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RESUMO

Aminas e os derivados de amidas sao importantes em sintese organica, devido a
presenca destes grupos funcionais em muitos compostos farmacologicamente ativos.

Neste trabalho, lipases de varias fontes livres ou imobilizadas em poli-(6xido de
etileno), PEO, foram usadas na resolugdo enzimatica de (R,S)-mandelato de metila (17)
com n-butilamina em solventes orgéanicos (n-hexano, cloroférmio e t-butanol) e/ou
mistura solvente organico:liquido i6nico (1-butil-3-metil imidazol tetrafluorborato
[BMIm][BF,4] e 1-butil-3-metil hexafluorfosfato [BMIm][PFg]). Parametros tais como tempo,
temperatura, massa da CAL-B e efeito do solvente foram avaliados.

A lipase de Aspergillus niger foi utilizada na esterificagdo do geraniol com acetato
de vinila em n-hexano, e comparada com lipases de diversas procedéncias comerciais,
tais como a CAL-B, LPS-C e LPS-D.

Inicialmente foi avaliado o uso de lipases de diferentes fontes na amindlise de
(R,S)-mandelato de metila. As lipases de LRM, LTL, LMM, LPS, PS-D, PS-C e CAL-B
foram selecionadas.

Quando as lipases de LRM, LTL, LMM, LPS, PS-D, PS-C foram empregadas em
sua forma nativa ou imobilizadas em PEO, baixas conversées (0 — 5%) e nenhuma
seletividade (ees = 1-38%, ee, = 1-43% e E=1,1-2,7) foram obtidas usando n-hexano,
cloroférmio ou t-butanol a 35°C até 96 h de reagso.

Os melhores resultados foram obtidos quando a lipase de Candida antarctica
(CAL-B) foi usada, formando os produtos com conversao de 1- >99%, com valores de
ee,de 5-75% e de E = 1,4-22, com os solventes citados anteriormente.

Estudou-se a reagdo nas temperaturas de 25, 35 e 45°C. A temperatura 6tima foi
35°C, usando cloroférmio e t-butanol como solventes. Com cloroférmio, a amida (S)-21
foi formada em 26% de convers&o, com valor de ee, de 75% e E de 22, em 24 h. Com t-
butanol, a amida (R)-20 foi formada com 91% de convers&o, com valor de ee, de 51% e
de E 9,7, apds 24h.

A massa de CAL-B também foi avaliada, variando-se de 25-150 mg. A quantidade

de 100 mg foi selecionada para continuar os estudos, por apresentar os melhores
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resultados. A amida (R)-20 foi obtida com conversdes de 91%, e com valores de ee, de
51% e E de 9,7, em 24h.

Usando cloroférmio ou t-butanol, puro ou em mistura com os liquidos idnicos, a
configuragcdo nas correspondentes amidas foi a mesma, sendo a amida (R)-20 formada
preferencialmente em t-butanol, e a amida (S)-21 em cloroférmio. No entanto, o uso de
mistura com liquidos idGnicos resultou na formagdo dos produtos com maior grau de
conversado, sendo de 3-48%, e maiores valores de ee, e de E, sendo >99% e >200,
respectivamente.

Na esterificagdo do geraniol usando as lipases PS-C, PS-D, CAL-B e a de A. niger
imobilizadas em PEO, obtiveram boas conversdes em éster, sendo de 35-93%, apds 6 h.
As mesmas puderam ser reutilizadas pelo menos trés vezes sem perder sua atividade
catalitica.

Neste trabalho, observou que dependendo do solvente ou enzima utilizadas na
reacao pode-se obter os compostos enantiomericamente puros e com configuragdes
opostas. Estes resultados mostraram a viabilidade do método de biocatalise na amindlise

de (R,S)-mandelato de metila e na obteng&o do acetato de geranoila em alta converséo.
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ABSTRACT

Amines and their derivatives are important in organic synthesis due to the
presence of these functional groups in a wide number of compounds with pharmaceutical
activity.

In this work, lipases from different sources free or immobilized in poly (ethylene
oxide) (PEO) were used for the enzymatic resolution of (R,S)-methyl mandelate (17) with
n-buthylamine in organic solvent mixtures (n-hexane, chloroform and t-buthanol) and/or
organic solvent:ionic liquid (1-butyl-3-methylimidazolium tetrafluorborate, [BMIm] [BF4]
and 1-butyl-3-methylimidazolium hexafluorphosfate [BMIm] [PFs]). Parameters such as
time, temperature, CAL-B ( lipase from Candida antarctica ) amount and solvent effects
were evaluated.

Lipase from Aspergillus niger was used for the esterification of geraniol with vinyl
acetate in n-hexane, and compared with commercial lipases from different sources such
as from Candida antarctica (CAL-B) and Pseudomonas sp. ( PSL-C and PSL-D).

Firstly, the use of lipases from different sources in the aminolysis of (R,S)-methyl
mandelate was evaluated. RML, TLL, MML, PSL, PSL-D, PSL-C and CAL-B were
selected for this study. When RML, TLL, MML, PSL, PSL-D and PSL-C were employed
in their native form or immobilized in PEO, lower conversions (0-5%) and no selectivity
(ees= 1-38%, ee, = 1-43% and E = 1.1-2.7) were obtained using n-hexane, chloroform or
t-butanol, at 35°C during 96 h of reaction.

Better results were obtained when CAL-B was used, forming the products in the
range of 1-99% of conversion, with ee, values of 5-75% and E = 1.4-22 using the
solvents mentioned above.

The reaction was studied at the temperatures of 25, 35 and 45°C. The optimum
temperature was 35°C, using chloroform and t-butanol as solvents. Using chloroform, the
amide (S)-21 was formed with 26% of conversion, with ee, = 75% and E = 22, in 24 h.
With t-butanol, the amide (R)-20 was formed with 91% of conversion, with ee, = 51% and

E =9.7, after 24 h.
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The CAL-B amount was also evaluated, ranging from 25-150 mg. The amount of
100 mg was selected to continue the studies, as it provided the better results. The amide
(R)-20 was obtained with 91% conversion, with ee, = 51% and E = 9.7 in 24h.

Using chloroform or t-butanol, pure or in a mixture with the ionic liquids, the
configuration of the correspondent amides was the same, and the amide (R)-20 was
mainly formed in t-butanol while the (S)-21 was formed in chloroform. However, the use of
the solvent mixed with the ionic liquids resulted in higher conversion degree (3-48%), and
ee, and E values, these being >99% and >200%, respectively.

Using PSL -C, PSL-D, CAL-B and A. niger lipases immobilized in PEO, in the
geraniol esterification good conversions in esters were obtained , these being 35 to
93%, after 6h. These enzymes could be re-used, at least three times with little change in
their catalytic activity.

In this work, it was observed that depending on the solvent or lipase source,
enantiomeric pure compounds with opposite configurations could be obtained. These
results showed the feasibility of this methodology for the biocatalytic aminolysis of (R-S)-
methyl mandelate, and for the production of geranoil acetate in higher conversions
(>90%).

XVI



1. Introducao
1. 1. Enzimas

As enzimas, em geral, sdo catalisadores de natureza protéica, produzida por
organismos vivos."? Elas sdo formadas por uma longa cadeia de aminoacidos ligados
através de ligacbes peptidicas, e a sequéncia exata de aminoacidos da cadeia protéica é
denominada estrutura primaria. A conformagao tridimensional dessa sequéncia € chamada
estrutura secundaria (Figuras 1a e 1b), e a disposicdo espacial destas estruturas é

denominada estrutura terciaria (Figura 1c). 2
< 4
#
4

[a] folha B-pregueada [b] folha a-hélice
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Figura 1 — Representagdes graficas da estrutura tridimensional da lipase de Penicillium sp

obtida por Raio-X.?



As enzimas contém um sitio ativo, o que constitui somente uma pequena proporgao
de seu volume total e esta usualmente proximo ou na superficie. Portanto, esta acessivel
as moléculas de substratos. O sitio ativo contém aminoacidos cujas cadeias laterais
formam uma superficie tridimensional complementar ao substrato. A conformacido e
composi¢cao quimica do sitio ativo da enzima determinam a especificidade da catalise
enzimatica. * As enzimas sdo catalisadores versateis, existindo para cada tipo de reagao
organica um processo enzimatico equivalente.®

As enzimas apresentam diversas propriedades que as tornam atrativas como
catalisadores. Diversos processos no metabolismo animal sdo regidos por enzima. As

vantagens de utiliza-las como catalisadores sdo:®

v' Alta velocidade de reagao: as velocidades de reagdes catalisadas por enzimas

podem ser de 10%a 10" vezes mais rapidas que as correspondentes ndo catalisadas.

v' Atuam em condi¢cdoes suaves: as reagbes ocorrem em condicdes suaves de
temperatura, abaixo de 100°C, sob pressao atmosférica e num meio de pH e concentragao
salina praticamente constante. Estas condicdes minimizam problemas de isomerizacao,

racemizacgao e rearranjos, que freqientemente ocorrem na metodologia tradicional.
v' Apresentam diversos tipos de seletividade como:

o Quimiosseletividade: enzimas podem atuar em somente um tipo de grupo
funcional mesmo na presenga de outros grupos reativos.

o regiosseletividade e diastereosseletividade: enzimas podem distinguir entre
grupos funcionais somente com a mudanga do meio reacional.

o enantiosseletividade: enzimas sao catalisadores quirais e sua especificidade

pode ser explorada para sinteses seletivas e assimétricas.

v Alto grau de especificidade: as reagdes raramente formam produtos laterais ou

secundarios.



v' Capacidade de regular processos: a atividade catalitica de muitas enzimas varia

dependendo da concentragao de outras substancias que nao sao seus substratos.

v/ Catalisam um grande numero de reagées: aceleram a velocidade da reagdo sem

alterar o equilibrio termodindmico, e podem catalisar um grande numero de reagdes.
Porém, existem algumas desvantagens no uso destes biocatalisadores, tais como:

e Os aminoacidos s&o encontrados na natureza somente com uma forma
enantiomérica, a forma L.

e Requerem parametros de operagao especificos, tais como temperatura e pH.

e Apresentam sua atividade catalitica maxima em agua.

e S&o propensos a sofrer inibigdo por agentes quimicos e fisicos.

Estas desvantagens tém sido amenizadas nos ultimos tempos pelo
desenvolvimento e aperfeicoamento de diversas técnicas nas reacdes biocataliticas.
Quando o processo nao for satisfatoriamente seletivo, modificagbes simples nas condigbes
experimentais podem influenciar tanto a estereoquimica como a enantiosseletividade. As
modificagdes mais empregadas s&o o uso de solventes organicos, adicdo de inibidores,
técnicas de imobilizacdo e utilizagdo de enzimas mais resistentes (extremoenzimas).®

No Banco de Dados de Proteinas (PDB), encontram-se catalogados 34420 tipos de
macromoléculas (entre proteinas, peptideos, virus, carboidratos, acidos nucléicos e
complexos proteina/acido nucléico), sendo que destas 31444 sao proteinas. Varias
enzimas tém sua sequéncia de aminoacidos e estrutura tridimensional determinadas
através de cristalografia de raios-X e RMN-2D."®

A Uni&do Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (UIBBM), classifica as
enzimas em seis grupos, e cada uma delas em sub-grupos de acordo com o tipo de
reagdes que catalisam. >” (Tabela 1)

Para a identificacdo individual todas enzimas possuem um codigo EC A.B.C.D

,onde EC é a abreviatura de “Enzyme Comission”, A representa a classe, B indica a sub-



classe, C indica a sub-subclasse e D é o numero individual da enzima em sua sub-

subclasse.

Tabela 1. Classificagdo das enzimas segundo a UIBMB. >’

Numero

classes

Tipo de reagao catalisada

Subclasse

1

oxidoredutases transferéncia de elétrons ou remogao

transferases

hidrolases

liases

isomerases

ligases

de hidrogénio

reacgoes de transferéncia de grupos

reacoes de hidrélise

reacoes de adigao de grupos a dupla
ligacédo ou formacgao de duplas ligagdes

por remogao de grupos.

transferéncia de grupos dentro da

molécula para produzir isbmeros.

formacéao e clivagem de ligagbes
C-C, C-S, C-0, C-N e ésteres de

fosfato.

hidrogenases, oxidases,

peroxidases

transaldolases,

transcetolases

esterases, lipases,

peptidases, fosfatases

descarboxilases,

fosfatases

racemases,epimerases,

oxiredutases, mutase

sintetases

A fungdo de um catalisador é diminuir a barreira de energia entre os reagentes e

produtos. Esta habilidade ocorre devido a capacidade de aproximar os substratos em uma

orientagcdo tal que favoreca a formacdo do complexo enzima-substrato (ES), para

posteriormente formar os produtos (Figura 2).”



Formagdo do complexo enzima/substrato Formagdo do estado de transigdo ES+

ol — &€&
—

ES*

Formacao do complexo enzima/produto Formagao do produto

- ' ) -
—& . &€
ES = E + P

ES* L] EP

Figura 2 — Representacdo esquematica do mecanismo de acgéo enzimatica.’

As enzimas hidroliticas sdo os biocatalisadores mais comumente usados em sintese
organica. Nesta classe estdo incluidas as amidases, proteases, nitrilases, fosfatases,

epoxidases sendo de particular e grande interesse as lipases.’ (Figura 3)

Liases
Transferases 11%
Oxigenases Isomerases

Enzimas isoladas

Oxirredutases 25% )
Lipases
Outras hidrolases
Nitrilages .
lipases
60
Proteases Esterases esterases ~63%
proteases

Figura 3 — Utilizag&o relativa de enzimas em biotransformagao.’



As lipases (triacilglicerol acilhidrolases E.C.3.1.1.3) sdo enzimas da familia das
hidrolases que, em seu meio natural, hidrolisam triacilglicerois aos correspondentes acidos

carboxilicos, diacilglicerdis, monoacilglicerois e gliceréis.’

1.2 Lipases

As lipases sao enzimas hidroliticas presentes em diversos organismos, incluindo
animais, plantas, fungos e bactérias. Sdo, em sua maioria, extracelulares, favorecendo a
sua extracao, isolamento e purificacgo. %1°

Em seu ambiente natural estas enzimas possuem a fungao de catalisar a hidrdlise
de triacilglicerdis aos correspondentes acidos graxos e glicerol. Além das fungbes
metabdlicas, as lipases possuem um papel importante em biotecnologia principalmente na
industria de o6leo e de alimentos, e em sintese organica de compostos
enantiomericamente enriquecidos. ' 1213

As vantagens de trabalhar com lipases s&o principalmente ao baixo custo, e a alta
versatilidade catalitica destas enzimas. Além disso, ndo exigem cofatores, atuam em faixa
de pH bastante ampla, s&o estereosseletivas e regiosseletivas.™'®

Em solvente organico, as lipases catalisam a transferéncia de grupos acilas de
compostos doadores para uma ampla variedade de compostos aceptores diferentes da
agua. Dependendo do tipo do doador acila e do aceptor, as reagbes catalisadas por
lipases incluem esterificacdo, tioesterificagdo, amidacao, transesterificagcdo, sintese de
peptideos e formagdo de peracidos.> '®?° Estes ultimos podem ser utilizados na sintese
de epdxidos a partir de compostos insaturados. 2!

Uma maior compreensido sobre os mecanismos de acao das lipases somente foi
obtida a partir de 1900 quando as duas primeiras estruturas foram resolvidas por
cristalografia de raios-X.?? Todas as lipases cujas estruturas tém sido elucidadas sdo
membros da familia a,B-hidrolase pregueada com uma arquitetura comum composta de
uma sequéncia de fitas a-hélice e B-pregueada. Hidrolisam as ligagbes de ésteres e/ou
amidas através de uma triade catalitica composta de um residuo de serina nucleofilico
ativado por ligacado de hidrogénio, em conjunto com histidina, aspartato ou glutamato (Ser-

His-Asp/Glu).”



Na Figura 4, pode-se observar a representacdo esquematica da estrutura
tridimensional da lipase de Candida antartica (CAL-B) com a ampliagdo do sitio ativo

formado pelas cadeias laterais da histidina, serina e aspartato.®

Figura 4 - Representagdo esquematica da estrutura tridimensional da lipase de Candida
antarctica obtida por raio-X. 8

O mecanismo da agao catalitica de uma lipase na amindlise de um éster consiste
em cinco etapas e esta exemplificado na Figura 5: 2

1. Ligagao ao substrato éster;

2. Formacéao do primeiro intermediario tetraédrico por ataque nucleofilico da serina
catalitica, com oxianion estabilizado por duas ou trés ligagdes de hidrogénio, a chamada
“cavidade oxiénion”;

3. Quebra da ligacéao éster;

4. Saida da porgéao alcodlica;

5. Amindlise do intermediario acil-enzima
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Figura 5 - Mecanismo da reagao de amindlise de éster catalisada por lipases baseado na“

triade catalitica”. (adaptado da ref. 2)



1.3 Estereosseletividade das enzimas

A histéria da quiralidade na quimica organica comegou em 1815 quando o fisico
francés Jean Baptiste Biot descobriu que certas substancias foram habeis para desviar o
plano da luz polarizada, um fenbmeno chamado atividade 6tica. Parte do enigma foi
resolvido quando Louis Pasteur separou os cristais de um racemato de um sal de acido
tartarico e reconheceu que as imagens n&o sobreponiveis desviavam a luz plano
polarizada em direcdes opostas.?

As moléculas que ndo podem sobrepor-se as respectivas imagens em um espelho
plano sdo chamadas de quirais. A maioria das moléculas presente na estrutura dos
organismos vivo sdo quirais, tais como o acido desoxiribonucléico (DNA), enzimas,
hormdnios e anticorpos. Por esta razdo observa-se a relevancia da quiralidade em
organismos vivo. Quiralidade € a condigdo necessaria e suficiente para a existéncia de
enantidbmeros. Estes possuem propriedades quimicas e fisicas (ponto de ebuli¢ao, fusao,
solubilidade) semelhantes, porém o sentido da rotagdo do plano da luz polarizada é
contrario. A mistura formada por quantidades equimolares dos enantidmeros € chamada
de mistura racémica ou racemato.?*?°

Os enantibmeros podem apresentar atividade biolégica completamente diferente,
pois interagem de maneira distinta com outros sistemas quirais ou aquirais. Por exemplo, o
(R)-limoneno possui aroma de laranja e seu enantibmero (S)-limoneno tém aroma de
limdo. A distincdo no odor ocorre porque os receptores também sao constituidos de
moléculas quirais e reconhecem a diferenga nos enantibmeros.

Nos farmacos quirais, somente um dos enantibmeros é o responsavel pela atividade
de interesse e em certos caso o outro enantidmero pode ser prejudicial ou inativo. O
exemplo mais expressivo que marcou a histéria da quimica bioldgica foi a tragédia da
talidomida, a qual era prescrita na forma racémica. O enantibmero R era efetivo contra
nausea matutina de mulheres gravidas, enquanto que o S teve efeitos devastadores que
causaram a ma formacdo em muitos fetos. Esta teoria esta sendo questionada,
particularmente, porque os dois enantibmeros da talidomida podem ser facilmente

interconvertidos no organismo.?®



As estruturas dos enantibmeros do limoneno, talidomida e de outras substancias
que apresentam caracteristicas distintas em funcdo direta de sua configuragcdo estao

mostradas na Figura 6.

= =
Limoneno
N %
(S)-aroma de limao (R)-aroma de laranja
0] 0]
Talidomida Nl O N o
N, N,
o © H o © H
(R) efeito sedativo (S) teratogénico
CH,CONH, CH,CONH,
Asparagina COOH COOH
aw “uy,
HNY H H,N I
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(R) sabor doce ©) £
H Y.CH
Ibuprofen =4CH; Nl
CHs COOH
CHs, COOH
H;C
HsC 8
(R) inativo (S) anti-inflamatério

Figura 6 — Enantidmeros de substancias cujas caracteristicas biolégicas sdo fungao direta

de sua configuragao.
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Os compostos enantiomericamente puros sdo de importancia crescente na
industria farmacéutica, agroquimica, sabores e fragrancias. Antes de 1980 ja havia uma
tendéncia em aumentar a produgao para introduzir no mercado os farmacos quirais

composta de um unico enantidmero ativo. Esta tendéncia tem diversas razdes, entre elas:

v A atividade biolégica é restringida freqiientemente a um dos enantiémeros;
v" Um dos enantidbmeros pode exercer efeitos indesejaveis;
v' O registro de novos farmacos requer a producdo do enantibmero puro no

formulario.

Dessa forma, tem-se uma necessidade absoluta de produzir novos farmacos com
pureza oOtica elevada, sendo que as lipases tém sido extensivamente usadas em
resolugdes racémicas devido sua agdo estereoespecifica.'®?%%’

A resolucdo de racematos ainda € a metodologia mais importante para a sintese
industrial de produtos enantiopuros.?®® Os métodos para resolucdo incluem resolucéo
cinética quimica ou enzimatica, ou a classica via cristalizacdo preferencial ou separagao

de diasteroisbmeros.

1.4 Resolugdo enzimatica

Quando um substrato racémico € submetido a uma reagdo enzimatica, este sofre
discriminagdo quiral entre os enantibmeros. Devido a quiralidade da enzima, o
enantibmero que melhor se ajusta no seu sitio ativo sofre reacdo em uma velocidade mais
alta. Para assegurar uma alta seletividade para ambos os enantidbmeros, a diferenca na
velocidade de reagédo dos enantidmeros individuais deve ser a maior possivel. Em alguns
casos ideais a velocidade é tdo extrema, que o “bom” enantibmero é transformado
rapidamente e o outro ndo é convertido. Entdo, na resolugdo do racemato a reacéao
enzimatica cessaria automaticamente em 50% de conversédo (Equagao 1), quando ja ndo
existe mais o enantidmero reativo. Como consequéncia, cada enantidmero pode ser obtido

somente com 50% de rendimento em uma resolucdo enzimatica.’
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Um tratamento muito util das resolugdes cinéticas enzimaticas, e que descreve a
dependéncia da conversdo (c), excesso enantiomérico do substrato (ees) e excesso
enantiomeérico do produto (eep) foi desenvolvido por Sih em 1982 sob a base tedrica de
Sharpless e K. Fajans.** O parametro que indica a discriminagdo de uma enzima entre dois
enantidmeros foi introduzido como razdo enantiomérica (E).°

A conversao, pode ser calculada de acordo com a Equagao 1 e pode ser obtida a

partir de valores do ees e ee,, com o0 uso das Equacoes 2 e 3, respectivamente.’

ees

C = ———— ~
ee, + ee, Equacgao 1

In[(1-c)(1- ees)]
In[(1-c)(1+ eey)]

Equacao 2

In[(1-C)(1+ ees)]
In[(1-c)(1- eep)]

Equacao 3

Valores de razdo enantiomérica menores que 15 sdo inaceitaveis para propositos
praticos. Podem ser consideradas moderadas a bons de 15-30, e acima deste valor
excelentes. Deve ser enfatizado que E >200 ndo pode ser determinado com precisao,
devido as imprecisdes emergidas dos métodos da determinagcdo do excesso enantiomérico
(RMN, CLAE ou CGQ), onde uma pequena variagdo do ees ou ee, pode causar uma

mudanca significativa no valor numérico de E. °

1.5 Métodos analiticos para a determinagao da pureza enantiomérica

O desenvolvimento de métodos de analise estereoquimica sensivel, especialmente
os cromatograficos de alta resolugdo para a determinagdo da pureza enantiomérica, foi
fundamental para o desenvolvimento da sintese assimétrica, pois permite a avaliagao

precisa do grau de seletividade obtido em uma determinada reago.?'?
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Um excesso enantiomérico de 100% corresponde a um composto
enantiomericamente puro. A reacdo que fornece esta pureza é chamada de
enantioespecifica e representa uma situacao ideal que raramente é atingida na pratica.

O excesso enantiomérico de 0% corresponde a uma mistura (1:1) de enantibmeros,

conhecida como mistura racémica ou racemato, denotada pelo prefixo (+).°

1.5.1 Método polarimétrico

O método classico para determinar o excesso enantiomérico de uma amostra &
medir sua pureza otica através de um polarimetro. A rotagao ética especifica [ a], € uma
grandeza caracteristica de cada composto oticamente ativo, sendo calculada pela

Equacao 4.

T _ %
lal'p= ¢ Equagio 4

Onde:

o = rotagéo Optica observada

| = comprimento da cela polarimétrica, em dm

D = comprimento da linha de emiss&o de sodio (589 nm)

¢ = concentracdo da solugdo, em g de soluto por cm?® de solvente

t = temperatura (grau Celsius)

A medida da rotagdo otica de uma amostra deve ser realizada sob condicdes
definidas de temperatura, solvente, concentragdao e em um dado comprimento de onda de
incidéncia da luz plano polarizada. Estes valores podem ser comparados com rotagdes
conhecidas de amostras enantiomericamente puras de alguns compostos, medidos sob
condicdes idénticas. Este valor € denominado de “pureza 6tica”. Se a medida for realizada
sob condi¢gbes controladas rigorosamente e calibragbes apropriadas, o valor pode ser

comparado com o da “pureza enantiomérica”.®®
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A rotacao da luz plana polarizada é igual para ambos enantidmeros, mas com sinal
contrario. Na literatura encontram-se valores de [a] para varios compostos opticamente
ativos. Esse dado nao so é utilizado como critério de identificagcdo de uma substancia, mas
também para avaliar a pureza optica ou a sua porcentagem em uma mistura. A pureza
enantiomérica, também chamada de excesso enantiomérico (ee), e pode ser calculada

pela Equagio 5.3

rotacao especifica observada
rotacao especifica do enantidmero puro

X100 Equacao 5

Embora este método seja uma técnica geralmente usada para determinar a pureza
enantiomérica, apresenta algumas desvantagens. A amostra sob a analise deve ser
homogénea, destituida de tragos de impurezas quirais e deve ser isolada de uma mistura
reacional sem enriquecimento enantiomérico acidental.®

As medidas de rotagdo oticas sao particularmente sensiveis a temperatura e
concentracdo. Desta forma, os erros nas medidas de rotagao destes efeitos combinados,

sdo estimados em *+ 4%.

1.5.2 Cromatografia gasosa quiral (CGQ)

Um método atrativo para a analise de misturas enantioméricas é o0 uso da
cromatografia gasosa (CG) com fase estacionaria quiral (CGQ). Este método sensivel ndo
€ afetado por tracos de impurezas, é rapido e relativamente simples de ser realizado. Esta
baseado em associacbes moleculares que podem levar a um reconhecimento quiral
suficiente que resulte em uma resolugao enantiomérica. A razao dos picos fornece uma
medida da composi¢do enantiomérica da amostra precisa e quantitativa. Tais medidas
podem ser realizadas com um alto grau de preciséo (+ 0,05%).

O método usa uma fase estacionaria quiral que contém um agente de resolugéo
auxiliar de alta pureza enantiomérica. Os enantibmeros sofrem interagdes diasteroméricas

rapidas e reversiveis com a fase estacionaria, sendo eluido em velocidades diferentes. A
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ee =

amostra deve ser suficientemente volatil e estadvel termicamente, e ser resolvida
quantitativamente sobre a fase quiral.®*>°

As ciclodextrinas ou seus derivados (o, B, y) tém sido aplicada com sucesso na
separagao de enantibmeros pela cromatografia liquida ou gasosa, através do
desenvolvimento de colunas com fases estacionarias quirais.>®*

A razao dos picos, fornece a pureza enantiomérica da amostra (Equacao 6).

(area do isdbmero maior) - (area do isémero menor)

R . . . i . X100 Equacgao 6
(area do isomero maior) + (area do isémero menor)

Ethur, preparou trés novos derivados de p-ciclodextrina: 6-O-isobutiril-2,3-di-O-
pentil,  6-O-t-butildimetilsilil-2,3-di-O-isobutiril,  6-O-t-butildimetilsilil-2-O-pivaloil. ~ Além
desses novos derivados de y-ciclodextrinas: octaquis 6-O-etil-2,3-di-O-pentil, 6-O-isobutiril-
2,3-di-O-pentil, 2,3-di-O-pentil-6-O-pivaloil, 6-O-t-butildimetilsilil-2,3-de-O-isobutiril, 6-O-t-
butildimetilsilil-2-O-pivaloil e 3-O-isobutiril-2,6-di-O-pentil. A coluna quiral 6-iBc-2,3-Pe-3-
CD/OV 1701 (1:1) apresentou bons resultados nas separagbes enantiomérica de (x)-
limoneno, (z)-linalol, (£)-mentol entre outros produtos racémicos. A coluna 6-TBDMS-2,3-
iBc-B-CD/OV 1701 (1:1) foi eficiente na resolugdo dos racematos de (z)-a-pineno, (+)-B-
pineno e (R, S)-2,6,6-trimetil-2,4-heptadien-1-ol. >’

A coluna CP-chirasil Dex CB apresentou bons resultados na separagao dos
enantidbmeros (R,S)-hidréxi(fenil)acetato de metila e (R,S)-acetiloxi(fenil)acetato de

metila.>®

1.5.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE

A separacdo dos enantibmeros por CLAE como na CG, requer um agente quiral. O
método mais direto e preferido € induzir interacdes diasteroméricas dos dois enantibmeros
com a fase quiral estacionaria. Os complexos diasteroméricos formados terdo
estabilidades diferentes, e portanto eluem em tempos diferentes. Uma outra alternativa é

usar suporte aquiral e eluir com solvente quiral.*?
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Com o uso de um aditivo quiral, um composto enantiomericamente puro é
adicionado continuamente a fase moével do CLAE e a separagdo dos complexos
diastereoisoméricos formados pode entdo ser feita com CLAE convencional ou de fase
reversa.>®

Contudo, a metodologia que tem se mostrado mais atrativa € a separagéo direta
com o uso de uma fase quiral estacionaria. A resolugao direta de enantidmeros é possivel

desde que exista reconhecimento quiral entre a mistura racémica e o seletor quiral.>*%°

1.5.4 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio

Os enantidbmeros nao podem ser identificados em um meio aquiral por seu espectro
de RMN porque possuem deslocamentos quimicos equivalentes. Em contraste, os
diasteroisdbmeros podem ser diferenciados porque os deslocamentos quimicos nao sao
equivalentes.

A determinacdo da pureza enantiomérica requer a intervencdo de um auxiliar quiral
para converter os enantibmeros em diasteroisdmeros. A integragao apropriada dos sinais
dos diasteroisdbmeros fornece uma medida da composicao diasteroisomérica, podendo ser
diretamente relacionada a composi¢céo enantiomeérica da mistura original.

Alguns auxiliares quirais amplamente usados formam diasteroisdmeros (agentes
derivatizantes quirais-CDAs) enquanto outros formam complexos diasteroméricos in situ
com os enantidmeros dos substratos (agentes de solvatagcao quiral — CSAs e reagentes de
deslocamento lantanideos quirais — CLSRs).*’

A magnitude do deslocamento quimico n&o equivalente é proporcional ao campo
magnético aplicado. Com a diminui¢gdo da temperatura, na qual o espectro é registrado,
pode-se acentuar a anisotropia entre os diasteroisdbmeros. O uso de solventes pouco polar
tal como cloroféormio-d; e, em particular solventes aromaticos tais como benzeno-ds ou
tolueno-dg oferece consideraveis vantagens. Isto efetivamente exclui a aplicagdo de
métodos de RMN para analise da pureza enantiomérica dos substratos que sdo somente
soluveis em solventes polares como DMSO-de.

Queiroz estudou o potencial de discriminacdo enantiomérica de seletores quirais

para o acido (+)-2-bromoexadecandico. Na presenga dos complexos calix [4]/S-PEA (calix
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[41/(S)-(-)-1 feniletilamina), calix [6]/S-PEA (calix [6]/(S)-(-)-1 feniletilamina), e B-CDPM (j-
ciclodextrinas permetiladas) em CD3sOD/D,0, ocorreu a discriminagdo do Ha do racemato.
Foi também observado que, no experimento com o complexo calix [6]/S-PEA a
temperatura de 25°C, ha uma sobreposicdo entre o sinal discriminado de (*)-2-
bromoexadecandico e o sinal do grupo metilénico do calix [6], em & de 3,8 a 4,0ppm.
Porém, aumentando a temperatura de 25 para 45°C, foi possivel separar satisfatoriamente

o sinal discriminado do sinal do seletor.>®

1.6 Imobilizagao de enzimas

Muitas enzimas sao cataliticamente ativas em ambientes hidrofébicos, com
eficiéncia similar aquela encontrada em solugédo aquosa. Porém, estes catalisadores estao
sujeitos a inativagdo em meio organico, por fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos.
Visando protegé-los das interagdes com o solvente, técnicas de imobilizagdo tém sido
desenvolvidas. >394°

O desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo tem sido importante por
proporcionar a reutilizacdo das enzimas, facilitar a separacdo dos produtos e aumentar a
estabilidade em solventes organicos. %4’

O principal interesse em imobilizar, € obter um biocatalisador com atividade e
estabilidade que n&o foram alterados durante o processo em comparagdo a sua forma
livre. ldealmente, a enzima imobilizada devera exibir uma atividade catalitica superior.
Além disso, ndo deverdo ocorrer modificacdes estruturais, bem como de seu sitio ativo.®® A
imobilizacdo pode inibir ou aumentar a atividade e estabilidade da enzima, porém néo
existe uma regra que confirme a manutengdo destes paradmetros apos o processo de
imobilizagdo.*?

A imobilizagado pode ocorrer através de diferentes métodos, tais como, a adsorcéo
em materiais insoluveis, confinamento dentro de géis poliméricos, encapsulamento em
membranas, ligagcdo cruzada com reagentes bifuncional ou multifuncional e ligagdo a um
suporte insoltvel, 54043
A escolha da matriz € muito importante para uma boa atuacido do sistema com a

enzima imobilizada. As caracteristicas desejaveis para um bom suporte sdo: area
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superficial grande, boa permeabilidade, caracteristicas hidrofilicas, estabilidade quimica,

mecanica e térmica, alta rigidez, forma e tamanhos adequados, resisténcia ao ataque de

microorganismos e poder ser reutilizado.

Na Figura 7 € mostrada, esquematicamente, a classificagdo dos métodos para

imobilizacdo de enzimas.

Métodos de imobilizagao de enzimas

@ = Enzima

Ligacao sobre suporte

LigacaoCruzada

Confinamento

I |

3
15, O

£}

ou QTS/PVA
glutaraldeido.

v Adsorgao fisica: alcool
polivinilico (PVA), galactomanana,
xantana, quitosana, poli-6xido de
etileno (PEO), poli (acido acrilico)
(carbopol), nylon 6.

v Ligagdo covalente: silica,
alumina, celulose, poli(etilenoglicol)
(PEG), metoxi (polietilenoglicol)-p-
nitrofenil carbonato.

v'  Ligagdo ibnica: resina de
trocas ibnicas (DEAE-sefadex, CM-
celulose, Dowex 66, Duolite 568N).

v Quitosana(QTS),

PVA
com
Em matriz
v" Organogéis de

microemulséo 6leo-agua
(com gelatina, agarose ou k-
carragenanas como agentes
gelificantes), aerogéis de
silica, gel de agar, PEO,
caseinato de sédio.

Glc]
@ i
Em
microcapsula

v QTS com alginato de
calcio e gliceraldeido,
alginatos ou carragenanas
com cloreto de calcio ou
potassio.

Figura 7 — Principais métodos de imobilizagdo de enzimas. (adaptado da ref.5)

Os métodos de imobilizagdo estédo divididos em trés categorias, conforme descrito

na Figura 7.
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v' Ligacao em suporte: este método esta subdivido em adsorgéo fisica, ligagédo
covalente e idnica.

O procedimento de adsorgcdo de uma proteina é simples, e € um dos métodos mais
utilizados. A enzima é imobilizada em um suporte sélido por ligagdes de baixa energia tais
como interagcdo de van der Waals ou hidrofébicas, ligagdes de hidrogénio e ibnicas, entre
outras. Varios materiais podem ser usados, e a escolha deles depende de suas
propriedades, como forca mecanica, estabilidade fisica e quimica, carater
hidrofébico/hidrofilico, capacidade de adsorcéo da enzima e custo.****

Crespo® estudou a reacgdo de esterificagdo do acido laurico com n-pentanol,
catalisada por lipases de diferentes fontes imobilizadas em poli-(6xido de etileno) (PEO),
poli-(acido acrilico)(carbopol) e blendas PEO/carbopol. Parédmetros como tempo e
temperatura de reacdo, concentracdo da enzima no suporte € no meio reacional foram
avaliados.

Dalla-Vecchia e col.*°

imobilizaram 10 lipases em carboximetil-celulose (CMC) e poli
(alcool vinilico) (PVA) e na mistura de CMC / PVA. Estes biocatalisadores imobilizados
foram usados nas reacdes de esterificacdo do acido laurico com n-pentanol. As maiores
conversoes, > 99%, foram obtidas com as lipases de Rhyzopus oryzae (LRO) e de Mucor

Javanicus (LMJ) imobilizadas.

v' Ligagao cruzada: as enzimas apos formarem ligacdes cruzadas tornam-se
macromoléculas insoluveis em agua e sdo produzidas pela reagcdo com reagentes
bifuncionais sendo o glutaraldéido, o mais comum e usado. Os dois grupos aldeidicos do
glutaraldéido formam Bases de Schiff com os grupos amino livres dos residuos de
aminoacidos. Este processo € também conhecido como reticulagao.

Tan e col.*® obtiveram monoglicerideos (MG) por hidrélise do dleo de palma
utilizando lipases imobilizadas em membranas de quitosana (QTS), poli (alcool vinilico)
(PVA) e QTS/PVA reticuladas com glutaraldéido ou epicloridrina. A lipase de R. oryzae
(LRO) imobilizada na membrana QTS/PVA foi a mais ativa na reagédo de hidrélise quando
comparada com a LRO imobilizada nas membranas de QTS e PVA. As conversdes em
MG foram de 35-52%.
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Kiling e col.*’

imobilizaram a lipase pancreatica do porco (LPP) em uma matriz
obtida por ligagdes cruzadas entre o poli (alcool vinilico) (PVA) e dicloreto de adipoila, e
utilizaram este sistema no estudo da reacdo de hidrélise da tributirina. Foram avaliados
parametros como atividade da enzima (em diferentes pHs e temperaturas) e estabilidade
(térmica, operacional e estocagem). Foi verificado que a atividade especifica original da
lipase manteve-se em 63%. Porém, o pH 6timo foi modificado de 8,5 para 9,0 e a

temperatura de 30 para 37°C, apds a imobilizacao.

v' Confinamento: este método esta dividido em imobilizacdo em matriz e
microcapsula. A imobilizagdo da enzima via inclusdo ou microencapsulagao consiste em
“‘prender” uma proteina em um polimero insoluvel ou em uma microcapsula. Este € um
processo similar ao de inclusdo, embora neste caso a enzima seja envolvida totalmente
pelo sistema.

A vantagem de utilizar esta técnica é que a enzima interage quimicamente com o
polimero, evitando assim a desnaturacao. Entretanto, a transferéncia de massa através da
membrana pode ser um problema. A velocidade de difusdo dos substratos e produtos
através da membrana é um fator limitante, e geralmente concentragdes altas dos
substratos sao necessarias a fim de limitar esta influéncia. As enzimas encapsuladas
apresentam melhor atividade com substratos pequenos do que com grandes, por estes
nao serem capazes de vencer a barreira imposta pela membrana e se aproximar do sitio
ativo do biocatalisador. >4

Nagayama e col estudaram a esterificacdo do &acido laurico com n-butanol
catalisada pela lipase de Candida antarctica imobilizada em organo-gel de lecitina (MBG).
A gelatina também foi usada na composi¢cédo do MBG. A atividade da lipase foi avaliada em
funcdo da agua, gelatina e concentracdo da lecitina no gel. *®

A velocidade maxima da reacéao foi obtida em GLw (fragdo de volume em agua em
MBG) de 75% v/v, conteudo de gelatina de 18,5% w/v e a concentragéo de lecitina de
18mM. A velocidade de reacao foi influenciada pela mudanca na composicao de MBG. A

lipase imobilizada foi reutilizada e a atividade foi totalmente preservada por 720 h.*®
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1.6.1 Poli-(6xido de etileno) (PEO)

O poli-(6xido de etileno) (PEO) é um polimero formado por unidades monoméricas
de o6xido etileno (-CH,CH,0-), e de massa molar ~100.000 Daltons.

(\Aoa/

n

Mondémero do PEO
1
Queiroz e Nascimento'' estudaram a acilagdo de (R,S)-mandelato de metila com
acetato de vinila, catalisada pela lipase de Pseudomonas sp. imobilizada em PEO e em
gel de agar em éter isopropilico, n-hexano,
reacional.(Esquema 1)
OH

t-butanol e acetona como meio
L

OCH3 )(:J)\ IJPS 0

0 t o X

= OH
~ OCH; OCHs
Solventes(30mL) +
T=25°C (0] (0]
(R,S)-mandelato de metila t=96h
(S)-0-acetil mandelato de metila  (R)-mandelato de metila
€e,>99% ee; = 4-99%
c=4-50%
Esquema 1 — Acetilagdo de (R, S)-mandelato de metila.

A resolugcado cinética de (R,S)-mandelato de metila apresentou os melhores

resultados com a lipase LPS imobilizada em filme de PEO. O grau de conversao foi de
50% e ambos os enantibmeros foram obtidos com pureza 6ptica ee >99%

As lipases de Candida rugosa (LCR) e de Pseudomonas sp (LPS) imobilizadas em
PEO foram usadas na reacdo de esterificagcdo do acido laurico com (R,S)-2-octanol.

Parametros como massa do biocatalisador, tempo, temperatura, e efeito do solvente
organico foram avaliados.*® (Esquema 2)

0]
\/\/\i i

(R,S)-2-octanol

Q C11Hz3
LPS ou LCR livre ]
e imobilizada em PEO laurato de (R)-2-octanoila
25 e 35°C, n-hexano ee, = 98%
E =180
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Esquema 2 - Resolugéo do (R,S)-2-octanol catalisada por lipases livres ou imobilizada em
PEO

O grau de esterificagcdo aumentou em fungdo do tempo, temperatura e massa do
biocatalisador.

Em comparagdao com outros suportes, tais como, silica, alumina ou celite, os
polimeros hidrofébicos como o poli-(6xido de etileno) e poli-propileno, levam a um aumento
da atividade das enzimas. Nestes suportes, as enzimas sdo facilmente adsorvidas. 49°%"

Estudos de microscopia eletronica de varredura (MEV) realizada por Crespo,
mostraram que ndo ha diferenga na morfologia de fratura do filme de PEO puro e com
enzimas. Entretanto, a morfologia da superficie do filme de PEO puro e com enzimas
revelaram que estes biocatalisadores estao localizados preferencialmente na superficie do

material polimérico.*>*°

1.7 Aplicacdes de enzimas

O emprego crescente de enzimas na industria justifica-se pela especificidade e
eficiéncia com que estas catalisam as diferentes reagdes.’*> O seu uso como
catalisadores em reacdes sintéticas iniciou-se no século XX. ***°

A Holland Sweetener Company produz o aspartame (éster metilico de L-a-aspartil-
L-fenilalanina) usando uma enzima proteolitica, a termolisina que catalisa a formagéao
deste dipeptideo a partir do acido L-aspartico N-protegido e éster metililico da D,L-

fenilalanina (Esquema 3). O aspartame é um adogante de baixo teor caldrico. >

HO

(a)termohslna

@AO N;IO:L (b)desproteg:ao Ox J&

ac. L-aspartico N-protegido D,L-fenilalinina metil éster aspartame
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Esquema 3 — Producgao do aspartame usando a termolisina.

Outra aplicacdo de enzimas na industria envolve a producéo da penicilina G/V por
processo de fermentagdo usando cepas de Penicillium chrysogenum, ou ainda cepas
melhoradas através de engenharia genética.>

Muitas das penicilinas, por exemplo, a penicilina G pode ser convertida por acilase
aos correspondentes acidos 6-aminopenicilanicos que atuam como materiais para a

sintese de penicilinas semi-sintéticas, resultando na obtencdo de varios derivados de

NH;

penicilina com diferentes propriedades antibiéticas (Esquema 4).
\ B
acilase NJ<
0/

nie

m
OH - ArCH2COCH

penicilina G j\ OH
(o)

acido 6-amino penicilanico

W

w
c>§‘\\\\“‘~

(6]
acilase
NH, )J\

R OH

X

X =H, OH

Esquema 4 — Hidrdlise da penicilina G e obtencao de derivados com acilase.

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

quais derivam estas proteinas.
A Tabela 2 mostra algumas aplica¢des industriais de enzimas termoestaveis.
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Tabela 2 — Aplicagdes de algumas enzimas termoestaveis.*®

Bioconversoes

Aplicagoes

Enzima Faixa de temp. (°C)
o-amilase (de bactéria) 90-100
o-amilase (de fungo) 50-60
pululanase 50-60
xilanase 45-65,105°
quitinase 65-75°
celulase 45-55,95°
protease 65-85

Lipase 30-70

DNA polimerase 90-95

amido—xaropes de dextrose

amido—xaropes de dextrose
amido—xaropes de dextrose
poupa tratada— xilana + lignina

quitina—quitobiose
quitina—N-acetilglicosamina
(quitibiase)
N-acetilglicosamina—glicosamina
(deacetilagao)

quitina—quitosana (deacetilase)

celulose— glicose

proteina—aminoacidos e peptideos

remocao de gordura, hidrdlises,
interesterificagdes, alcodlises,
amindlises

amplificagdes de DNA

hidrélises de amido,

preparo de bebidas fermentadas,
cozimentos, detergentes
producédo de maltose

producao de xaropes de glicose

industria de polpa e papel

alimentos, cosméticos,
farmacéuticos, agroquimicos

hidrélise de celulose, degradacao
de polimeros em detergentes

preparo de bebidas fermentadas,
cozimentos, detergentes,
Industria de couro

lacticinios, 6leos, detergentes,
polpa, farmacéuticos, cosméticos.
e industria de couro

engenharia genética/PCR

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

Conforme ja mencionado, as enzimas hidroliticas (lipases, proteases, amilases e

celulases) sdo as mais freqluentes usadas em sintese organica, e devido as suas

propriedades e vantagens na utilizagdo, as lipases tém sido amplamente investigadas.

40,43

A seguir serdo mostradas algumas aplicagdes adicionais das lipases, em especial

em sinteses enantiosseletivas.

Yadav e Sivakumar® utilizaram as lipases Novozym 435 (lipase de Candida

antarctica, CAL-B), lipozyme RM IM (lipase de Rhizomucor miehei) e lipozyme TL IM

(lipase de Thermomyces lanuginosus) na resolugao de (R,S)-mandelato de metila via

hidrolise, para obter o (R)-(-) acido mandélico, o qual é um intermediario importante na

industria farmacéutica. A Novozym 435 foi a mais efetiva na hidrélise de R-(-) mandelato
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de metila, formando o produto com pureza éptica de 78% em 24 h. Parametros como
velocidade de agitagao, concentragao do substrato e temperatura foram estudados.

Di Cosimo e col.%®

estudaram a acilagdo enantiosseletiva de varios (R,S)-2-(1-etil-
amino)-3-cloro-5-(substituido)piridinas com a lipase de Candida antarctica e acetato de

etila como agente acilante (Esquema 5).

X Cl X cl
N CAL-B | N SN
“ Nf2 EtOAc F NH, + ‘ N NH__-CHs + FEOH
CHs CH, cj;|-|3 H
S)-2 a-c
(RS)-2 a-c (S) (R)-2a-c
a: X =Br,
b: X=ClI
c: X=HF,CCO

Esquema 5 — Acilagdo enantiosseletiva de (R,S)-2-(1-etil-amino)-3-cloro-5-(substituido)-

piridina catalisada pela CAL-B.

O (R)-isbmero de (R,S)-2-(1-etil-amino)-3-cloro-5-bromopiridina (2a) foi obtido com
ees de 94%, 55% de conversao e E de 27.

A reacédo do (R,S)-2-(1-etil-amino)-3,5-diclopiridina (2b) e (R,S)-2-(1-etil-amino)-3-
cloro-5-(difluorometéxi)-piridina (2¢) com acetato de etila catalisada pela CAL-B mostrou
menor enantiosseletividade quando comparada com 2a, sendo os valores de E de 6, 12 e
27, respectivamente.

A resolugdo enzimatica, mediada por lipases dos 4&cidos (R,S)-2-clorofenoxi

propionico e (R,S)-2-bromo hexandico, foi estudada por Nascimento e col.*®

Na resolucao
destes 4cidos, os valores de ees obtidos foram de 1-76%, ee, de 6-96% e E = 1,1-118.

(Esquemas 6)
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R
R,0H H OR, OH
- — R*ﬁ( + R
. I 5
R

OH Lipase
- ¢ R,OH g
O 2 OR, + B OH
R1 R'l
o) (0]
R- S- Acido
R =CH;, Br
R, = 4-clorofendxi, butil ee, = 6-96% e, = 1-76%
R, = ciclohexil, hexil
E=1,1-118

Esquema 6 — Resolucdo enzimatica dos acidos racémicos catalisados pela LCR livre ou
imobilizadas em PEO.

Romero e col®

sintetizaram o acetato de isoamila, a partir do alcool isoamilico e
anidrido acético catalisada pela CAL-B em n-hexano. Parametros reacionais tais como
doador acila (acido acético, acetato de aménia, acetato de etila e anidrido acético),
temperatura, razdo enzima/substrato e concentragdo do substrato foram avaliados. O
melhor resultado foi obtido com o anidrido acético, formando o éster com 91% de
rendimento. (Esquema 7)

Os ésteres de cadeia curta, que sao fragrancias e flavorizantes, sdo também
largamente usados na industria alimenticia, cosmética e farmacéutica. O acetato de

isoamila € o mais empregado em alimentos (74.000 kg/ano), devido ao seu cheiro de

banana.
ol
)\/\ _CALB )k )k
OH + O Ol
0O n- hexano
alcool isoamilico 30°C acetato de isoamila

91%
anidrido acético

Esquema 7 — Sintese do acetato de isoamila catalisada pela CAL-B.
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O uso de lipases para formar ligagbes amidicas em solventes orgéanicos foi
prenunciado varios anos atras®® e a reacéo de amindlise enzimatica foi aplicada na sintese
preparativa de peptideos por Klibanov®' e Wong.%? Alguns exemplos dos peptideos
preparados via enzimatica sdo N-acetil-L-fenilalanil-L-leucinamida, N-acetil-L-fenilalanil-L-
alanilamida e N-acetil-L-fenilalanil-D-leucinamida.

O uso de lipases para a preparacao de amidas quirais foi também demonstrado na
reacao de resolugao do cloropropionato de etila racémico com varias aminas aromaticas e

alifaticas.®® (Esquema 8)
Cl

OEt 1 RrNH, LCC 5
hexano
O

ou CC14

R = alquila, 2-25°C _
R = arila, 60°C (S)-amida ee = 40-95%

LCC = lipase de Candida cylindracea

Esquema 8 — Sintese enzimatica de amidas opticamente puras.

As lipases também tém sido usadas na preparagédo de algumas amidas quirais pela
amindlise de ésteres.

Soledade e col.%*

sintetizaram derivados do carbamato usados na obtencao de
compostos com propriedades inseticidas, utilizando diferentes lipases. Os produtos foram
obtidos com valores de ee elevados a moderados, sendo que o carbamato foi obtido com a

configuracéo R. (Esquema 9).
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Q HC H
* lipase
\Mn/\o O/\ + p - R R
hexano/25°C
R t=72h o

lipases: H .CH,
pancreética do porco (LPP) R =H, CI, OCH; S S O)J\NH '
Candida rugosa (LCR) " S
Pseudomanas cepacia (LPS) R
Candida antarctica (CAL) eep =62-99%

Esquema 9 — Sintese estereosseletiva de derivados do carbamato.

|65

Rebolledo e col”” estudaram a resolugdo cinética de (*)-frans e (*)-cis-2-

fenilciclopentanamina catalisada pela CAL-B (Esquemas 10 ).

_}__\IHz NH

O 22 D Dy
(+)-trans (15,2R) (1R,2S5)
2 NH, O§<NH
e D
(¥)-cis (18,25) (1R,2R)

Esquema 10 — Acetilagdo de (*)-frans e (x)-cis-2-fenilciclopentanamina catalisada pela
CAL-B.
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Na reacao entre (+)-trans-2-fenilciclopentanamina e acetato de etila a porcentagem
de converséo foi de 50% e E >200, e a acetilagdo de (+)-cis-2-fenilciclopentanamina a
conversao e razao enantiomérica foram menores, sendo de 16 e 28%, respectivamente.

Uma grande diferenca na velocidade e enantiosseletividade da reacgado foi
observada para ambos diastereisbmeros, indicando a influéncia da configuragcdo do

carbono-2 na atividade da enzima.
1.8 Liquidos idnicos na biocatalise

Os liquidos ibnicos sdo liquidos a temperatura ambiente, ndo volateis, termicamente
estaveis, moderadamente hidrofilico, apresentam alta condutividade térmica, alta
viscosidade e possuem a habilidade de dissolver uma grande variedade de compostos
organicos, inorganicos e poliméricos. Estes sais sao formados por um cation e um anion e
representam uma nova classe de solventes polares os quais sd&o considerados

“ambientalmente verdes”.®®%"®® (Figura 8).

R\N/\N/CHs R = butil, etil

\ @ / < X = BFy, PFg, N(Tf)*

[\ /\/\NZ_\N

+ BF4-
N X N PR NN
1-butil-3-metil imidazol hexafluorfosfato 1-butil-3-metil imidazol tetrafluorborato
N+\v N ~ (CF53SO,)N”

1-butil-3-metil imidazol bis(trifluormetil)-sulfonil imida

Figura 8 — Representacao estrutural dos liquidos ibnicos e exemplos dos mais utilizados

em biocatalise.
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Sao solventes promissores na biocatalise, e seu uso pode aumentar a atividade,
seletividade, estabilidade e enantiosseletividade enzimatica quando comparado aos
solventes organicos convencionais.®®’® A combinagédo de diferentes cations ou anions
possibilita obter uma grande variedade de liquidos ibnicos, cada um com suas
propriedades especificas de solvatagdo resultando em sistemas misciveis ou imisciveis. ”’

Como mencionado, os liquidos ibnicos sao altamente polares e sua polaridade é
determinada através do coeficiente de particdo (indica a hidrofobicidade do solvente) e

também pelo método solvatocromico '? (Equagdes 6, 7 e 8 respectivamente)

Log P = [soluto] fase octanol / [soluto] fase aquosa Equagéo 6
Et (solvente) [Kcal/mol] = 28591/Amax(nm) Equagao 7
EtN (solvente) = Et (solvente) — 30,7 / 32,4 Equacéo 8

Outra vantagem em utilizar liquidos ibnicos como solvente, € que eles podem ser
reutilizados.®*"°

Geralmente os liquidos ibnicos podem ser usados de trés modos diferentes, ou seja,
como solvente puro, como co-solvente em meio aquoso ou em sistema bifasico ou
trifasico.

Na Figura 9, tem-se um exemplo do uso do liquido idnico em sistema trifasico.”

Figura 9 - Liquidos i6nicos em sistema trifasico.
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1.8.1 Aplicagoes dos liquidos idnicos na biocatalise

Kim e col.% utilizaram as lipases de Candida antarctica (CAL-B) e Pseudomonas
cepacia (LPC) na reagao de transesterificagdo dos compostos 3a-d. Os liquidos iénicos 1-
etil-3-metil imidazol tetrafluorborato — [EMIm] [BFs] e 1-butil-3-metil imidazol
hexafluorfosfato — [BMIm] [PFg], foram usados como meio reacional e os resultados
comparados com THF e tolueno. Como agente acilante utilizou-se o acetato de vinila. A
enantiosseletividade de CAL-B foi estudada para a reagdgo de 3a e 3b, e a

enantiosseletividade da LPC para os compostos 3c e 3d. (Esquema 11)

Ri OAC Ry OH o
R4< + m R— + —f T— )k
H
3 OH 4 OAC
/CH3
\ / 0 CH;
3a \C[)I/\O|/H

3b
OH
OH
(0]
©)\/Cl ©/ \)\Cl
3d
3c

Esquema 11 — Transesterificacdo dos compostos 3a-d catalisada por lipases.

Os resultados obtidos estao apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Transesterificacdo enantiosseletiva catalisada por lipases em solventes

organicos e liquidos iénicos.®

substrato lipase solvente  ees (%) eey (%) E

3a CAL-B THF 92 95 141
tolueno 97 96 207
1 91 99 648
2 79 > 99 >967
3b CAL-B THF 80 82 26
tolueno 97 95 187
1 94 98 651
2 67 94 155
3c LPC THF 18 95 56
tolueno 42 98 158
1 39 98 183
2 12 >99 >450
3d LPC THF 42 98 150
tolueno 41 96 85
1 49 98 172
2 85 >99 >1000

substrato (3a,3b, 3c e 3d) (0,15 mmol), lipase (20mg), acetato de vinila
(1,5 - 3 equiv.) e solvente (1mL) at 25°C. 1 = [BMIm] [BF,]; 2 = [BMIm][PFg¢].

Observou-se que as lipases foram 25 vezes mais enantiosseletivas em liquidos

ibnicos do que em solventes organicos convencionais.
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ltoh e col.” estudaram a reacao de transesterificacdo do 5-fenil-1-penten-3-ol (+) (5)
com acetato de vinila como agente acilante, e com a CAL-B como catalisador. Esta
reacao foi realizada em 1-butil-2,3-dimetil imidazol tetrafluorborato [BDMIm] [BF 4] e 1-butil-
2,3-dimetil imidazol hexafluorfosfato [BDMIm] [PFs] (Esquema 12).

OH OAc OH
_ acetato de vinila N P
5 [BDMim][BF,] 6 7

Esquema 12 — Reacgao de transesterificacdo catalisada por lipase em liquidos i6nicos.

A reacao usando [BDMIm] [BF4] procedeu em condigdes suaves e foi possivel usar
a CAL-B 10 vezes repetidamente, mantendo a enantiosseletividade ( E>200% e ee,>99%)

e alta reatividade (31-36%), conforme mostrado na Tabela 4.

Tabela 4 — Reutilizagdo da CAL-B na resolugcao enantiosseletiva de 5.

re-utilizagdo tempo (h) c (%) ee, (%)-5 E
1 2 33 >99 >200
2 3 34 >99 >200
3 3 34 >99 >200
4 3 31 >99 >200
5 3 30 >99 >200
6 3 30 >99 >200
7 3 34 >99 >200
8 3 36 >99 >200
9 3 36 >99 >200
10 3 36 >99 >200

CAL-B (25mg), [BDMIm] [BF,4] (1,5 mL), substrato (5) (0,30 mmol),
acetato de vinila (0,45 mmol), 35°C.
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Kato e col. " estudaram a acilagdo enantiosseletiva do 1-fenil etilamina (8) e 2-fenil-
1-propilamina (9) com acidos carboxilicos catalisada pela CAL-B, na auséncia de solvente

organico ou presenca de liquidos i6nicos. (Esquema 13).

CHs CH; CH,4

NH NH
o NH ©/10\ 2, | "NHCOR

lipase
ch. * R-COOH . CH + HO
3 auséncia de solvente/ =3

CH,
NH, liquido idnico 2 NH, NHCOR
+
, ()W i

R= C7H15’ Cl 1H23, CHZZCHCH2CH2

Esquema 13 — Acilacao enantiosseletiva do 1-fenil etilamina (8) e 2-fenil-1-propilamina (9)

catalisada pela CAL-B.

A reacdao com acido 4-pentendico na auséncia de solvente foi mais lenta para a
amina 8, formando o produto com conversdao de 0,6%. Porém, procedeu mais
rapidamente para a amina 9, formando o produto com conversao de 38,2%. Isto se deve
ao fato de que provavelmente a amina 9 pode acessar mais facilmente o sitio ativo da
enzima devido ao centro esterogénio estar distante do grupo amino. Os valores de E
variaram de 6 >500 para as aminas 8 e 9, respectivamente.

Quando utilizaram os liquidos i6nicos [BMIm][PFs] e [EMIm][BFs], a
enantiosseletividade da amina 8 manteve-se alta em ambos solventes, sendo o valor de E
>500, e obteve-se um aumento na porcentagem de conversdo de 48,9 e 20,7, quando
comparado com o sistema na auséncia de solvente, respectivamente. Diferentes
resultados foram obtidos para a reacdo usando a amina 9 com acido 4-pentendico, sendo
E de 2 em ambos liquidos ibnicos.

Maiores valores de conversdo foram também alcangados com o uso de liquidos

ibnicos.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Tendo em vista a relevancia de compostos enantiomericamente puros e o uso de

enzimas como catalisadores para obtencao destes, este trabalho tem como finalidade

avaliar a eficiéncia de diversas lipase livres e/ ou imobilizadas na reacdo de amindlise do

(R,S)-mandelato de metila com n-butilamina e na preparagédo do acetato de geranoila com

alto rendimento.

2.2 Objetivos especificos

Sintetizar a amida racémica (R,S)-N-butil-2-hidréxi-2-fenilacetamida e as
enantiomericamente puras (R)-N-butil-2-hidréxi-2-fenilacetamida e (S)-N-butil-2-hidroxi-
2-fenilacetamida via ndo enzimatica, que serao utilizadas como padrdes nas analises

em cromatografia gasosa de fase estacionaria quiral (CGQ).

Caracterizar as amidas (R,S), (R) e (S)- N-butil-2-hidréxi-2-fenilacetamida por técnicas
espectroscopicas de infravermelho (IV), ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e

carbono, e cromatografia gasosa com fase estacionaria quiral (CGQ).

Avaliar a eficiéncia quanto a enantiosseletividade das lipases de Rhizomucor miehei
(Lipozyme RM IM), de Thermomyces lanuginosus ( Lipozyme TL IM), de Mucor miehei
(Lipozyme IM), de Pseudomonas cepacia (lipase PS), lipase PS imobilizada em terra
diatomacea (PS-D), lipase PS imobilizada em particulas de ceramica (PS-C), PS, PS-C
e PS-D livres ou imobilizadas em PEO poli-(oxido de etileno) e da lipase de Candida
antarctica (CAL-B) na reacdo de amindlise enantiosseletiva do (R,S)-mandelato de

metila com n-butilamina.

Avaliar a influéncia de solvente orgéanico (n-hexano, cloroférmio e t-butanol) e em

misturas com os liquidos idnicos 1-butil-3 metil imidazol tetrafluorborato [BMIm][BF,] e
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1-butil-3-metil imidazol hexafluorfosfato [BMIm][PFs], na obtencdo das amidas quirais

citadas anteriormente utilizando lipases.

Estudar o efeito da temperatura, e quantidade da CAL-B na reacéo do (R,S)-mandelato

de metila com n-butilamina.

Preparar e caracterizar o acetato de geranoila, via enzimatica utilizando as lipases de
Asperqgillus niger (LASP), Pseudomonas cepacia (LPS), lipase PS imobilizada em terra
diatomacea (PS-D), lipase PS imobilizada em particulas de ceramica (PS-C), e de

Candida antarctica (CAL-B).

Comparar os resultados obtidos neste trabalho com outros reportados na literatura.
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3- Parte experimental

3.1 Materiais

Na preparacao do suporte, filme de poli-(6xido de etileno),PEO, utilizou-se PEO da
Aldrich. Algumas informagdes adicionais sao fornecidas abaixo:

e PEO com massa molar de 300.000 daltons (lote 01729J2).

Para a realizagcdo deste trabalho utilizaram as enzimas: lipases de Rhizomucor
miehei (Lipozyme RM IM) (5-6 BAUN g'), Thermomices lanuginosus (Lipozyme TL IM)
(250 IUN g™), Mucor miehei (Lipozyme IM) (5-6 BAUN g™) e lipase de Candida antarctica
(imobilizada em macroporos de resina acrilica) (Novozym 435 — CAL-B) (10,000 Plu g™)
fornecidas pela Novozymes. As lipases de Pseudomonas sp (LPS) (30,000 U g™,
Pseudomonas sp. (PS-D) (imobilizadas em terra diatomacea) (500 U g7), lipase
Pseudomonas sp. (PS-C) (imobilizadas em particulas de ceramica quimicamente
modificada com grupos metacrilicos) (600 U g™') foram fornecidas pela Amano. A lipase de
Asperqgillus niger (18,2 U/mL) foi doada pela Profa. Patricia Carvalho da Universidade de
Sao Francisco (USP), Braganga Paulista-SP, e foi isolada de um microorganismo da
regido de Bueno Brandao (MG), purificada e identificada conforme descrito na literatura.™®

Os solventes e reagentes foram das seguintes procedéncias:

e Aldrich: cloroférmio deuterado, 1-metilimidazol;

e Merck: metanol;

e F.Maia: tolueno, tetrahidrofurano(THF);

e Sigma: acido (R,S)-hidroxi(fenil) acético, (R)-hidroxi(fenil) acético e (S)-
hidréxi(fenil) acético.

e Vetec: n-butilamina, t-butanol, éter-isopropilico, n-hexano, acetona, cloroférmio,
bicarbonato de sddio, sulfato de magnésio anidro, diclorometano;

e Dinamica: éter etilico;

e Nuclear: piridina;

e Strem Chemicals Inc: hexafluorfosfato de potassio;

e Across: tetrafluorborato de sddio;
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3.2 Caracterizacao dos compostos

Os compostos foram caracterizados por analises espectroscépicas (IV, RMN 'H,
RMN 'C) e por cromatografia gasosa com fase quiral (CGQ) por comparacdo com

padroes.

3.2.1 Espectrofotometria no infravermelho

Os espectros de absor¢do na regiao do infravermelho foram registrados em um
espectrofotdbmetro da Perkin Elmer FT-16-PC, em pastilha de KBr. O padrao de referéncia

usado foi um filme de poliestireno com absorgdo em 1028 cm™.

3.2.2 Ressonéancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e carbono

(RMN *C) foram obtidos no espectrometro Bruker AC 200MHz e Varian 400 MHz,

utilizando como referéncia interna tetrametilsilano (TMS, 6 = 0,00). O solvente utilizado foi
o cloroférmio deuterado.

As constantes de acoplamento (J), foram medidas em Hertz (Hz) e os sinais

caracterizados como: dubleto(d), duplo dubleto (dd), multipleto (m), singleto (s), tripleto(t),

quarteto (q), quinteto (qui) e sexteto (sex).
3.2.3 Cromatografia gasosa com fase quiral

Os excessos enantioméricos dos produtos e substratos das reagdes de biocatalise
foram monitorados no cromatografo gasoso da marca Shimadzu-14B. A coluna capilar
utilizada foi Chrompack (CP 7502), Varian (CP 7502) constituida da fase CP-chirasil Dex
CB (25m X 0,25mm ID X 0,25 um). Nesta fase a molécula de p-ciclodextrina esta
quimicamente ligada ao filme de dimetilpolisililoxano. Esta ligagdo impede a ciclodextrina
de migrar para diferentes localidades na superficie do filme. Desta forma a

enantiosseletividade € homogénea através da fase, resultando em um maior fator de
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resolugdo entre os isbmeros. (Chrompack, CP Chirasil-Dex CB. 1999,

www.chrompack.com e Variam CP Chirasil-Dex CB.2005 varianbr@varianinc.com.br).

As condi¢cbes de analise da CGQ (cromatografia gasosa com fase quiral) foram
determinadas para cada composto. Primeiramente, os padrées racémicos previamente
sintetizados foram submetidos a CGQ para obter as melhores condi¢des de separagéao dos
enantidmeros. Posteriormente, os produtos de sintese foram analisados sob as mesmas
condigbes. A programacdo utilizada para separar os enantidmeros dos substratos e

produtos esta descrita nos itens 4.2 e 4.4 em resultados e discusséo.
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3.3 Preparaciao das lipases imobilizadas

3.3.1 Imobilizagao de lipases em filmes de PEO

Em um béquer contendo 25 mL, de agua adicionou-se 500mg de PEO e a solugéo
foi agitada por 12 horas. Apos este periodo, colocou-se a massa de lipase conhecida®. O
sistema foi agitado por mais 4 horas para completa solubilizagdo da enzima. A solugao
resultante foi depositada em um recipiente de teflon e colocada sobre um banho de areia a
40°C. Desta forma obteve-se o filme de PEO apds a evaporagao da agua. O filme de PEO
contendo a enzima foi retirado do recipiente, cortado em pequenas secgbdes e guardado

em solvente organico para uso posterior nas sinteses assimétricas. (Esquema 14)

=
500mg PEO lipases %
25 mL agua —p B Bol — [
Agitacdo Agitagio @
(12h) (4h)
24h
R
. Secagem
Filmes de PEO

Lipase/PEO 25mL
solvente organico

Esquema 14 — Imobilizacao de lipases em filme de PEO.

* As concentragdes serdo especificadas no decorrer dos resultados e discussdes para cada reagio



3.4 Preparacgao de liquidos idonicos

3.4.1 Preparagao do butil metanosulfonato (CH;SO;Bu)

Em um baldo de 2000mL adaptado com um funil de adicdo, adicionou-se
diclorometano (1000mL), trietilamina (EtsN; 1,60mol, 161,6g), n-butanol (n-BuOH; 1,60moal,
118,4g) e o restante do diclorometano (400mL). A seguir adicionou-se cloreto de metano
sulfonila (CH3SO,Cl; 1,60mol, 183,2g) com agitagdo vigorosa e lentamente para evitar o
aquecimento da solucdo. A temperatura foi mantida entre 10-20°C, controlada com banho
de gelo. Apdés a adigdo, agitou-se a solugdo por duas horas a temperatura ambiente.
Posteriormente, lavou-se a fase organica com agua (2x 300mL), separou a fase orgéanica
e secou com carbonato de sédio anidro (Na,COs). Evaporou-se o solvente organico,
seguido de destilagdo sob pressao reduzida. O butil metanosulfonato foi obtido com 93%

de rendimento, como liquido incolor (pe = 80-82°C).”®
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3.4.2 Preparacéo do 1-butil-3-metil-imidazol metanosulfonato (14)

Em um baldo de 250mL, misturou-se butil metanosulfonato (CH3SO3;Bu; 1,59mol,
241,9g) com 1-metilimidazol (1,59mol, 130,5g), e a mistura reacional foi mantida a
temperatura ambiente (deixou-se um banho de gelo préximo, pois a solu¢gdo aquece um
pouco). Apos 24h, adicionou-se alguns cristais de 1-butil-3-metil imidazol
metanosulfonato para auxiliar a cristalizacdo do composto, e a mistura reacional foi
mantida a temperatura ambiente por 72 horas até todo o imidazol ser consumido.

A recristalizacdo foi realizada duas vezes usando acetona a quente como
solvente. O 1-butil-3-metil-imidazol metanosulfonato foi obtido com 96% de rendimento
como um solido branco (pf = 77,1°C), e como é muito hidroscépico este foi mantido sob

vacuo.

RMN 'H (300,MHz, CDCls), § 9,67 (s, 1H, C-H imidazol), 7,47 (s, 1H, J = 1,8Hz,

\/\/ / \ C-H imidazol), 7,36 (s,1 H, J = 1,8Hz, C-H imidazol), 4,1 (s, 2H, J = 7,2Hz, NCH,),
’i‘\/"‘\ CH;SO5'| 3,89 (s, 3H, NCH), 2,59 (s, 3H, CH;S03), 1,72 (quin, 2H, J = 7,2Hz, CH,), 1,20

14

(sext, 2H, J = 7,2Hz, CH,), 0,79 (t, 3H, ] = 7,2Hz, CHs).
RMN °C (300, MHz, CDCly), § 137,4, 1235 e 121,8 ( C-H imidazol), 49,2 (NCH,),

39,4 (CH;S0;), 35,9 (NCH;), 31,7 ¢ 19,0 (CHy), 13,0 (CHs).

3.4.3 Preparacio do 1-butil-3-metil imidazol tetrafluorborato [BMIm][BF] (15)"®"’

Em um béquer de 250mL, adicionou-se 1-butil-3-metil imidazol metanosulfonato
(14) (46,2mmol, 10,839), tetrafluorborato de sédio (48,2mmol, 5,3g), agua destilada
(10mL), agitou-se vigorosamente por 30 minutos. A fase aquosa foi separada e
descartada, e ao restante do liquido adicionou-se tetrafluorborato de sédio (3,6mmol,
0,4g) e agua destilada (1mL). Agitou-se continuamente por 15 minutos, e
posteriormente adicionou-se diclorometano (30mL). A fase organica foi separada, seca
com carbonato de sédio anidro e filtrada. Evaporou-se o solvente, e o composto foi
seco sob de vacuo. O 1-butil-3-metil imidazol tetrafluorborato foi obtido com 79% de

rendimento, como um liquido incolor viscoso.
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IV(KBr)v(em™) 3160 ¢ 3119 [v (C-H) aromatico], 2963, 2938 ¢ 2876 [v (C-H)
alifatico], 1573 e 1171[v (C=C)], 1061 [v (BF)].

N BF
15 \/ \ 4 RMN 'H (300 MHz, acetona d¢), 6 9,55 (s, 1H, C-H imidazol), 7,85 (s, 1H, C-H

imidazol), 7,79 (s,1 H, C-H imidazol), 4,40 (t, 2H, ] = 7,1Hz, NCH,), 4,07
(s, 3H, NCHj3 ), 1,93 (m, 2H, CH,), 1,37 (m, 2H, CH,), 0,95 ( t, 3H, J = 7,3Hz, CH).
RMN '3C (75 MHz, acetona dg), & 138,9 (C-H imidazol), 124,0 ( C-H imidazol),

122,7 (C-H imidazol), 49,4 (NCH,), 35,9 (NCH3), 32,2 (CH,), 19,3 (CH,), 13,1 (CHj).
3.4.4 Preparagio do 1-butil-3-metil imidazol hexafluorfosfato [BMIm][PFs] (16)"®"

Em um béquer de 250mL, adicionou-se 1-butil-3-metil imidazol metanosulfonato
(14) (55,6mmol, 13,0g), hexafluorfosfato de potassio (61,3mmol, 11,3g) e agua destilada
(30mL), e agitou-se vigorosamente por 30 minutos. A fase aquosa foi separada e
descartada, e ao restante do liquido adicionou-se hexafluorfosfato de potassio
(2,7/mmol, 0,5g) e agua destilada (5mL). Agitou-se continuamente por 15 minutos, e
posteriormente adicionou-se diclorometano (30mL). A fase organica foi separada, seca
com carbonato de sédio anidro e filtrada. Evaporou-se o solvente e o composto foi seco
sob vacuo. O 1-butil-3-metil imidazol tetrafluorborato foi obtido com 95% de rendimento,

como um liquido incolor viscoso.

/:\ IV(KBr)v(cm™) 3171 e 3125 [v (C-H) aromatico], 2965, 2939 ¢ 2878 [v (C-H)
N”\/ N\ PF, alifatico], 1571 e 1167[v (C=C)], 836 [v (PF)].
16 RMN 'H (300 MHz, acetona dg), 6 8,95 (s, 1H, C-H imidazol), 7,74 (s, 1H, C-H

imidazol), 7,68 (s,1 H, C-H imidazol), 4,36 (t, 2H, J=7,3Hz, NCH,), 4,05
(s, 3H, NCH3), 1,93 (m, 2H, CH,), 1,37 (m, 2H, CH,), 0,96 (t, 3H, J = 7,3Hz, CH3).
RMN "*C (75 MHz, acetona dg), 6 137,0 (C-H imidazol), 124,1 (C-H imidazol), 122,7

(C-H Imidazol), 49,6 (NCH,), 36,0 (NCH3), 32,1(CHy), 19,3 (CH,), 13,0 (CHs).
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3.5 Sintese nao enzimatica dos reagentes racémicos e padrées quirais

3.5.1 Preparacgao do (R,S)-mandelato de metila (17)

Em um baldo de 250mL colocou-se 0,7g (5mmol) de (R,S)-acido hidroxi (fenil)
acético em 10mL de metanol e 2 gotas de &acido sulfurico concentrado (H2SO4). A
solugéo foi refluxada por 5 horas, sendo acompanhada por cromatografia de camada
delgada (ccd). O excesso de metanol foi evaporado e o produto dissolvido em éter
etilico. Lavou-se com H,O (3x 20mL), seguido por solugdo de bicarbonato de calcio
saturado (3x 20mL) até remover todo acido sulfurico. A fase organica foi seca com
sulfato de magnésio anidro (MgSOQO,) e evaporou-se o solvente. O composto (R,S)-
mandelato de metila (17) foi obtido com 75% de rendimento como um sdlido branco (pf
= 53-54°C).

Os compostos (R)-18 e (S)-19, foram preparados através da mesma metodologia.

O (R)-mandelato de metila (18), apresentou rotagao o6tica especifica [a] = -121,6
[0,017, CHCI3, enquanto o (S)-mandelato de metila (19), foi de [a] = +128,6 [0,012,
CHCI3], e o (R,S)-mandelato de metila, (17), [a] = 0. Estes valores foram comparados
com as da literatura, sendo que para o (R)-18 é de [a] = -146 [2, MeOH] e para o (S)-19
é de [a] = +142 [2, MeOH].”

OH IV(KBr)v(cm™) 3070[v (C-H) aromatico], 3444 [v (OH)], 1740 [v (C=0)]
OMe RMN 'H (200, MHz, CDCly), § 7,25-7,39 (m, SH, C-H aromatico) 5,17 (s, IH, OCH ),
3,45 (s, 1H, OH), 3,75 (s, 3H, OCH, ).

(RSAT RMN “C(200, MHz, CDCly), § 173,7 ( C=0), 138, 17 ( C aromatico), 128,2 ¢ 126,4

(C-H aromatico), 72,7 ( CH-0), 52,5 ( OCHj).

Rf=0,38 (hexano:acetato de etila 8:2 v/v)

Os espectros de IV, RMN 'H e RMN "°C s&o idénticos para os compostos (R,S)-
17 (R)-18 e (S)-19, pois estes possuem comportamento espectroscopico e propriedades
fisicas (ponto de ebulicdo e fusdo) semelhantes. Porém, o sentido da rotagao do plano

da luz polarizada ¢ diferente para cada um dos enantidmeros. 24?°
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3.5.2 Preparacao da (R,S)-N-butil-2-hidréxi-2-fenilacetamida (22)

Em um baldo de 250mL colocou-se 0,17g (1mmol) de (R,S)- mandelato de metila
(17) em 15mL de cloroférmio, adicionou-se n-butilamina 0,1mL (1mmol) e 2 gotas de
piridina. A solugao foi refluxada por 10 horas, sendo acompanhada por cromatografia de
camada delgada (ccd). O excesso de cloroférmio foi evaporado e o produto dissolvido
em éter etilico e extraido com solugbes de HCI 5% (2x 10mL). A fase orgénica foi
separada e seca com sulfato de magnésio anidro (MgSQO,), e em sequéncia evaporou-
se o solvente para obtencao da N-butil-2-hidréxi-2-fenilacetamida.

O composto (R, S)-N-butil-2-hidroxi-2-fenilacetamida (22) foi obtido como um dleo
amarelado.

Os compostos (R)-20 e (S)-21, foram preparados através da mesma metodologia

O composto (R)-N-butil-2-hidréxi-2-fenilacetamida (20) apresentou uma rotagao
otica especifica [a] = - 48,5 [0,002, CHCIs], o (S)-N-butil-2-hidréxi-2-fenilacetamida (21)
[a] =+ 53,4 [0,002, CHCIs) € o (R,S)-N-butil-2-hidroxi-2-fenilacetamida (22) [a] = 0

OH IV(KBr)v(cm™): 3444 [v (OH)], 3070[v (C-H) aromatico], 3282[v (NH)}, 1646

NHR [v (C=0, banda de amida)], 1554 [v (NH, banda de amida].

RMN 'H (200 MHz, CDCl5), & 7,2 (m, 5H, C-H aromaticos), 6,2 (s,1H, NH), 4,8
(R,S)-22

(s, 1H, CH-0), 3,57 (s, 1H, OH), 3,15 (dd, 2H, NCH2), 1,36 - 1,18 (m, 4H,

2 CH,), 0.8 (t, 3H, CHy).
RMN °C (200 MHz, CDCLy), § 167,6 ( NC=0), 135,1 (C aromético), 124,3,
124,0 e 122,3 (C-H aromético), 69,6 (CH-0), 34,8 (NCH,), 26,9 (CH,), 25,2

(CH,), 15,4 (CH;).

RMN "H e RMN *C sao idénticos para os compostos (R)-20, (S)-21 e (R,S)-22,

pois estes possuem comportamento espectroscépico e propriedades fisicas (ponto de
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ebulicdo, fusdo) semelhantes. Como mencionado acima, o sentido da rotagao do plano

da luz polarizada é diferente para cada um dos enantibmeros

3.6 Sintese via enzimatica

3.6.1 Sintese de amidas derivadas do (R,S)-mandelato de metila (17) usando

solventes organicos convencionais e liquidos idnicos

O Esquema 19, p.52", mostra a reagdo de amindlise de (R,S)-mandelato de
metila (17) com n-butilamina usando diferentes lipases, em diferentes solventes

organicos e em mistura com liquidos idnicos.

A. Solventes organicos convencionais

Em um erlenmeyer de 250mL, adicionou-se (R,S)-mandelato de metila (17)
(0,175mmols, 25mg), solvente organico (25mL) e as lipases de Rhizomucor miehei
(Lipozyme RM IM), Thermomices lanuginosus (Lipozyme TL IM), Mucor miehei
(Lipozyme IM), lipase de Candida antarctica (CAL-B), ou as de Pseudomonas sp,
Pseudomonas sp (PS-D) (imobilizada em terra diatomacea), Pseudomonas sp (PS-C)
(imobilizada em particulas de ceramica quimicamente modificada com grupos
metacrilicos) livres ou imobilizadas (25-150 mg) em fiimes de PEO, e por ultimo
adicionou-se a n-butilamina (0,3mmols, 0,03mL). A solugdo resultante foi agitada em
banho termostatizado nas temperaturas de 25, 35 e 45 °C. A reacéo foi acompanhada
em tempos de até 96h por cromatografia gasosa com fase quiral, Esquema 15.

A porcentagem de conversao (% c) foi calculada através da Equagao 1, p.12, e
a razao enantiomérica (E) através das Equagdes 2 e 3, p.12 e do programa para o
calculo da seletividade de resolugdo cinética que esta disponivel na internet

(http://www.orgc.tugraz.at/)

*Ver “Resultados e Discussio”
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Para fins comparativos na CGQ, foram usados os padroes do reagente e

produtos enantiomericamente puros, sendo que o (R)-20 e (S)-21 apresentaram os

valores de tempos de retencio de 28,330 e 28,150 min., respectivamente.

& =

(R,S)-mandelato de metila (0,15mmol)
n-butilamina (0,3 mmol)
Solvente orgénico (25 mL)

Lipase(25-150mg)
livre ou em PEO

L[] [ed]

anitacin

S

co0 | (mmm— emosta  <(u— @

!

Banho tipo Dubnoff
25-45°C

Esquema 15- Sintese de amidas derivadas do (R,S)-mandelato de metila (17) usando

solventes organicos convencionais.
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B. Misturas solvente organico/ liquidos i6nicos

Em um erlenmeyer de 250mL, adicionou-se o (R,S)-mandelato de metila (17)
(0,175mmols, 25mg), a mistura cloroférmio /liquido iénico (10:1v/v) ou t-butanol / liquido
idbnico (10:1v/v), lipase de Candida antarctica (CAL-B) (100 mg), e a n-butilamina
(0,3mmols, 0,03mL). A solugcédo resultante foi agitada em banho termostatizado na
temperatura de 35 °C. A reacdo foi acompanhada por cromatografia gasosa com fase
quiral, Esquema 16.

A porcentagem de conversao (% c) foi calculada através da Equagao 1, p.12, e a
razao enantiomérica (E) através das Equagodes 2 e 3, p.12 e do programa para calculo
de seletividade de resolucdo cinética que estd disponivel na internet

(http://www.orgc.tugraz.at/)

Apoés o término da reacdo fez-se uma filtracdo para retirar a lipase.
Posteriormente, evaporou-se o solvente organico mais volatil (cloroférmio ou t-butanol)
e o liquido i6nico remanescente foi seco a temperatura ambiente em dessecador a

vacuo por 24h, para subsequente reutilizagdo. (Esquema 17)

(R,S)-mandelato de metila (0,15mmol)
n-butilamina (0,3 mmol)
Solvente oraanico:liauido i6nico (10:1v/v)

CAL-B (100mg)

I agitacao

!
CCQ | (mmmm amostra  <— @

Banho tipo Dubnoff
35°C

Esquema 16 - Sintese de amidas derivadas do (R,S)-mandelato de metila (17) usando

mistura solventes organicos / liquido idnico.
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. ‘ Dessecador

24h

Decantar, filtrar a lipase Concentrar o
meio reacional

P

LT

N Liquido idnico

L—//\) recuperado

- mmm) Dessccador gy
24h
Decantar, filtrar a lipase

Esquema 17 — Recuperacgao do liquido idnico.
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3.6.2 Sintese do acetato de geranoila usando lipases

Em um erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se geraniol (5mmol, 0,87 mL), n-hexano
(30 mL) e as lipases de Candida antarctica (CAL-B) e as de Pseudomonas sp,
Pseudomonas sp (PS-D) (imobilizada em terra diatomacea), Pseudomonas sp (PS-C)
(imobilizada em particulas de ceramica quimicamente modificada com grupos
metacrilicos) e a de Aspergillus niger imobilizadas em filmes de PEO. A seguir,
adicionou-se o acetato de vinila (5mmol, 0,46 mL) e a solugéo foi agitada em banho
termostatizado a 35°C. A reacdo foi acompanhada por cromatografia de camada
delgada (ccd), usando hexano/acetato de etila (10:3 v/v) como eluente. (Esquema 20).

A porcentagem de conversdao (c%) foi calculada através de espectros de
ressonancia magnética nuclear (RMN 'H), por comparagdo das areas dos hidrogénios
metilénicos do alcool (23) (4,10 ppm) com os do éster (24) (4,55 ppm). (Figura 10)

O produto obtido foi caracterizado também pelo espectro de infra-vermelho, onde
foram observadas as seguintes bandas caracteristicas.
IV(KBr)v(cm™): 2967, 2938 e 2887 [v (C-H)], 1740[v (O-C=0, éster)], 1233 [v (C=C)].

geraniol (5mmol) -

acetato de vinila (5mmol)
n-hexano (30 mL)

lipases

> aaitacao

RMN 'H _ amostra - @

Banho tipo Dubnoff
35°C

Esquema 18 — Sintese do acetato de geranoila.
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Figura 10 — Espectro de RMN 'H comparando as areas dos hidrogénios metilénicos do

alcool com os do éster, (200 MHz, CDCIj).
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4. Resultados e Discussao

Neste trabalho, foi estudado a resolugdo enzimatica de (R,S)-mandelato de metila
(17) com n-butilamina em solventes orgénicos e/ou mistura solvente organico: liquido
idbnico usando diferentes lipases livres ou imobilizada em poli-(6xido de etileno),PEO, e em
diferentes condicbes experimentais. Os resultados foram discutidos e comparados.

(Esquema 19)

OH OH
OMe ©/'\WNHR
OH — m
o) + o}
] R-20
OMe L RNH, _T=2545C| 5-19
0 17 t=0,15-96h OH OH
(R,S)-mandelato de metila ‘ mNHR + ©)\H/OMG
R = CHa(CHa)s Os21 ©R18

lipases = lipases de Rhizomucor miehei (Lipozyme RM IM), Thermomices lanuginosus (Lipozyme TL
IM), Mucor miehei (Lipozyme IM), de Candida antarctica (CAL-B), de Pseudomonas sp,
Pseudomonas sp (PS-D) e de Pseudomonas sp (PS-C).

solventes orgéanicos = n-hexano, cloroférmio, t-butanol.

liquidos i6nicos = 1-butil-3-metil-imidazol tetrafluorborato [BMIm][BF4] e 1-butil-3-metil-imidazol
hexafluorfosfato [BMIm][PFg].

Esquema 19 — Amindlise enantiosseletiva do (R,S)-mandelato de metila (17) com n-butilamina

catalisada por lipases.

Um outro estudo realizado foi com a lipase de Aspergillus niger na acetilagdo do
geraniol e comparada com outras de procedéncias comerciais. (Esquema 20, p. 76)

Para estes experimentos os reagentes e padrbes foram preparados e
caracterizados conforme descrito nos itens 3.5.1 e 3.5.2.

O (S)-mandelato de metila (19) foi analisado por RMN "H e RMN "C.
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As Figuras 11 e 12 sdo do reagente (S)-19, que através das areas dos picos e
regides caracteristicas dos hidrogénios e carbonos identificam o composto.

Os sinais na regido de 7,25-7,39 ppm foram atribuidos aos 5 hidrogénios relativos
ao anel aromatico que esta representado por um multipleto, Hs a Hg. O singleto em 5,17
ppm corresponde ao hidrogénio ligado ao carbono da hidroxila Hs, e o singleto em 3,75
ppm corresponde a metila do éster H4, o singleto em 3,25 ppm corresponde ao hidrogénio
da hidroxila. (Figura 11)

1
49 1 33 2 _OMe

OH

Figura 11 — Espectro de RMN "H do (S)-mandelato de metila (19), (200MHz, CDCls).
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O sinal na regiao de 173,7 ppm é referente ao carbono da carbonila C,, em 138, 7
ppm observou-se um sinal quaternario do anel aromatico C4, na regidao de 128,2 e 126, 4
ppm tem-se os carbonos do anel aromatico que compreende as posigdes Cs a Cg. O
carbono ligado a hidroxila € observado em 72,7 ppm (Cs), e a metila ligada ao éster esta

na regiao de 52,2 ppm (C+). (Figura 12)

OH

32 2 O}\/Ie

Figura 12 — Espectro de RMN "*C do (S)-mandelato de metila (19), (200MHz, CDCls).

Os espectros de IV, RMN 'H e RMN "*C s3o iguais para os compostos (R)-18, (S)-
19 e (R,S)-17, pois estes possuem comportamento espectroscopico e propriedades fisicas

(ponto de ebuli¢do e fusdo) semelhantes.?*%°
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A (S)-N-butil-2-hidroxi-2-fenilacetamida (21) enantiomericamente pura, obtida via

nao enzimatica foi analisada por RMN "H e RMN "°C.
As Figuras 13 e 14 correspondem ao composto (S)-21, através das areas dos picos

e regides caracteristicas dos hidrogénios e carbonos, respectivamente, identifica-se o

composto.

Os sinais na regidao de 7,2 ppm foram atribuidos aos 5 hidrogénios do anel

aromatico representado por um multipleto (Hs a H13). O singleto em 6,2 ppm corresponde

ao hidrogénio da amida que esta na posi¢ao 5, o singleto em 3,57 ppm corresponde ao

hidrogénio da hidroxila, o singleto em 4,8 ppm é referente ao hidrogénio ligado ao carbono

na posicao H;. Na regido de 3,15 ppm tem-se um quarteto referente aos hidrogénios na
posicao 4. Na regido compreendida entre 1,36 — 1,18 ppm tem-se um multiplete referente

aos hidrogénios das posigdes 2 e 3. O sinal em 0,8 ppm € um triplete correspondente a

metila localizada na posigao 1.
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Figura 13 — Espectro de RMN
CDCly).

'H do (S)-N-butil-2-hidroxi-2-fenilacetamida (21), (200MHz,
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O sinal na regido de 167,6 ppm é referente ao carbono da carbonila Cg, em 135, 1
ppm observou-se o sinal quaternario do anel aromatico Cg, na regidao de 124,3 e 122, 3
ppm tem-se os carbonos do anel aromatico das posi¢cées 9-13. O carbono ligado a
hidroxila (C7) esta em 69,6 ppm. Em 34,8 ppm tem-se os carbonos metilénicos, da posigéao
4. Na regiao compreendida entre 26,9 - 25,2 ppm tem se os carbonos metilénicos (C; e

Cs3). e a metila alifatica esta na regido de 15,4 ppm (C4). (Figura 14)

OH
9-13 0 = H ; .
10 &N ’5\1\/\/
S 4 2
11m
12
2 1
7 3
4

Figura 14 — Espectro de RMN "*C do (S)-N-butil-2-hidréxi-2-fenilacetamida (21) (200MHz,
CDCl3).

Os espectros de IV, RMN 'H e RMN "*C sao iguais para os compostos (R)-20, (S)-
21 e (R,S)-22, pois estes possuem comportamento espectroscépico e propriedades fisicas
(ponto de ebulicdo e fusdo) semelhantes.
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A Figura 15 mostra o cromatograma da (S)-N-butil-2-hidréxi-2-fenilacetamida (21)

obtido através da sintese ndo enzimatica a partir dos reagentes quirais, conforme descrito
no item 3.5.2.

0.2000
0.1500 1
S o,
O  0.10004 WNW
S
n S
c (0]
9
0,000 | P
0.0000 " = -
10.0 12.0 14.0 16.0 12.0 20.0 22,0 24.0 2.0 28,0
tempo (min.)
Figura15- Cromatograma da (S)-N-butil-2-hidroxi-2-fenilacetamida (21)

enantiomericamente pura obtida através da sintese nao enzimatica, por

CGQ. Condigdes experimentais: Inj. = 250°C, Det. = 275°C, programagcao: 80°C 5°C/min.
140°C 3°C/min. 220°C, split 100:1, Pressao do H, = 75Kpa.

A analise cromatografica da Figura 15, mostra que o tempo de retencédo do padrao
(S)-21 é 28,150 min.
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4.1 Avaliacao de lipases de diferentes fontes

Inicialmente foi avaliado o uso de lipases de diferentes fontes na amindlise de (R, S)-
mandelato de metila (17) com n-butilamina em solventes organico.

As lipases de LRM, LTL, LMM, LPS, PS-D, PS-C e CAL-B foram selecionadas e
usadas na forma livre ou imobilizada em filme de poli-(6xido de etileno),PEO.

Quando as lipases de LRM, LTL, LMM, LPS, PS-D, PS-C foram empregadas em
sua forma nativa ou imobilizadas em PEO, nenhuma seletividade foi obtida e a amida foi
formada com baixas conversoes.

Usando estas lipases obtiveram-se conversdes de 0 — 5%, com valores de ees de 1-
38%, eep, de 1-43% e E de 1,1-2,7. Como solvente organico foram usados n-hexano,
cloroférmio ou t-butanol a 35°C até 96 horas de reagso.

Estas lipases estdo presentes em um preparado enzimatico, e isto pode explicar a
baixa seletividade que as mesmas apresentaram para a reagao de amindlise do (R,S)-
mandelato de metila (17), pois provavelmente nao foram especificas para catalisar esta
reacao.

As lipases PS-D e PS-C imobilizadas em terra diatoméacea e em particulas de
ceramica quimicamente modificadas com grupos metacrilicos, respectivamente, também
foram imobilizadas em PEO. Esta dupla imobilizagdo nao alterou o resultado anterior, e
nao houve formacao dos produtos.

Melhores resultados foram obtidos quando a lipase de Candida antarctica (CAL-B)
foi usada como biocatalisador, formando os produtos com conversao de 1- >99%, com
valores de ee,de 5-75% e E de 1,4-22, com os mesmos solventes citados anteriormente.

A lipase de Candida antarctica apresenta alta atividade catalitica, sendo de 10,000
Plu g'.* Esta tem sido bastante efetiva em reacdes de amindlise, esterificagdo,
transesterificacdo entre outras, conforme observa-se na literatura.”®®
A partir destes resultados, esta foi selecionada para dar continuidade aos estudos,

avaliando o efeito do solvente, temperatura e massa de CAL-B empregada na reagao.

* unidade laurato de propila por grama
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4.2 Efeito do solvente e temperatura

O solvente e conteudo de agua influenciam na seletividade de uma enzima, pois
estes parametros podem alterar a conformac&o nativa das mesmas. &’

A forte influéncia da natureza do solvente na enantiosseletividade tem sido relatada.
Ainda ndo ha consenso sobre todos os parametros que influenciam na reagao enzimatica,

mas o mais freqiientemente usado é o log P e a constante dielétrica (¢).?%%

Laane,®? descreveu que a atividade catalitica € menor em solventes com log P < 2,
moderada em solventes com log P entre 2 e 4, e alta em solventes apolares com log P > 4.
Estes sdo mais hidrofébicos e deste modo mais favoraveis para as reagdes enzimaticas.
Foi relado que a correlacdo entre polaridade e atividade € de grande relevancia, pois
dependendo do solvente usado, este pode alterar o conteudo de agua que estabiliza o
biocatalisador.

Usando n-hexano (log P 3,9) na amindlise de (R,S)-(17), a correspondente amida
racémica foi formada com conversdes >99% apdés 210 min.

A Figura 16 mostra a variagao do grau de conversao (%c) e da razdo enantiomérica

(E) em funcdo do tempo.
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Figura 16 — Variagdo da converséo (%c) e razdo enantiomérica (E) em fungdo do tempo

na resolu¢ao enzimatica de (R,S) mandelato de metila (17), [CAL-B (100 mg),
n-hexano (25 mL), 35°C].

No intervalo de 15-180 min., a converséo de (R,S)-(17) a amida (S)-(21) foi de 33-
96% com valores de E de 2,8 — 14.

A Figura 17 mostra a variagdo do grau de conversdao (%cC) e do excesso
enantiomérico do produto (ee,) em fungdo do tempo.
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Figura 17 — Variacdo da converséo (%c) e do excesso enantiomeérico (eep) em funcdo do

tempo na resolugdo enzimatica de (R,S)- mandelato de metila (17), [CAL-B
(100 mg), n-hexano (25 mL), 35°C].

No intervalo de 15 — 180 min., o ee, da amida (S)-(21) foi de 30-70%.

Estas condigdes podem ser usadas para obter a correspondente (R,S)-amida (22)
com altos rendimentos e tempo reacional relativamente pequeno. Porém como observado
nas Figuras 16 e 17, esses resultados sdo considerados inaceitaveis para a proposta
pratica no que se refere a obtencdo de compostos opticamente puros®.

Os resultados podem ser explicados através do coeficiente de particdo (log P)
citado anteriormente, o n-hexano € um solvente apolar, hidrofébico e tem a capacidade de
manter o conteudo de agua ao redor da enzima favorecendo as reagdes enzimaticas.
Porém, para a amindlise do (R,S)- (17) apresentou a desvantagem de nado ser seletiva,
formando a amida racémica, mas com a vantagem de que a reagao é rapida.

Usando solventes organicos mais polares tais como o cloroférmio (log P 2,00) e t-
butanol (log P 1,45), a enantiosseletividade aumentou e o valor da conversao diminuiu.
Com estes solventes, foi avaliada a influéncia da temperatura a 25, 35 e 45°C.

Trabalhos na literatura mostraram que a enantiosseletividade da enzima é

altamente sensivel a temperatura e ao meio reacional.
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Sun e col

estudaram a esterificagdo do mentol com anidrido propiénico com lipase
de Candida rugosa (LCR) em n-hexano e 1-butil-3-metil imidazol hexafluorfosfato —
[BMIm][PFs] & 20, 25, 30, 35, 35 e 40°C. A conversdo do (+)-mentol (%cC), 0 excesso
enantiomérico do (-)-propionato de mentila (eep) € a razdo enantiomérica (E) apos 24 h,
foram de 35 - 47,5, 74,5 — 88 e 12,6 — 31-9, respectivamente. Os resultados indicaram que
a temperatura 6tima da reagdo com [BMIm][PF¢] e hexano foi de 30°C, sendo os valores
de ee, de 86,1 € 88 e E de 31,5 e 31,9, respectivamente.

As Tabela 5 e 6 mostram as porcentagens de conversao (%c) a amida (22) em

funcao da temperatura usando t-butanol e cloroférmio, respectivamente.

Tabela 5 — Efeito da temperatura na amindlise de (R,S)-mandelato de metila (17)

catalisada pela CAL-B em t-butanol.

N° exp. temperatura (°C) tempo (h) c(%)® ees° ee,” E° conf.’

1 25 2 22 13 1 11 R

2 12 38 68 10 2,1 R

3 24 65 74 23 3,1 R

4 35 2 21 15 13 1,5 R

5 8 66 66 10 2 R

6 24 91 93 51 9,7 R
45 2 27 20 5 1,3 R

8 17 68 71 34 4 R

9 24 82 95 26 5,2 R

(R,S)-mandelato de metila (17) (0,15 mmol; 25mg), n-butilamina (0,3 mmol; 0,03 mL), CAL-B (100
mg), t-butanol (25mL).

calculado pela Equagao 1 (pag 12)
. determinado por CGQ
Calculado pelas Equagdes 2 e 3 (pag. 12) e através do programa que esta disponivel na internet
(http://www.orgc.tugraz.at/).
d. configuragdo absoluta do produto foi determinada por comparagdo com o tempo de retengéo do

oow

composto padrdo enantiomericamente puro.
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Usando t-butanol (log P 1,45) (Tabela 5) foi obtido maior grau de conversdo em
amida e menores valores de E, sendo de 21 - 91% e 1,1 — 9,7, respectivamente, quando
comparado com o cloroférmio.

Na temperatura de 25°C, obteve-se a amida (R)-20 com conversao de 22-65%, ees de
13-74%, ee, de 1-23% e com valores de E de 1,1-3,1. Quando a temperatura aumentou
para 35°C a amida 20 foi formada com conversdo de 21-91%, ees de 15-93%, ee, de 13-
51% e valores E de 1,5-9,7.

Com o aumento da temperatura para 45°C, a porcentagem de conversao, o ee, € 0
valor de E diminui, sendo de 91% para 82%, 51 para 26% e 9,7 para 5,2, sendo que o
valor de ees aumentou de 93% para 95%, apds 24h de reacgéo, respectivamente.

A melhor temperatura foi 35°C formando a amida (R)-20 em 91% de converséo, ee,
de 51% e com um valor de E de 9,7. Nestas condigdes o produto formado foi
preferencialmente a amida (R)-20.

Esses dados estdo de acordo com a literatura, que menciona que esta enzima

apresenta pronunciada preferéncia para enantiémeros R. 7888990
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Tabela 6 — Efeito da temperatura na amindlise de (R,S)-mandelato de metila (17)

catalisada pela CAL-B em cloroférmio.

N°exp. temperatura (°C) tempo (h) c(%)® ees’ ee, E° conf.’
1 25 2 2 23 10 1,5 S
2 7 3 81 28 3,9

3 12 6 31 69 7,3 S
4 24 14 95 55 11 S
5 35 2 3 30 5 1,4 S
6 8 15 90 56 10 S
7 24 26 92 75 22 S
8 48 48 72 70 12 S
9 45 2 4 39 21 2,1 S
10 17 18 63 52 5,9 S
11 24 30 84 57 9,3 S

(
R,S)-mandelato de metila (17)(0,15 mmol; 25mg), n-butilamina (0,3 mmol; 0,03 mL), CAL-B (100 mg),

cloroférmio (25mL).

a. calculado pela Equagao 1 (pag 12)
b. determinado por CGQ
c. calculado pelas Equagdes 2 e 3 (pag. 12) e através do programa que esta disponivel na internet
(http://www.orgc.tugraz.at/).
d. a configuragdo absoluta do produto foi determinada por comparagdo com o tempo de retengdo do
composto padrdo enantiomericamente puro.

Usando cloroférmio (log P 2,00) (Tabela 6), menor grau de conversdao em amida e
maiores valores de E foram obtidos, sendo de 2-48% e 1,4-22, respectivamente. Foi
observado um grande efeito na enantiosseletividade formando os produtos com
configuragcdes opostas quando comparado com o t-butanol.

Na temperatura de 25°C obteve-se a amida (S)-21 com conversdes de 2-14%, ees
de 23-95%, ee, de 10-55% e valores de E de 1,5-11. Quando a temperatura aumentou
para 35°C, a amida 21 foi formada com conversdes de 3-48%, ees de 30-92%, ee, de 5-
70% e valores de E de 1,4-22.
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Com o aumento da temperatura para 45°C, a porcentagem de conversao aumentou
de 26% para 30%, mas os valores de ees ee, e E diminuiram, sendo de 92% para 84%, de
75 para 57% e de 22 para 9,3, apds 24h de reagao, respectivamente.

A temperatura 6tima foi 35°C formando a amida (S)-21 em 26% de converséo, ee,
de 75% e com um valor de E de 22, o qual é considerado de moderado a bom para a
aplicagdo sintética no que se refere a obtencdo de compostos opticamente puros.®

Um solvente polar como o cloroférmio pode abstrair a camada de agua essencial ao
redor da enzima e deste modo alterar a conformacéao catalitica, induzindo a inversdo na
configuragdo do produto.®

A inversdo da enantiosseletividade induzida por solventes ao utilizar protease e

algumas lipases foi relatada por Tawaki e Klibanov 2°

e por Kawasaki e col. na
desacetilagado catalisada por lipases em solventes orge“anicos.87

Para ambos solventes (t-butanol e cloroférmio) a melhor temperatura foi de 35°C.
Acima desta, ambos evaporam e podem desnaturar a enzima, e portanto, esta foi
selecionada para os experimentos subsequentes.

As Figuras 18 e 19 apresentam os cromatogramas obtidos nesta reagdo usando t-

butanol e cloroférmio, respectivamente.
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Na Figura 18 observa-se a formagao e separagao dos produtos de uma aliquota da
amindlise de (R,S)-17 apds 8 h, comparado com o padrdo do composto puro. O produto

formado preferencialmente foi a amida (R)-20.
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Figura 18 — Cromatogramas, de uma aliquota de reagdo de amindlise de (R, S)-mandelato
de metila (17) com t-butanol, em 8h, por CGQ (a), padrdo quiral da amida
(R)-20 (b). Condigdes experimentais: Inj. = 250°C, Det. = 275°C, programagao: 80°C
5°C/min. 140°C 3°C/min. 220°C, split 100:1, presséo do H, = 75Kpa.
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Na Figura 19 observa-se a formagao e separagao dos produtos de uma aliquota da
amindlise de (R,S)-17 apds 24 h, comparado com o padrdao do composto puro. O produto

formado preferencialmente foi a amida (S)-21.
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Figura 18 — Cromatogramas, de uma aliquota de reagdo de amindlise de (R,S) mandelato
de metila (17) com cloroférmio, em 24h, por CGQ (a), padrao quiral da
amida (S)-21 (b). Condigdes experimentais: Inj. = 250°C, Det. = 275°C, programagéo:
80°C 5°C/min. 140°C 3°C/min. 220°C, split 100:1, presséo do H, = 75Kpa.
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4.3 Efeito da variagdao da massa de CAL-B

A influéncia da massa de CAL-B também foi avaliada, usando t-butanol & 35°C por
24 h. As quantidades usadas foram de 25-150 mg, e os dados de conversdo, excesso

enantiomérico do produto e da razdo enantiomérica estdo mostrados nas Figuras 20 e 21.
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Figura 20 — Variacdo da conversao (%c) e do excesso enantiomeérico do produto (eep) em
funcdo da massa de CAL-B na resolugdo enzimatica de (R,S)-mandelato de

metila (17), [t-butanol (25mL), 35°C, 24 h].
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Figura 21 — Variagcdo da conversao (%c) e da razdo enantiomérica (E) em funcdo da

massa da CAL-B na resolugédo enzimatica de (R,S)-mandelato de metila (17).
[t-butanol (25mL), 35°C, 24 h].

Usando 25 e 50 mg a converséo foi 46 e 48%, ee, 20 e 33% e E de 2,4 e 3,1,
respectivamente. Quando aumentou a massa de CAL-B para 100 ou 150 mg, maiores
conversdes e melhor seletividade foram obtidas, sendo de 91 e 70%, com valores de ee,
de 51 e 41% e valores de E de 9,7 e 4,6.

Quando usou 100 mg de CAL-B obteve-se maior conversdao e seletividade,
indicando que o numero de sitios disponiveis é suficiente para a quantidade de substrato
utilizada, e portanto foi selecionada para experimentos posteriores. Com 150 mg de CAL-B

observou uma menor seletividade.
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4.4 Efeito de liquidos i6nicos

Liquidos ibnicos s&o solventes altamente polares, estando na escala dos alcoois de
cadeia pequena e formamida.’’ Geralmente, as enzimas sdo mais estaveis em solventes
com log P (> 4), que em log P (< 2),% mas em liquidos iénicos elas tem mostrado um
aumento na atividade, estabilidade e enantiosseletividade. As propriedades dos liquidos
ibnicos, seus efeitos nas enzimas em relagdo a atividade, estabilidade e seletividade e
aplicagdes na biocatalise tem sido recentemente discutido.®!*2

Neste trabalho, ambos 1-butil-3-metil imidazol tetrafluorborato [BMIm][BF4] e 1-butil-
3-metil imidazol hexafluorfosfato [BMIm][PFs] foram usados em misturas com n-hexano,
cloroférmio e t-butanol na resolugao de (R,S)- (17).

Usando n-hexano:[BMIm][BFs] (10:1 v/v) ou n-hexano:[BMIm][PFe] (10:1v/v),
nenhuma melhora na enantiosseletividade foi observada e a conversao na correspondente
amida (R,S)-22 foi quantitativa apos 3.5 h de reagao. Portanto, usando os liquidos ibnicos
nesta concentracao, nao foi observado influéncia no meio reacional e os resultados foram
similares ao uso de n-hexano puro.

A seguir, verificou-se a influéncia da mistura liquidos ibnicos:cloroférmio ou t-
butanol.

Os resultados obtidos de converséo, ees, ee, € E estdo apresentados nas Tabelas 7

e 8, respectivamente.
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Tabela 7 — Efeito do [BMIm][BF4] ou [BMIm][PFg]:cloroférmio na amindlise de (R,S)-(17)
catalisada pela CAL-B.

Solvente tempo (h) ¢ (%) ees (%)’ ee, (%) E° Conf.°

Cloroférmio/ [BMIm][BF 4] 1 5 3 > 99 > 200 S
3 7 1 > 99 >200 S
5 8 5 > 99 >200 S
22 10 6 > 99 >200 S
24 14 1,5 > 99 >200 S
48 25 22 > 99 >200 S
72 33 42 43 3,7 S

Cloroférmio / [BMIm][PFe] 1 3 12 > 99 > 200 S
3 10 40 > 99 >200 S
5 10 55 > 99 >200 S
7 12 61 > 99 >200 S
24 21 95 > 99 >200 S
48 45 88 17 3,3 S
72 69 17 62 5 S
96 78 61 66 9 S

(R,S)-mandelato de metila (17) (0,15 mmol; 25mg), n-butilamina (0,3 mmol; 0,03 mL), CAL-B (100 mg),
cloroférmio; liquido iénico (10:1v/v).

a. calculado pela Equagao 1 (pag 12)

b. determinado por CGQ.

C. calculado pelas Equagoes 2 e 3 (pag. 12) e através do programa que esta disponivel na internet
(http://www.orgc.tugraz.at/).

d. a configuragao absoluta do produto foi determinada por comparagéo com o tempo de retencdo do

composto padrao enantiomericamente puro.
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Tabela 8 — Efeito do [BMIm][BF4] ou [BMIm][PFg]:t-butanol na amindlise de (R,S)-(17)
catalisada pela CAL-B.

Solvente tempo (h) c(%)® ees(%) ee, (%) E° conf.’

t-butanol/[BMIm][BF ] 1 1,5 3 > 99 >200 R
6 4 13 > 99 > 200 R
24 9,3 38 > 99 > 200 R
48 10 51 > 99 > 200 R
72 22 63 > 99 > 200 R
96 48 86 > 99 > 200 R

t-butanol/[BMIm][PF] 7 15 74 > 99 > 200 R
12 59 78 28 3,8 R
24 75 > 99 42 11 R
48 91 > 99 42 11 R
72 95 > 99 38 9,9 R

R,S)-mandelato de metila (17) (0,15 mmol; 25mg), n-butilamina (0,3 mmol; 0,03 mL), CAL-B (100 mg),

t-butanol: liquido iénico (10:1v/v).

a. calculado pela Equagao 1 (pag 12)

b. determinado por CGQ

c. calculado pelas Equagoées 2 e 3 (pag. 12) e através do programa que esta disponivel na internet
(http://www.orgc.tugraz.at/).

d. a configuragdo absoluta do produto foi determinada por comparagdo com o tempo de retengéo do
composto padrao enantiomericamente puro.

Como pode observar, os melhores resultados foram obtidos quando misturas
de clorofémio ou t-butanol:[BMIm][BF4] ou [BMIm][PFs] (10:1v/v) foram usadas, em
comparagao com o n-hexano e com os solventes puros.

Usando mistura de cloroféormio:[BMIm][BF4] (10:1v/v), o grau de conversao a amida
(S)-21 foi de 5-33%, com ee, de 43 - >99% e valores de E de 3,7 - >200 no intervalo de 1-
72 h. Apés 48 h o grau de conversdao aumentou de 25 a 33% , mas a enantiosseletividade
diminuiu, de >200 para 3,7.

Com cloroférmio:[BMIm][PFs] observa-se um aumento no grau de converséo,
quando comparado com a mistura cloroférmio:[BMIm][BF,4] alterando de 5-33% para

3-69% no intervalo de 1-72h. No tempo de reagao de 1-24 h, obtém-se a amida (S)-21 com

72



conversdes de 3-21%, ee, de >99% e valores de E>200, sendo considerado excelente
para propositos praticos e para a obtengcao de compostos opticamente puros.

Apos este tempo, observou uma diminuigdo nos valores de ee, e de E, sendo de
17% e 3,3, respectivamente. A amida 21 foi formada preferencialmente com configuragao
S, mantendo a configuragao obtida em cloroférmio (solvente organico puro).

Usando a mistura t-butanol:[BMIm][BF4] observou um grau de conversdo de 1,5-
48%, eep, >99% e valores de E de >200 no intervalo de 1-96h. Usando a mistura t-
butanol:[BMIm][PFe¢], observou a formagdo da amida (R)-20 com porcentagem de
conversao de 15%, ee, >99% e valor de E >200 em 7 h. Apés este tempo, observou-se um
aumento na porcentagem de conversdo, sendo de 59-95%, mas os valores de ee, e E
diminuiram, sendo de 28-38% e 3,8-11, respectivamente no intervalo de 12-72h. Nestas
condigdes, houve formacao preferencial da amida (R)-20 mantendo a configuragcao obtida
para os solventes organicos puros.

Como discutido acima, quando misturas de cloroférmio ou t-butanol:[BMIm][PF¢]
(10:1v/v) foram usadas, foi observado dependéncia do tempo reacional nesta reacdo. Em
geral, usando estas misturas de solvente na reagao, obteve-se a amida pura em um tempo
menor, sendo de 24 e 12h, respectivamente. Apds este tempo, obteve-se a amida
racémica.

Usando cloroférmio ou t-butanol, puro ou em mistura com os liquidos iénicos, a
configuracdo na correspondente amida foi a mesma. No entanto, o uso de mistura com
liquidos i6nicos resultou na formagdo dos produtos com maior grau de conversao e
maiores valores de ee;, e de E.

As diferengas no grau de conversao e enantiosseletividade com esses dois liquidos
ibnicos podem ser explicada através de suas diferentes propriedades, tais como
polaridade, hidrofobicidade, basicidade, ligacdo de hidrogénio, nucleofilicidade do anion e
viscosidade.®® Essas propriedades podem ser muito importantes nas reacdes catalisadas
por enzimas, afetando a conformagao e conseqiientemente sua reatividade.®®

Em particular, o [BMIm][BF4] é altamente hidrofilico na natureza, enquanto
[BMIm][PFg] é hidrofobico devido a diferenga nos anions associados com o cation organico
comum. Um comportamento similar é observado com o uso de solventes organicos

apolares puro no processo biocatalitico.®

73



De acordo com Yang,” a atividade da enzima pode estar mais relacionada com a
viscosidade e menos com a polaridade dos liquidos idnicos. Levando-se em consideragao
todos estes parametros, é inapropriado utilizar uma unica propriedade (assim como, a
polaridade, hidrofobicidade ou viscosidade) para descrever os seus efeitos no
desempenho da enzima.

Por outro lado, estas propriedades podem ajudar a esclarecer os resultados
discutidos anteriormente. Ambos enantidbmeros podem ser obtidos através da escolha de
um solvente e enzimas apropriados. Além disso, os liquidos ibnicos podem ser reutilizados
oferecendo outra vantagem nesta metodologia, com diminuigdo de custos no processo.

A Figura 22, mostra os cromatogramas do padrao quiral (R)-20 e de uma aliquota

da reagdo obtida na amindlise do (R,S)- (17) usando mistura t-butanol: [BMIm][PFg].
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Figura 22 — Cromatogramas, de uma aliquota de reagcao de amindlise de (R,S)-
mandelato de metila (17) com t-butanol:[BMIm][BF4] , em 48h, por CGQ
(a), padrdo quiral da amida (R)-20 (b). Condigées experimentais: Inj. = 250°C,

Det. = 275°C, programacao: 80°C 5°C/min. 140°C 3°C/min. 220°C, split 100:1, presséo
do H, = 75Kpa.

74



Na Figura 22 observa-se a formagao e separagao dos produtos de uma aliquota da
amindlise de (R,S)-17 com t-butanol:[BMIm][BF4] , em 48h, por CGQ. Este cromatograma
mostra a formagdo majoritaria da amida (R)-20, a qual foi comparada com o padrdo do
composto puro.

Os resultados discutidos até aqui, mostraram a influéncia da procedéncia das
lipases e do solvente empregado na resolugcdo de (R,S)-17 com n-butilamina. Usando
misturas solventes organicos:liquidos ibnicos, as amidas correspondentes foram obtidas
com pureza Optica elevada (>99%). O solvente também determinou a configuragdo do
produto. Quando usou cloroférmio puro ou em mistura a amida (S)-21 foi formada, e com
t-butanol puro ou em mistura, obteve-se a amida (R)-20.

Os liquidos ibnicos podem ser usados na reagao de amindlise do (R,S)-17 com a
vantagem de aumentar a enantiosseltividade, mostrando o grande potencial como meio

alternativo para a biocatalise e biotransformacéo.
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4.5 Esterificagédo do geraniol utilizando lipases imobilizadas

O geraniol € um alcool monoterpénico, o qual através de doadores acila pode ser
esterificado formando ésteres que s&o encontrados em muitos 6leos essenciais e usados
na producdo de esséncias e fragrancias, surfactantes e shampoos.®*

Neste trabalho utilizaram-se filmes de poli-(6xido de etileno) (PEO) (500mg de PEO
em 25 mL de agua) para imobilizar as lipases de Burkholderia cepacia (LPS), PSC |, PSC
I, PS-D e de Aspergillus niger'® (LASP). Foi também usada a lipase de Candida antarctica
(CAL-B - Novozym 435) que ja esta imobilizada em resina anibnica.

Estes sistemas foram usados como catalisadores na reagao de esterificacdo do

geraniol com o acetato de vinila como doador acila (Esquema 15).

Me Me o lipases Me Me o
t=35°C p———
)\/VVOH —|— )ko/= » )\/vvo)k+ HO
n-hexano
23 24

f

0]

A,

Esquema 20 — Sintese do acetato de geranoila catalisada por lipases.

A porcentagem de conversdo (c%) foi calculada através de espectros de
ressonancia magnética nuclear (RMN 'H), por comparacdo das areas dos hidrogénios
metilénicos do alcool (23) (4,10 ppm) com os do éster (24) (4,55 ppm). (Figura 10, p.51)

Primeiramente, estudou-se a esterificagdo do geraniol com acetato de vinila com a
CAL-B em n-hexano. Os valores de conversdo em ésteres foram de 90% em 6 horas de
reacao.

A seguir, realizaram-se os testes com as diferentes lipases imobilizadas em filme de
PEO.(Figura 23).
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Figura 23 - Conversao (%) em acetato de geranoila em fungdo do tempo com as lipases imobilizadas, a
35°C.

As conversbes em éster variam de 35-93% apds 6 horas, com exceg¢dao da
PSCII/PEO que formou o produto com conversao de apenas 8% em 24 h. Conversdes
acima de 90% foram obtidas ao utilizar a CAL-B e LASP/PEO, apés 24h.

Os estudos de reutilizagdo com as lipases imobilizadas mostraram que, em geral, as
mesmas mantiveram suas atividades cataliticas (Tabela 9).

Tabela 9 - Conversdo em acetato de geranoila com sucessivas reutilizagbes com o
sistemas lipases/PEO.

lipases 1°reutilizacdo c(%) 2" reutilizagcdo c(%) 3'reutilzagao c(%)
ASP / PEO 87 93 40
PSD / PEO 78 81 89
PSC |/ PEO 72 88 43
PSCIl / PEO 8 12 10

geraniol (5mmol), acetato de vinila (5mmol), hexano (25 mL) ,35°C, 24h.
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A sintese do acetato de geranoila usando lipases comerciais € a de A. niger
imobilizada, mostrou-se bastante promissora, obtendo-se o éster em 35-93% de conversao
sendo similares aos resultados obtidos com a CAL-B, PSC-I/PEO, PSD/PEO, com
excecado da PSC II/PEO que obteve o éster com 8% de conversdo em 24h de reagao.
Estes dados sugerem que a lipase de A. niger pode também ser usada em reacgdes

enantiosseletivas.
Deve-se destacar a capacidade das mesmas de serem reutilizadas, mantendo a

atividade catalitica neste suporte (PEO).
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5. Conclusoes

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram obter as seguintes

conclusoes:

A reacdo de amindlise de (R,S)-mandelato de metila (17) usando as lipases
LRM, LTL, LMM, LPS, PS-D e PS-C livres ou imobilizadas ndo apresentaram

seletividade e foram obtidas baixas conversées nas amidas correspondentes.

Com o uso da lipase de Candida antarctica (CAL-B) na amindlise de (R,S)-
17, os produtos foram formados com conversdo de 1- >99%, ee,de 5-75% e

valores de E de 1,4-22 com n-hexano, cloroférmio e t-butanol.

Usando n-hexano na amindlise de (R,S)-(17), a correspondente amida foi
obtida com conversdes >99% apds 210 min. No intervalo de 15-180 min., a
conversao de (R,S)-(17) a amida (S)-(21), foi de 33-96%, com valores de ee,
de 30-70% e E de 2,8 — 14.

A temperatura 6tima foi de 35°C na reagao de (R,S)-17. Usando cloroférmio a
amida (S)-21 foi obtida com 26% de convers&o, apresentando valores de ee,
de 75% e E de 22. Com o t-butanol formou preferencialmente a amida (R)-20
em 91% de conversao, valor de ee, de 51% e E de 9,7, em 24 h. Estes

resultados mostraram a influéncia do solvente orgéanico nesta reagéao.

A massa de 100 mg de CAL-B foi selecionada para a realizagdo das reagdes

de amindlise.

Usando cloroférmio ou t-butanol, puro ou em mistura com os liquidos i6nicos
[BMIm][BF4] ou [BMIm][PFs] , a configuragcdo nas correspondentes amidas
foi a mesma. A amida (R)-20 foi formada preferencialmente em t-butanol e a
amida (S)-21 em cloroférmio. No entanto, o uso de mistura com liquidos

ibnicos resultou na formacédo dos produtos com maior grau de converséo,
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sendo de 3-48%, e maiores valores de ee, e de E, sendo >99% e >200,

respectivamente.

Os liquidos i6nicos além de apresentarem a vantagem de aumentar a
enantiosseletividade da enzima podem ser reutilizados sem perda da suas
propriedades. Assim, apresentam um grande potencial como meio reacional

para as reacdes biocatalisadas.

O acetato de geranoila foi formado com boas porcentagens de conversao,
sendo de 35-93% apods 6 h de reagao usando diversas lipases, tais como PS-
C, PS-D, CAL-B e a de A. niger.

As lipases PS-C, PS-D, CAL-B e a de A. niger imobilizadas em filme de PEO

foram reutilizadas 3 vezes, sem perda da sua atividade catalitica.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que dependendo da escolha
adequada das condi¢cbes experimentais, tais como fonte de lipase e solvente,
os produtos podem ser obtidos em altas conversdes e excessos
enantioméricos. Portanto, a biocatalise apresenta-se como uma ferramenta

bastante util e com grandes aplicagdes em sintese organica.
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6. Perspectivas

» Utilizar a lipase de A. niger livre ou imobilizada em PEO na resolugdo de (R,S)-
mandelato de metila e de outros substratos racémicos, por exemplo, (%)-

aminoheptano, (1)-2-etilhexilamina e (x)-a-metilbenzalamina.
» Estudar a amindlise enantiosseletiva do (R,S)-mandelato de metila com outras

aminas alifaticas ou aromaticas, com n-octilamina, dodecilamina, hexadecilamina,

fenilamina e benzilamina.

» Estudar a influéncia de outros liquidos ibnicos na amindlise enantiosseletiva de

(R,S)-mandelato de metila com as diferentes aminas citadas anteriormente.

» Estudar a influéncia dos liquidos ibnicos na amindlise de (R,S)-mandelato de metila

em diferentes concentragoes.

» Estudar a esterificagdo do geraniol com outros doadores acila, tais como acido

butirico, hexandico, laurico e palmitico.

» Estudar a influéncia da temperatura e do solvente na esterificagdo do geraniol.

> Publicar os resultados obtidos em revistas indexadas e arbitradas.
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