6,64
Laurato C.V. lipase 22,4 -0,247 -5,56
de lipase Microbial 394" 0476  -603
sec-hexila ' lipasePseud.sp 12,7 -0,145 -5,72
Laurato - C.\V.lipase 514 -0,272 -2,64
- de lipase Microbial 46,6 -0,264 -2,83
sec-butila lipasePseud.sp 6,70 - -0,034 -2,54
Laurato - CV.lipase — 9,20 -  +0,825()-—3+44,5-
de lipase Microbial 5,20 +0,410(0 1394
sec-feniletila lipasePseud.sp 14,4 +1,455(0 +50,3

(a) concentra¢do de enzima 10 mg /mi de solucéo.

(b) concentragio de éster em g /100 ml de solucio , solvente CHCI3.
(c) tempo de reagao S dias a 25°C.

(d) calculado de acordo com asequacdes7 e 9.

(e) calculado de acordo com a equacéo S.

(f) medido direto em um polarimetro com lampada de sbdio.
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Tabela VII - Valores Experimentais de Rotacdo Optica para Esterificagio
do Acido Hexandico com Alcoois Secundarios,em MBG.

Ester(c) Enzima@) C(b) a20ops(d)  [a]20/ple)
Hexanoato C.\V. lipase 25,1 -0,238 -4,75
de lipase Microbial 4,90 -0,060  -6,05
sec-octila lipasePseud.sp 12,0 -0,123 -5.10
Hexanoato C.V. lipase 2,60 0043 826
de lipase Microbial 23,4 -0,349 -7,45
sec-hexila lipasePseud.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 ~ lipasePseud.sp 0,87 -0,008 -4,88
Hexanoato ' C.V. lipase 92,90 +0,995(0  +50,2
de | lipase Microbial 8,90 +0,785(  +44,0
sec-feniletila lipasePseud.sp 9,50 +1,000(0  +52,4

(a) concentragao de enzima 10mg /ml de solucio.

(b) concentragio de éster em g /100 mide solugio, solveme CHC13
(c) tempo de reacdo S dias a 25°C.

(d) calculado de acordo com as equacées 7 e 9.

-(e) calculado de acordo com a equacgao S.

~ (f) medido direto em um polarimetro com lampada de sodio.
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Para os dalcoois racémicos alifaticos, as enzimas (lipases)
mostraram preferéncia pela forma estrutural com rotacio Optica
negativa ([a]p - ), porém, no caso do substrato aromdtico a
preferéncia foi pela forma estrutural com rotagdo Optica positiva
( [alp +), provavelmente devido a efeitos estruturais.

Sabe - se que a habilidade das enzimas para descriminar
enantiomeros de substratos racémicos estdi no fato de elas serem
compostas de L - aminoacidos e, conseqiientemente, seus centros
ativos constituem um meio dissimétrico que é apropriado para
distinguir entre os enantiomeros. O isomero reativo, sera entio aquele
que possui uma estrutura que melhor encaixa no sitio ativo da
enzima, pois segundo a hipdtese da ligagdo por trés pontos, 0 centro
ativo s6 pode ser abordado de uma forma, e somente 0s atomos e
sitios complementares podem interagir, e conseqientemente apenas o
isomero que estd na posi¢do correta sera encaixado no sitio ativo e
catalisado. O modelo do encaixe induzido de Koshland admite uma
mudanca de conformacdo na enzima, o que posiciona residuos de
aminodcidos, ou grupos ativos da enzima, na orientacio espacial
correta para a ligacdo do substrato para a catalise.

Brzozowski et al.(16), em estudos da atividade interfacial
da lipase isolada do fungo Rhizomucor miehei, determinaram sua
estrutura e caracterizaram como centro ativo da lipase de Mucor
meiheiuma estrutura composta dos aminoédcidos Asp - His - Ser, sendo
que estes se encontram em uma cavidade hidrofébica formada pelos
segmentos espirais curtos da molécula, mostrando entio que o sitio
ativo da enzima nao esta exposto. O substrato, para interagir, precisa
ter uma configuracdo que seja adequada a catalise, independentemente
de possuir rotacdo optica (+) ou (-). Portanto, os resultados de
rotacdo Optica para os substratos aromaticos e alifdticos devem estar
na preferéncia pelas lipases, usadas neste trabalho, pelo isomero com
configuracdo R.

Bianchi(34), Klibanov(51):(52) e Inada(55) em seus estudos de
resolucdo enzimdtica utilizando lipases, obtiveram valores de rotagdo
Optica positiva (+) para ésteres derivados do dalcool racémico sec -
feniletanol e outros aromaticos, e valores de rotagdo Optica negativa (-)
para ésteres derivados de dlcoois alifaticos. Os esquemas I e IV
(paginas 15 e 16) na introducdo, mostram exemplos de resolucio
enzimitica onde a preferéncia pela catilise foi para o composto
aromatico com rotacdo Optica (+), enquanto o esquema V ( pagina
21) confirma a preferéncia pelo isomero R.



48

Os ésteres obtidos foram submetidos a hidrélise alcalina
para se obter os élcoois opticamente ativos (equacdo 11).

H,, OOC(CH,),CH, H OH
" ‘ NaOH / CHyCH,OH ", P -
A - < (eg. 11)
CH; R , refluxosuave CH; R’
®):-5 (R)-4
n=4; 10

R'= GHs; CiHg: GgHys; GoHs

Os resultados obtidos da hidrdlise alcalina dos ésteres
para seus correspondentes 4lcoois opticamente ativos - estdo
representados na tabela VIII e IX. Os excessos enantioméricos foram na
faixa de 90 - 100%, confirmando a alta enantioseletividade das
enzimas imobilizadas no sistema de MBG.
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Tabela VIII - Valores de Rotacio Optica e Excessos Enantioméricos
para os Alcoois Secundéarios Obtidos da Hidrélise

Alcalina -dos Hexanoatos de Alquila e Arila.

Alcool Enzima Q@) a2/gps [@]2D ee (%)(b)
2-octanol C.V.lipase 5,36 -0,100 -9,32 94,2
1. Microbial 3,44 -0,065 -9,40 94,9
l.Pseud.sp 291 -0,055 942 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
LPseud.sp 3,10 -0,070 -11,30 939
1-fenil-1- ~ C.V.lipase 3,49 +0,290 +41,5 96,8
etanol 1. Microbial 6,02 +0,485 +40,2 93,8
L.Pseud.sp 1,56 +0,125 +40,1 93,5

(a) concentraciao considerada g/ 100mi de solugzo, solvente CHC13_

(b) excessos enantioméricos foram determinados por comparac@ao com os valores de
‘rotacao oOptica dos alcoois opticamente puros descritos na lit.(77), aplicando a

-1-etanol [o]19/D = + 42,9 {puro}.

equaciio 6. 2-octanol [o]17/D =-9,9 {puro}; Z-hexanol [0)20/D =- 12,04 {puro}; 1-fenil
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Tabela IX - Valores de Rota¢éo Optica e Excessos Enantioméricos para.
os Alcoois Secundérios Obtidos da Hidrélise Alcalina
dos Lauratos de Alquila e Arila.

Alcool Enzima Cla) a/ohs [@]22D ee (%)®)
2-octanol C.V.lipase 6,36 0,125 9,80 993
1. Microbial 7,35 -0,135 9,20 93,0
l.Pseud.sp 5,07 -0,095 -9,40 949
2-hexanol C.V.lipase 1,09 -0,025 -11,50 95,5
- 1. Microbial 3,10 - -0,075 -12,11 100
l.Pseud.sp 9,14 -0,215 -11,76 97,6
1-fenil-1- - C.V.lipase 2,75 - +0,230 +41,9 97,7
etanol . Microbial 3,10 +0,250 +40,4 94,2
1. Pseud.sp 3,92 +0,325 +41,5 96,7

((a) concentragao considerada g/ 100ml de solugio, solvente CHC13_

(b) excessos enantioméricos foram determinados por comparacao com os valores de
rotacao oOptica dos alcoois opticamente puros descritos na 1.7 7) aplicando a
equacio 6. 2- octanol [o]17/D =- 9,9 {puro}; 2-hexanol [a]zo/D==- 12,04 {puro};. 1-fenil
-1-etanol [} 19/D = + 42,9 {puro}.

As tabelas X e XI mostram 0s resultados de ap e excessos
enantioméricos dos enantiomeros (alcoois) que ndo reagiram na
esterificacdo por catdlise enzimatica, confirmando a preferéncia das
enzimas (lipases) pela forma estrutural com rotagio Optica negativa (-)
para racematos alifiticos e forma estrutural com rotacdo Optica
positiva (+) para o aromadtico, indicando que enzimas imobilizadas em
MBG podem discriminar os enantiomeros de um racemato com alta
enantioseletividade.
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Foi realizada a esterifica¢io quimica utilizando sistema de
refluxo com os alcoois (+)2- butanol e ()2- octanol com o 4&cido
hexandico, e catdlise 4cida, e o valor de rotacio Optica para o éster
hexanoato de sec - octila foi zero (ap = 0,0), e para o éster hexanoato
de sec - butila foi + 0,081, mostrando a incompatibilidade da
esterificagdo direta sem o uso deenzimas ou outro agente quiral, no
que diz respeito a enantioseletividade do produto obtido.

Tabela X- ' Alguns Valores de Rotagdo Optica e Excessos Enantioméricos
para os Enantiomeros que ndo Reagiram na Reacdo de
Esterificagdo do Acido Liurico com Alcoois Secundarios
Racémicos em MBG, a 25°C.

Alcool Enzima c(a) aWjops [@]2D ee (%)(b)
2-hexanol C.V.lipase 11,0 40,047 +2,13 15,1
2-octanol Microbial 9,90 +0,035 +1,78 18,0
2-octanol C.V.ipase 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-octanol C.V.lipase 4,90 +0,035 +3,56 . 36,0
2-feniletanol C.V.lipase 9,80 -0,405 -20,7 45,5
2-feniletanol Pseud.sp 5,10 -0,240 -23,5 f 51,6
2-feniletanol Microbial 5,60 -0,075 -6,67 14,7
2-feniletanol C.V.lipase 13,2 -0,190 -7,19 15,8
2-feniletanol Microbial 11,9 -0,100  -4,21 9,30

(a) concentracao considerada g/ 100ml de solugio, solvente CHCl3,

(b) excessos enantioméricos foram determinados por comparacio com os valores de
rotagdo optica dos alcoois opticamente puros descritos na lit{7?), aplicando a
equagio 6. 2-octanol {o)17/D =- 9,9 {puro}; 2-hexanol []20/D =- 12,04 fpuro}; 1-fenil
-1-etanol []19/D = + 42,9 {puro}.



Tabela XI- Alguns Valores de Rotacdo Optica e Excessos Enantioméricos
para os Enantiomeros que ndo Reagiram na Reagio de

‘Esterificacdo do Acido Hexandico com Alcoois Secundarios

Racémicos em MBG, a 25°C.
Alcool Enzima C(a) @2%obs [a]20D ee (%))
2-hexanol C.V.ipase 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 40,043 40,71 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  C.V.lipase 10,3 +0,020 +097 99
2-octanol Pseud.sp 304 +0,009 +0,14 1,4
2-hexanol  Microbial 2,13 +0,005 +1,17 8,3
2-feniletanol C.V.lipase 16,4 -0,345 -10,5 23,8
2-feniletanol Microbial 16,0 -0,185 -5,80 12,7

(a) concentracao considerada‘g/ 100ml de solucao, solvente CHCI3,

(b) excessos enantioméricos foram determinados por comparacdo com os valores de

rowagao Optica dos alcooxs opticamente puros descritos na 1. (77),

aplicando a

equacio 6. 2- octanol [o]! /D--99{puro} 2-hexanol [«J20/D =- 12,04 {puro}; 1-fenil
-1-etanol [a]19/D = + 429 {puroj.
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3.1 -REUTILIZACAO E ESTABILIDADE DO SISTEMA DE MBG
CONTENDO LIPASES IMOBILIZADAS

Uma das grandes vantagens do sistema de MBG reside na
sua reutilizagdo. Este é um fator importante quando considera-se a
aplicagdo pratica de um método particular de sintese.

Em trabalhos :anteriores, ja 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 periodo de até doze meses quando armazenado a
temperatura ambiente.(2)

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

método presente inclui a reutilizagio de pequenas quantidades de
enzimas, convenientemente imobilizadas em um meio aquoso onde sua
solubilidade e atividade sido adequadas. Este processo mostrou ser
econ0mico. : '
No presente trabalho de resolugdo de dlcoois secundarios
racémicos utilizando diferentes lipases, foi confirmado a eficiéncia do
método de MBG. Foi preparado 1 ml de solugio contendo 10 mg de
enzima e dividido o conteido da solucio em 4 tubos de ensaio, o
que equivale a 0,25 ml de solucio por tubo degel preparado. Este gel
foi usado no desenvolvimento de toda a parte experimental, utilizando
a mesma lipase imobilizada em MBG para catalisar reagoes
envolvendo diferentes substratos, com repeticio de algumas reagoes.

Foi observado o comportamento do laurato de sec -
feniletila na reutilizagio do sistema de MBG, e o resultado esta
expresso na tabela XII. :
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Tabela XII - Reutilizacdo do Gel na Formagao | do laurato de sec -
kFeniletila.

Ester . Enzima . Rendimento (%)(@)
I 11

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

sec-?:niletila lipase Microbial 28,5 | 103

I - Apos S utilizacdes do catalisador.
I - Apds 10 utilizagoes do catalisador.
(a) - rendimento do éster ja purificado.

, O excesso enantiomérico permaneceu na faixa de 90 -
100% enquanto que o rendimento caiu aproximadamente pela
metade, O gel apresentou um aspecto esbranquicado e mais rigido ap0Os
sucessivas utilizagdes, mostrando - se desgastado pelo processo.

O enantiomero do alcool sec -feniletanol, que nao reagiu,
teve um excesso enantiomérico de 45,5% para o gel contendo
C.V.lipase imobilizada, apods 5 utilizacées e caiu para 15,8% apds terem
sido reutilizados 10 vezes (tabela X). O mesmo foi observado para a
reacao catalisada por lipase Microbial, sendo 14,7% e 9,3%
respectivamente o0s valores dos excessos enantioméricos  dos
enantiomeros que ndo reagiram.

agit
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3.2 - COMPARACAO DO SISTEMA DE MBG's COM OUTROS JA
UTILIZADOS PARA RESOLUCAO DE ALCOOIS RACEMICOS
VIA CATALISE ENZIMATICA

. Os sistemas usados para resolugio de &lcoois racémicos via
catalise enzimatica sio geralmente enzimas em sistemas bifasicos(3),
enzimas em solvente organico como = éter anidro(46), enzimas
imobilizadas em suporte poroso tal como celite(34), cromosorbe e
sefarose.(51) Em todos estes sistemas, a transesterificacio é o método
mais utilizado com lipase de Cindida cilindracea, lipase de Pseudomonas
fluorescente e, lipase do Pancreas do porco por serem mais baratas.
Um p6 de enzima livre ou imobilizado é simplesmente adicionado ao
solvente contendo o alcool racémico ou o éster racémico.

Nos sistemas descritos acima, o uso de esterificacio para
resolucdo enzimdatica ndo é conveniente por ndao poder utilizar altas
concentragbes de 4cidos.(19) A transesterificacio é mais utilizada nestes
métodos por ser mais versdtil que a esterificagdo direta em termos de
velocidades de reagdes, e limitacoes termodindmicas.(3) '

A grande inconveniéncia dos métodos utilizando sistema
bifasico, enzimas em suspensio em . solventes organicos anidros ou
suporte poroso sao:

- a enantioseletividade pode ser afetada pelo solvente(S)}(7);

- necessidade do sistema ficar sob agitagdo permanente
para acelerar a reacdo(2); -

- alta concentracio de enzima no sistema, variando de 5 a
20 mg / ml, chegando a gastar de 200 mg a 13 g para
realizar um experimento(32),(36),(46),

- quando as enzimas s3o imobilizadas em suportes porosos
como cromosorbe ou sefarose, a grande dificuldade estd
na reprodutibilidade do sistema(52);
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-0 uso de tampbes para controlar o pH do meio,
e a necessidade de aquecimento e controle de
temperatura, que sdo fatores importantes para a catalise
enzimdtica, e devem ser sempre observados nestes sistemas.

Porém, existem vantagens tais como(2):

-reagdes de substratos insoliveis em dgua podem ser feita
em volumes substidncialmente reduzidos da mistura de
reagentes;

-0 produto pode ser facilmente separado do biocatalisador;

-reacbes termodindmicamente desfavoraveis em meio
aquoso, tornam-se viaveis; '

-uso de diferentes substratos, sem limita¢ées de cadeia
carbc‘)n_ica.

As vantagens do sistema de microemulsio imobilizada em
0 - gel G nte a out étodos solucao imatj

de_4lcoois racémicos sio:

- facil preparagio do sistema de organo - gel frente aos
outros métodos;

- utilizacdo de pequena quantidade -de- enzimas 10 mg /ml
de solucédo, sendo que, é preparado uma solucio de 1 ml
de enzima e distribuido em quatro tubos de ensaio e
entdo imobilizada no organo - gel;

- facilidade para separar os produtos do biocatalisador;

- asreacdes podem ser realizadas a temperatura ambiente;
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- dispensa uso de tampoes;

-um vez preparado o sistema, ndo hd necessidade de
controle de pH;

- as enzimas matém - se estiveis neste sistema;
- a enantioseletividade das enzimas nao é afetada;

- 0 sistema pode ser sucessivamente reutilizado para varias
reagoes com baixa perda da atividade catalitica, até que o
gel apresente desgaste.

g . . . 1 I ...:

- limitacdo no uso de solventes, pois apenas solventes
bastante apolares podem ser usados;

-0 gel deve ser submetido a extragio dos possiveis.
produtos e substratos remanescentes apds O término da
reagao, evitando -se assim a contaminagdo nas reacgdes
subseqgientes;

-limitagdo no wuso de substratos, ou seja, dcidos de
cadeias pequenas (C1 a C4) altamente hidrofilicos, atacam e
destroem o gel, bem como substratos muito polares
tais como o metanol, 2-dimetilaminoetanol;

- deve - se ter o cuidado (alta agitacdo) na confeccdo do
sistema para uma boa consisténcia do gel, pois uma
vez a enzima imobilizada ndo ha como recupera - la.
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3.3 - CARACTERIZACI\O DOS PRODUTOS

e Hexanoato de sec-octila: IV (NaCl)(cm-1) 2934, 2870, 1737, 1468, 1378,
1200. 1H RMN (60 MHz, CClg/TMS) 6(ppm) 1,1 - 2,4 (m, 27H, CH3,
CH3(CH2)4, CH3(CH2)5), 4,9 (q, 1H, CH).

e Hexanoato de sec-hexila: IV (NaCl)(cm-1) 2940, 2860, 1735, 14'60,_,1360,‘
1200. 1H RMN (60 MHz, CClg4/TMS) 6(ppm) 10 - 2,5 (m, 23H, CH3,
CH3(CH2) 3, CH3(CH2)4), 4,8 (q, 1H, CH). |

e Hexanoato de sec-butila: IV (NaCl)(cm-1) 2946, 2870, 1734, 1459, 1376,
1246, 1178. 1H RMN (60 MHz, CCl4/TMS) 6(ppm) 1,0 - 2,4 (m, 19H, CH3,
CH3CH2, CH3(CH2)4), 5,0 (q, 1H, CH).

® Hexanoato de sec-feniletila: IV (NaCl)(cm-1) 3020, 2940, 2860, 1735,
1240, 1170, 750. 1H_ RMN (60 MHz, CCl4/TMS) 6(ppm) 1,0 - 2,4 (m, 14H,
CH3, CH3(CH2)4), 5,7 (q, 1H, CH), 7,1 (s, SH, CeH5).

e laurato de sec-octila: IV (NaCl)(cm-1) 2920, 2840, 1740, 1470, 1380, -
1200. 1H RMN (60 MHz, CCl4/TMS) d(ppm) 1,0 - 2,4 (m, 40H, CH3,
CH3(CH2) 5, CH3(CH2)10), 4,9 (q, 1H, CH).

¢ Laurato de sec-hexila: IV (NaCl)(cm-1) 2990, 2860, 1745, 1460, 1380,
1200, 1190. 1H RMN (60 MHz, CCl4/TMS) d(ppm) 1,0 - 2,5 (m, 35H, CH3,
CH3(CH2)3, CH3(CH2)10), 4,8 (g, 1H, CH).

* laurato de sec-butila: IV (NaCl)(cm!) 3000, 2890, 1734, 1459, 1360;
1200, 1184. 1H RMN. (60 MHz, CCl4/TMS) d(ppm) 1,0 - 2,4 (m, 31H, CH3,
CH3CH2, CH3(CH2)10), 4,8 (q, 1H, CH). -

- @ Laurato de sec-feniletila: IV (NaCl)(cm-1) 3040, 3000, 2820, 1730, 1200,
1170, 800. 1H RMN (60 MHz, CCl4/TMS) 8(ppm) 1,0 - 2,5 (m, 26H, CH3,
CH3(CH2)10), 5,8 (q, 1H, CH), 7,2 (s, S5H, CeH5).
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¢ (-)2-octanol: IV (NaCl)(cm-1) 3348, 2960, 2858, 1462, 1374, 1114, 840.
IH RMN (60 MHz, CCl4/TMS) &(ppm) 08 - 23 (m, 16H, CH3,
CH3(CH2)5), 3,7(q, 1H, CH).

¢ (-)2-hexanol: IV (NaCl)(cm-1) 3354, 2962, 2862, 1658, 1462, 1376,
1212,1146, 1112, 842, 1H RMN (60 MHz, CCl4/TMS) 8(ppm) 1,0 - 22(m,
12H, CH3, CH3(CH2)3), 3,7(q, 1H, CH).

¢ (+)1-fenil-1-etanol: IV (NaCl)(cm-1) 3358, 3062, 2974, 2878, 1602,
1494, 1204, 1098, 900, 760. 1H RMN (60 MHz, CCl4/TMS) 8(ppm) 1,2 (d,
3H. CH3). 4.1 - 4,4 (q. 1H, CH), 7.2 (s, 5H, CgH5).



CAPITULO 4 -CONCLUSAO

Neste estudo foi descrito um novo caminho para ouso de
enzimas em solvente organico. A imobilizagdo de lipases em MBG
‘mostrou ser um método estdvel que pode ser aplicado em solventes
apolares. , :
A partir dos resultados obtidos, as principais conclusbes
deste trabalho sdo:

I - Enzimas si3o biocatalisadores enantioseletivos que podem
ser utilizados para separacdo de racematos.

Il - O sistema de MBG utiliza baixa quantidade de enzima
(250 mg / ml), bem menor que os outros sistemas.

IIl - Enzimas imobilizadas em MBG resultam num método
bastante eficiente, na reagio de esterificacio de 4&lcoois secundé.nos
racémicos com Aacidos ahfatxcos

IV - Os dlcoois, opticamente ativos, foram obtidos com
bons rendimentos e com alto excessos enantioméricos (> 90 %).

V - A pureza enzimética estd associada com sua eficiéncia
e atividade catalitica.

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

Microbial, sdo estereoespecificas para dlcoois alifaticos que possuem

ap (-) e para dlcoois aromdticos que possuem ap (+); indicando
que a estrutura do substrato é o fator determinante na catélise.

der

zim

tod

COl

inc;

ipas
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VII- O sistema pode ser reutilizado em sucessivas reagoes
de esterificacao com 0s mesmos substratos e/ou substratos diferentes.

Concluido, 0 método representa um significante melhora -
mento no uso de enzimas para a produgio preparativa de dlcoois
opticamente ativos. O procedimento descrito é rapido, simples e pode
ser facilmente repetido.
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