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RESUMO

Neste trabalho, a lipase comercial de Burkholderia cepacia (LBC) foi
imobilizada nas blendas de amido/PEO e proteina de soja/PEO, na
presenca ou auséncia de B-ciclodextrina (B-CD). Estes sistemas foram
usados como catalisadores na acilagcdo do 3-nitro-1-feniletanol [(R,S)-
15b] e do 3,4-metilenodioxi-1-feniletanol [(R,S)-16b] com diferentes
doadores acilas (acetato de vinila, acetato de etila, acetato de
isopropenila, propionato de vinila, laurato de vinila e estearato de
vinila), na presenca de t-butil metil éter (MTBE). Foram avaliadas a
variacdo molar do alcoois em relagdo ao acetato de vinila, uso da LBC
ndo imobilizada ou suportada em diversos filmes, efeito da temperatura
e a reacdo na auséncia da LBC.

Todas as reacOes utilizando a LBC, apresentaram excelente excesso
enantiomericos dos produtos (ee, >99%) e razéo enantiomérica (E
>200), no estudo da razdo molar alcool: acetato de vinila. Acima da
razdo molar 1:2, as conversdes foram similares, sendo de 31-50% para o
(R)-éster 15c e de 45-50% para o (R)-éster 16c.

Ao utilizar a LBC imobilizada em diversos filmes, as converses em
(R)-éster 15c e 16¢ foram dependentes dos suportes. Foram obtidas
conversdes baixas (2-14%) com a LBC imobilizada em filmes de amido
e carboximetil celulose (CMC). Os melhores resultados foram obtidos
com a LBC imobilizada nos filmes de amido/PEO e proteina de
soja/PEO, sendo de 28-50%. Na presenga de B-CD, as conversfes foram
de 32-50%.

Na auséncia da lipase, ndo foi observada a formagdo dos produtos,
independente do suporte usado. Porém, ao usar as blendas de proteina de
soja/PEO, as conversdes foram de 3%. Para as reacfes com a LBC na
forma livre, as conversdes aos (R)-éster 15c e (R)-éster 16¢ foram de 4%
e 18%, em 48h.

Ao usar as temperaturas de 25°, 35° e 45° C, as conversdes aos produtos
variaram de 16-40%, 28-50% e 26-41% para o (R)-éster 15c e de 27-
40%, 37-50% e 33-44% para o (R)-éster 16¢, respectivamente.

As lipases de Burkholderia cepacia (LPS-SD), de Mucor Javanicus
(LMJ 10), de Pseudomonas fluorescens (LAK 20), de Aspergillus niger
(LAN 12), de Candida cylindracea (LAY 30) e de Thermomyces
lanuginosus (LTL-IM), foram imobilizadas nos filmes de amido/PEO
(1/1 m/m) e proteina de soja/PEO (1/1 m/m), com ou sem B-CD. Estes
sistemas, foram usados na reacdo de transesterificacdo do acetato de
vinila com (R,S)-15b. Ao usar as lipases LAY 30, LMJ 10 e LAN 12, as
conversdes foram de 0-20%, com ee, de 65-86%. Ao usar as lipases
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LPS-SD, LAK 20 e LTL-IM, todos os ee, foram >99%, e maior
conversdo foi obtida com o sistema LPS-SD/proteina de soja/PEO/B-CD
(40%).

Avaliou-se o efeito do solvente organico na reacdo do acetato de vinila
com (R,S)-15b, catalisada pela LBC suportada nas blendas citadas no
estudo anterior. Com o uso do t-butanol, ciclohexano, éter di-
isopropilico e acetona, as conversfes foram de moderadas a boas (19-
50%). Na presenca de THF, as conversbes foram de 2-10%. Nao foi
observada relacdo direta com os valores de log P dos solventes.

Os éalcoois racémicos 3-nitro-1-feniletanol (15b), 3,4-metilenodioxi-1-
feniletanol (16b), 4-nitro-1-feniletanol (17b), 4-metil-1-feniletanol
(18b), 4-bromo-1-feniletanol (19b) e o 4-métoxi-1-feniletanol (20b)
foram usados em reacGes com acetato de vinila. Como catalisador foi
utilizado a LBC imobilizada em filmes de amido/PEO (1/1 m/m) e
proteina de soja/PEO (1/1 m/m), na presenca ou auséncia de B-CD. As
convers@es aos produtos foram maiores na presenca de grupos doadores
de elétrons. Em 24h, as conversdes ao (R)- éster 17¢ (4-nitro) foram de
17-29% e do (R)- éster 16c (3,4-metilenodioxi) variaram de 37-45%.

A LBC, imobilizada em quatro (4) suportes diferentes, foi reutilizada
apos 30 e 90 dias de estocagem a temperatura ambiente em n-hexano, na
reacdo do acetato de vinila com (R,S)-15b em MTBE. Apds 30 dias, as
conversdes ao (R)-éster 15¢ variaram de 20-43%, e ap6s 90 dias de 11-
27%.

Concluindo, os resultados obtidos mostraram que as blendas de
amido/PEO (1/1 m/m) e proteina de soja/PEO (1/1 m/m) com ou sem [3-
CD puderam ser usadas como suportes para diferentes lipases. Esses
sistemas foram também usados, com sucesso, na resolucdo de varios
alcoois racémicos derivados do 1-feniletanol sob condicfes brandas de
reacdo, e puderam ser reutilizados.

Palavras-chave: Biocatalise. Resolugdo Cinética Enzimética. Lipases.
Imobilizagdo.



ABSTRACT

In this study, commercial lipase obtained from Burkholderia cepacia
(LBC) was immobilized in starch/PEO and soybean protein/PEO blends,
in the presence or absence of B-cyclodextrin (B-CD). These systems
were used as biocatalyst in the acylation of 3-nitro-1-phenylethanol
[(R,S)-15b] and 3,4-methylenedioxy-1-phenylethanol [(R,S)-16b] with
various acyl donors (vinyl acetate, ethyl acetate, isopropenyl acetate,
vinyl propionate, vinyl laurate and vinyl stearate) in the presence of
methyl tert-butyl ether (MTBE). The influence of the alcohol:vinyl
acetate molar ratio, the use of LBC, free or immobilized in different
films (or blends) and the effect of temperature were studied. The
reaction was also carried out in the absence of LBC.

In the studies on the alcohol: vinyl acetate molar ratio are used the LBC,
in all reactions the enantiomeric excess of products (ee, >99%) and the
enantiomeric ratio were excellent (E >200). The values for the
conversion to products were dependent on this parameter. Using a molar
ratio of 1:2 or higher, the conversion degrees were similar, these being
31-50% for (R)-ester 15¢ and 45-50% to (R)-ester 15c.

When LBC immobilized in various films was used the conversion
degrees to (R)-esters 15¢ and 16¢ were dependent on the support. With
the use of starch or carboxymethyl cellulose (CMC) as the support the
conversions were low (2-14%). Best results were achieved when LBC
was immobilized in starch/PEO or soybean protein/PEO films, these
being of 28-50%. With the presence of B-CD in the films, the
conversions were 32-50%.

In the absence of lipase, no product was detected regardless of the
support used. However, when the soybean protein/PEO blends were
used, the conversion was 3%. Using free LBC, the conversion degrees to
(R)-esters 15c and 16¢ in 48h were 4% and 18%, respectively.

With the application of temperatures of 25° 35° and 45° C the
conversion degrees were 16-40%, 28-50% and 26-41% for (R)-ester 15¢
and 27-40%, 37-50% and 33-44% for (R)-ester 16c, respectively.

The lipases obtained from Burkholderia cepacia (LPS-SD), Mucor
Javanicus (LMJ 10), Pseudomonas fluorescens (LAK 20), Aspergillus
niger (LAN 12), Candida cylindracea (LAY 30) and Thermomyces
lanuginosus (LTL-IM) were immobilized in starch/PEO(1/1 m/m) and
soybean protein/PEO (1/1 m/m) blends in the presence or absence of B-
CD. These systems were then used in the transesterification reaction of
vinyl acetate with (R,S)-15b. Using LAY 30, LMJ 10 and LAN 12
lipases the conversion degrees were 0-20%, with an ee, of 65-86%.



With the use of LPS-SD, LAK 20 and LTL-IM lipases the ee, was
>99%, and the highest conversion (40%) was obtained using the
soybean protein/PEO/B-CD.

The solvent effect was evaluated in the reaction of vinyl acetate with
(R,S)-15b, catalyzed by LBC immobilized in the blends used in the
previous study. With the use of t-butanol, cyclohexane, di-isopropyl
ether and acetone the conversion degrees were moderate or good (19-
50%). In the presence of THF the conversion degrees were 2-10%. No
direct relation with the solvent log P values was observed.

The racemic alcohols  3-nitro-1-phenylethanol  (15b),  3,4-
methylenedioxy -1- phenylethanol (16b), 4-nitro-1-phenylethanol (17b),
4-methyl-1-phenylethanol (18b), 4-bromo-1-phenylethanol (19b) and 4-
methoxy-1-phenylethanol (20b) were used in the transesterification
reaction of vinyl acetate with (R,S)-15b. LBC was immobilized in
starch/PEO (1/1 m/m) and soybean protein/PEO (1/1 m/m) blends, in
the presence or absence of B-CD. The conversion degrees into products
were higher in the presence of electron donor groups. In 24 h the
degrees of conversion to (R)-ester 17c were 17-29% and to R-ester 16¢
were 37-45%.

LBC immobilized in four different supports was reused after 30 and 90
days of storage at room temperature in n-hexane, in the reaction of vinyl
acetate with (R,S)-15b in MTBE. The conversion degrees for (R)-ester
15c were 20-43% after 30 days of storage and 11-27% after 90 days of
storage.

In conclusion, the results obtained show that the starch/PEO (1/1 m/m)
and soybean protein/PEO (1/1 m/m) blends, in the presence or absence
of B-cyclodextrin, can be used as supports for various lipases. These
systems were also used successfully in the resolution of racemic
alcohols derived from 1-phenylethanol, under mild reaction conditions,
and the possibility of their reused was verified.

Keywords: Biocatalysis. Enzymatic Kinetic Resolution. Lipases.
Immobilization.
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LAY 30 - lipase de Candida cylindracea

LBC - lipase de Burkholderia cepacia

LMJ 10 — lipase de Mucor javanicus

LPS-SD - lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em terra
diatoméacea

Log P — logaritmo do coeficiente de parti¢do

LTL-IM — lipase de Thermomyces lanuginosus

LWG - lipase de Wheat germ

m — multipleto

MTBE - éter t-butil metilico
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MW — micro ondas

NAD" - nicotinamida adenina dinucleétideo
p.f. - ponto de fuséo

PEO - poli(éxido de etileno)

pH — potencial hidrogenibnico

PIS — proteina isolada de soja

PLE — estearase do figado do porco

ppm — partes por milhdo

g — quarteto

qui — quinteto

Rf — fator de retencéo

RMN de H! - ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
RNA — &cido ribonucléico

s —singleto

Ser - serina

sex — sexteto

t —tripleto

TMS — tetra metil silano

tr — tempo de retencédo

UIBBM - Unido Internacional de Biologia e Bioquimica Molecular
W - triptofano

B-CD - B-ciclodextrina

®-TAS - @-transminases
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1- INTRODUCAO
1.1 - CONSIDERACOES INICIAIS

Ao definir, de forma simples, a quimica como o ramo da ciéncia
que estuda as alteracdes e transformagBes da matéria, cita-se a
descoberta do fogo (entre um milhdo e 500.000 mil anos atras) como
marco inicial da quimica. Porém ¢é dificil situar historicamente quando o
homem passou a ter consciéncia que praticava a quimica. Nos séculos
decorridos ap6s o dominio do fogo, o homem aprendeu a arte de
cozinhar e preparar alimentos, da ceramica, da metalurgia, da medicina,
entre outras areas que se sobrepdem com a quimica. Somente por volta
do século XVII é que se registra 0 nascimento da quimica como ciéncia,
associada muita vezes a transformagao/evolucéo da alquimia. *

Atualmente a quimica representa um setor econdmico grande e
crescente, e de grande importancia nos produtos fundamentais a
humanidade. A sua participacdo é facilmente observada desde os
diversos combustiveis aos medicamentos mais complexos. Entretanto, a
producdo na industria quimica gera inimeros inconvenientes, como a
formacdo de subprodutos toxicos e a contaminacdo do ambiente e do
préprio homem, expostos a estes xenobidticos. 2

A preocupacdo com estes inconvenientes pode ser claramente
observada com a crescente pressdo sobre as indistrias quimicas, tanto
através da sociedade civil, como das autoridades governamentais, no
sentido de aprimorar o desenvolvimento de processos cada vez menos
prejudiciais ao meio ambiente. Dentre os problemas industriais mais
comuns, destaca-se 0 grande volume de efluentes toxicos. Porém, a
emissdo destes contaminantes pode ser minimizada através de diversos
caminhos, tais como o emprego de reagentes alternativos apropriados, o
aumento da seletividade para maximizar o uso dos materiais de partida,
a utilizacdo de catalisadores para facilitar a separacdo do produto final
da mistura, bem como a reciclagem destes catalisadores empregados no
processo. ° Em concordancia com todos os requisitos propostos e
ocupando um lugar de destaque nas sinteses de quimica organica,
ressalta-se 0 uso, mais recentemente, das enzimas. *

1.2 - ENZIMAS

Com excecdo de um pequeno grupo de moléculas de RNA
catalitico, todas as enzimas sdo proteinas que atuam nos organismos



vivos. Estas proteinas sdo as mais notaveis e altamente especializadas,
pois desempenham a fun¢do de catalisadores, aumentando de forma
consideravel a velocidade das reagdes quando em condicdes favoraveis
de temperatura e pH. A atividade catalitica das enzimas é extremamente
dependente da integridade de sua conformacdo nativa, e se esta for
desnaturada ou dividida em suas subunidades, perde a agéo catalitica. **

Assim como outras proteinas, as subunidades das enzimas sdo 0s
a-aminodcidos ligados entre si através das ligacdes peptidicas formando
uma extensa cadeia, com massas que normalmente variam entre 15 a
1000 KDa. A sequéncia exata de aminoacidos de uma cadeia é
denominada de estrutura priméria, a conformacdo tridimensional da
cadeia é chamada de estrutura secundaria (Figuras la e 1b), e a
disposicdo espacial da seqiiéncia é denominada de estrutura terciaria
(Figura 1c). Se a estrutura for formada por duas ou mais unidades de
cadeias polipeptidicas, iguais ou diferentes, a unido destas caracteriza a
estrutura quaternéria (Figura 1d). +®

[c] estrutura terciaria [d] estrutura quaternaria

Figura 1 - RepresentacOes graficas das estruturas tridimensionais de uma
enzima. (adaptado da referéncia 7)



A relacdo entre a integridade de conformagdo e atividade de
catalise é devido ao fato das enzimas possuirem um sitio ativo, local no
qual acontece a catélise. Este sitio ativo constitui somente uma pequena
porcdo de seu volume total e localiza-se usualmente préximo ou na
superficie, sendo assim acessivel as moléculas de substratos. No sitio
catalitico ou ativo estdo presentes determinados aminoécidos, cujas
cadeias laterais sdo vitais a sua atividade, pois formam interacdes
altamente especificas com o substrato. *®

1.3 - NOMENCLATURA, CLASSIFICAGAO E PROPRIEDADES
DAS ENZIMAS

Muitas das enzimas sdo nomeadas com a terminacdo “ase” ao
final do nome do substrato ou do tipo de reacdo ao qual catalisam. Por
exemplo, a urease € a enzima que realiza a hidrdlise da uréia e a DNA
polimerase catalisa a polimeracdo dos nucleotideos para formagdo do
DNA. Com o crescente aumento de enzimas catalogadas a Unido
Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (UIBBM),
sistematizou a classificagdo em seis grandes grupos, e cada um desses
dividem-se em sub-grupos de acordo com o tipo de reacdo catalisada.
Assim cada enzima pode ser classificada em uma combinacdo de 4
numeros, sendo o primeiro da grande classe, o0 segundo a sub-classe, 0
terceiro referente ao substrato catalisado e o Gltimo digito para a enzima
especifica. * ® ? Um exemplo é a enzima cistationina-B-sintetase
catalogada como E.C. 4.2.1.22 (E.C.- Enzyme catalog).

A Tabela 1, apresenta a classificacdo das enzimas segundo a
UIBBM, destacando as hidrolases que foram usadas neste trabalho.



Tabela 1. Classificacdo das enzimas de acordo com a UIBBM *®°

NGmero Classe Tipo de_ reacao Subclasse
catalisada
Hidrogenases,
! Tranferéncia de oxidases,
Oxirredutases elétrons ou remogao peroxidases,
de hidrogénio redutases
Reacdes de Transaldolases,
2 Tranferases transferéncia de transcetolases.
grupos
3 Esterases, lipases,
Hidrolases Reac6es de hidrdlise peptidadases,
fosfatases.
Reagges de adigdo Descarboxilases,
de grupos a dupla .
o < cetoacidases,
. ligagdo ou formacgéo S
4 Liases S hidroliase.
de duplas ligacGes
por remocao de
grupos
Transferéncia de
Racemases,
grupos dentro da .
5 Isomerases , epimerases, mutases.
molécula para
produzir isbmeros
Formacéo e
clivagem de
6 Ligases ligagdes C-C, C-S, Sintetases
C-O e C-N e ésteres
de fosfato

O processo de catalise consiste na diminuicdo da energia de
ativacdo (Ea) de uma reacdo e consequente aceleracdo em sua
velocidade, devido ao uso de um aditivo que sera recuperado ao fim do
processo. “ %8 1% A Figura 2 mostra um gréfico da variacio da energia
livre para uma reacdo ndo catalisada e catalisada por enzima.



Estado de transi¢do

Energia
Livre

Reagdo ndo

catalisada A (ndo cat)

ES

Reagéo catalisada "
por enzima E.Int EP

Coordenada de reagao
Figura 2 - Diagrama de energia de uma rea¢do ndo catalisada (linha preta) e
catalisada por enzima (linha vermelha). *

Os aditivos que realizam a catalise sdo os chamados catalisadores
e as enzimas por serem de origem bioldgica séo catalisadores naturais.
Em seu meio original, nos organismos, as enzimas atuam normalmente
em pH préximos ao neutro, temperaturas brandas e meio aquoso. *® 8
Mesmo neste meio pouco energético, sdo altamente eficientes,
aumentando a velocidade das reacdes na ordem de 10%a 10" vezes, que
as mesmas néo catalisadas. * 2

Dois efeitos principais sdo responsaveis pela diminuicdo da E,
nas reagOes catalisadas por enzimas, e sdo originadas pelas interagdes
altamente especificas que o substrato realiza com o biocatalisador. Estes
efeitos sdo configurados pela orientacdo exata na qual o reagente é
inserido no sitio ativo e também pela proximidade dos atomos que irdo
participar das reagdes. Esta orientacdo e proximidade sdo essenciais
para o encaixe induzido. ®

O modelo de ligagdo do substrato a enzima baseado no encaixe
induzido, descreve que a estrutura tridimensional do sitio ativo serd
complementar ao estado de transicdo. Portanto quando o substrato se
aloja no sitio ativo, a enzima sofre uma mudanca conformacional para
se adequar ao substrato (Figura 3).



Substrato

Sitio ativo ~ Enzima

Figura 3 - Modelo de encaixe induzido para a ligacdo do substrato a enzima.
(adaptado da referéncia 7)

Por causa desta caracteristica a enzima é caPaz de aceitar
substratos com grupos laterais de tamanhos diferentes. * ® 8 Apesar de
possuir maltiplas interagdes com o reagente, a enzima ira realizar uma
maior interacdo com o estado de transi¢do da reacdo ao qual catalisa, e
esta propriedade sera a forca motriz para a catalise. * **

Devido a catalise realizada pelas enzimas ser altamente
especifica, ou seja, cada enzima podera hidrolisar ou sintetizar apenas
uma classe de compostos, gerou interesse dos quimicos organicos que, a
partir do século anterior, passaram a utiliza-las em sinteses, originando a
biocatalise na quimica. & 121516

1.4 - ENZIMAS E BIOCATALISE

O termo biocatélise ou biotransformacéo pode ser aplicado para o
uso de sistemas biolégicos (enzimas ou células intregas) na converséo
de uma estrutura quimica em outra. Em biotransformacdo, um
catalisador biolégico é utilizado para converter um substrato em um
nimero limitado de etapas enzimaticas, diferentemente do que ocorre
em processos de fermentacdo, onde o substrato é convertido em
produtos através de um caminho metabdlico bastante complexo na
célula. >+

O atrativo para 0 uso de enzimas em sinteses organicas ndo é
apenas a alta eficiéncia, elas chamam muito atencdo devido a sua alta



especificidade, como mencionado anteriormente. As enzimas além de
especificas sdo também bastante seletivas, apresentando trés dessas
especificidades. & 2* %

quimiosseletividade - podem atuar em somente um tipo de grupo
funcional mesmo na presenca de outros grupos reativos; ®

regio e diasterosseletividade - podem distinguir entre grupos
funcionais situados em diferentes regides do mesmo substrato; ® 2

enantiosseletividade - sdo catalisadores quirais e sua

6esspecificidade pode ser explorada para sinteses seletivas e assimétricas.

Por todas estas caracteristicas especiais aliadas as necessidades
globais de tecnologias limpas e gestdo de produtos e subprodutos menos
toxicos, as enzimas tém atraido cada vez mais a atencao da industria. Os
produtos desenvolvidos sobre esta Optica apresentam maior valor
agregado, contribuindo significativamente para uma melhor qualidade
de vida, 23 %

As utilizaces dos biocatalisadores em transformacdes quimicas
buscam seguranca, eficiéncia, economia de 4tomos e de energia em
procedimentos que ndo agridam o meio ambiente. O seu uso fez surgir
uma quimica biotecnolégica de interface com oportunidades para a
melhoria e inovagdo em alguns problemas recorrentes, como 0 uso de
grupos protetores para a superacdo da ndo seletividade e reatividades
incompativeis na sintese de biomiméticos.

Iniciando por materiais de partida simples e com um ndmero
minimo de etapas, evitando protecdo-desprotecdo e com orientacdo para
formacdo apenas do produto de interesse, a biocatalise vem
contribuindo para solucies destes desafios. 2 O wuso destes
biocatalisadores nas sinteses organicas pode ser efetuado de duas
formas, como células integras ou extratos enzimaticos puros ou
parcialmente puros (enzimas isoladas), cada qual com suas
desvantagens e vantagens. & *

As células integras apresentam como desvantagens a ocorréncia
de reacOes paralelas, resultantes do metabolismo celular,
reversibilidade, e baixa tolerancia a substratos e solventes organicos,
inativando o sistema. Porém, sdo vantajosas devido ao baixo custo, em
geral, e especialmente interessantes para a aplicacdo em sistemas que
necessitam da regeneracdo de cofator, pois a propria célula tem os
mecanismos para promover a regeneracdo. Cofatores sdo compostos
organicos de baixa massa molar (como vitaminas) ou metais necessarios
para a atuacdo eficiente da atividade catalitica das enzimas. ® #*

As desvantagens associadas ao uso de enzimas isoladas séo os



custos, disponibilidade da enzima requerida e inexisténcia de
mecanismos regenerativos para cofatores de determinadas classes de
enzimas. As suas vantagens sdo descritas pela alta especificidade, maior
produtividade e facilidade de isolamento dos produtos. & %
Znidarsic-Plazl e Stojkovic pesquisadores eslovenos, realizaram
experimentos utilizando células integras de Saccharomyces cerevisiae
(fermento de péo) fixadas em paredes de tubos plasticos comerciais.
Estes tubos com a parede interna “recheada” pelas células atuaram
como uma espécie de micro reator, onde um fluxo constante dos
substratos, acido fumarico (1) e &gua, sdo introduzidos para a formagao
do produto de interesse, o acido L-malico (2), coletado na saida do
micro reator. Figura 4. %
OH O 2

HO

A
|

0O +H0

Figura 4 - Modelo de micro reator para a producdo de L-2, com as paredes
incrustadas de células integras de Saccharomyces cerevisiae.

Os primeiros experimentos realizados foram os de
permeabilizacdo das células, para aumentar a transferéncia de massa,
com brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB). Sem essa etapa o
substrato ndo era convertido em produto, e para os melhores resultados
foram necessérios 6 minutos de lavagem. Foi testado também o pH do
tampéo utilizado, obtendo-se maiores valores de conversdo com o pH
neutro. As maiores conversfes foram obtidas quando se testou a
quantidade de substrato introduzida por tempo de permanéncia no micro
reator, sendo que quando 2 e 5 mM de 1 eram injetados e permaneciam
por 25 minutos no tubo, a conversio em 2 foi de 80%. %

Faber e colaboradores sintetizaram a S-rivastigmina (3), um
potente inibidor da colinesterase e consequentemente um dos agentes
mais potentes no tratamento do mal de Alzheimer e Parkinson nos
estagios iniciais. Na rota sintética, foram utilizadas as w-transaminases
(0-TAS), que sdo enzimas capazes de transferir a fungdo amina de um



aminoacido (ex. alanina) para uma cetona, gerando um centro quiral
importante na obtengéo do farmaco. Esquema 1. %°

(o]

/\N cl ®- trasaminase \ NH2
HO & N ©
NaH, _N Y tampéo fosfato - Y
THF, 5h, 89% o 24h, 76% o
(S)-599% e.e.
ANaBH(OAc)B

CH,Cl,, 16,5h, >99%

NMe,

NT O/k
(S)-rivastigmina (3) 99% e.e.

Esquema 1. Rota quimio-enzimatica para obtencdo da (S)-rivastigmina.

Porém, estas enzimas tém o equilibrio deslocado para o lado
alanina/cetona o que faz com que estas reacGes tenham baixo
rendimento, quando ndo se utiliza uma técnica que remova o co-produto
piruvato. Para obter conversdes sinteticamente mais aceitaveis, foi
utilizada a lactato dehidrogenase que reduz o piruvato a lactato, mas esta
enzima necessita do cofator NAD" que por sua vez é regenerado via
glicose dehidrogenase. 2° Esquema 2.

Para a etapa enzimatica foram usadas diferentes células de
microorganismos cultivadas que continham ®-TAs e também duas
células de origem comercial. Os melhores resultados foram obtidos
guando se utilizou as células de Paracoccus denitrificans que
converteram 83% da cetona (4) em amina (5). Para a sintese total do
farmaco realizou-se a biotransformacéo em escala preparatlva obtendo-
se 66% de rendimento total para a sintese em quatro etapas. ® Porém a
necessidade de uso de cofator e de regeneragdo para 0 mesmo torna a
reacdo mais cara e dispendiosa.



- trasaminase

NH/\

4 /?k (S) 5
COOH COOH

/N\”/O
o)

COOH NADH

NAD* )
GDHJ/glicose

Esquema 2. Aminagao assimétrica da cetona 4 para obtencdo do precursor (S)-5
da (S)-rivastigmina.

As enzimas hidroliticas (proteases, celulases, amilases e lipases),
por ndo necessitarem da regeneracdo de co-fatores, terem alta
estabilidade e atividade com relagdo a varios substratos, baixo custo e
capacidade de atuar em condi¢des suaves de sinteses, sdo as mais usadas
na quimica organica. ®

Rhaman e col. utilizaram, para a preparacdo de derivados de
acidos graxos, a lipase de Candida rugosa (CRL) revestida ou ndo com
novos liquidos ibnicos (LI) baseados em aminoacidos. Os sais de
histidinato de trimetil aménio ([N22.][his]) e asparaginato de trimetil
amonio ([N22.][asn]) foram fundidos, a lipase foi misturada aos LlIs e
deixada de repouso para solidificacdo e uso posterior. Na esterificacéo
do alcool oléico com diferentes acidos graxos (C6 a C18), as maiores
conversdes foram obtidas com as lipases revestidas de liquido idnico e
com cadeias médias de &cido graxo (C12 — 84% e C14 — 80%). %’

Pesquisadores suecos plubicaram h& poucos meses 0 uso de uma
enzima com modificacdo genética planejada derivada da lipase de
Candida antarctica B (CALB). Nesta enzima o triptofano (W) presente
no sitio ativo, mas sem fazer parte do sistema catalitico, foi substituido
por uma alanina (A) na posicdo 104 da estrutura primaria (CALB
W104A). Esta modificacdo é de interesse, pois a enzima nativa nao
consegue acomodar dois grupos volumosos de um alcool secundario e
resolvé-lo cineticamente. ®

A CALB W104A foi capaz de realizar a transesterificacdo de
diaril metandis com um dos grupos fenélicos contendo substituintes em
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conversdes de moderadas a boas (4-45%) e ee, de médios a altos (34-
96%), dependendo do substituinte em até 24h de reacdo. Os
pesquisadores também testaram efeitos eletrébnicos na resolucdo,
substituindo um grupo arila por piridila e também utilizando grupos
arilas substituidos com piridilas. O melhor resultado foi obtido quando o
substrato 4-bifenil(2-piridil) metanol reagiu com o acetato de vinila para
formar o correspondente acetato em 38%, com ee, de 98% e razédo
enantiomérica (E) de 180, em 24h. %

Exemplos recentes de aplicacdo de lipases em reagdes organicas,
principalmente em resoluc@es cinéticas, e até de mutacdes dirigidas sdo
extremamente comuns. Devido ao baixo custo, disponibilidade de serem
obtidas das mais variadas fontes, apresentarem seletividade para
diversos substratos e relativa estabilidade em solventes orgéanicos, as
lipases transformaram-se na classe de enzimas mais utilizada em
biocatalise. 2%

1.5 - LIPASES

As lipases (E.C.3.1.1.3) sdo enzimas hidroliticas de origem
animal (pancreatica, hepatica e gastrica), microbiana (fungos e
bactérias) e vegetal, com diferentes propriedades cataliticas. Sdo, em
sua maioria, extracelulares, favorecendo a extracdo, isolamento e
purificacdo. ** ¥ * Ppodem ser facilmente obtidas através da
fermentacdo de microrganismos, tais como os fungos de Aspergillus
mucor; Rhizopus penicillium, de leveduras Tulopis sp e Candida sp e
tamsliégp de bactérias tais como as de Pseudomonas sp e Staphylococcus
sp. *"

Como as enzimas sdo nomeadas pelas rea¢des as quais catalisam,
as lipases em seu ambiente natural catalisam a hidrélise de lipideos,
principalmente os triacilglicer6is (TG) em di e mono-acilglicerideos
(DG e MG), 4cidos graxos (AG) e glicerol (G) (Esquema 3). 2 34338
Além das funcfes metabdlicas, as lipases possuem um papel importante
em biotecnologia principalmente na inddstria de 6leos e de alimentos,
no desenvolvimento de aromas, detergentes, na hidrolise de 6leos e
gorduras, sintese de biosurfactantes, manutencdo de queijos, producao
de bebidas alcodlicas e tratamento de residuos oleosos oriundos da
indUstria de couro e de papel. 3 37394
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Esquema 3. Possiveis produtos da hidrdlise 1,3-especifica catalisada por
lipases. (adaptado da referéncia 34.)

Além das aplicagdes citadas acima, lipases de diversas fontes,
principalmente as oriundas de Candida antarctica e de Thermomyces
lanuginosus tem sido usadas na producdo de biodiesel. ***®

Uma maior compreensdo sobre os mecanismos de acdo das
lipases foi obtida somente apés 1900, quando as primeiras estruturas
foram resolvidas por cristalografia de raios-X. * Todas as lipases cujas
estruturas estdo elucidadas fazem parte da familia a,B-hidrolases com
uma arquitetura comum composta de uma sequéncia de fitas a-hélice e
B-pregueada. Estas enzimas hidrolisam as ligacdes as quais sdo capazes,
através de uma triade catalitica composta de um residuo de serina
nucleofilico, ativado por ligacGes de hidrogénio em conjunto com a
histidina, aspartato ou glutamato (Ser-His-Asp/Glu). “®* (Figura 5).
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Figura 5 - Representacdo esquematica da estrutura tridimensional e ampliacéo
do sitio ativo da lipase de Psychrobacter sp. (adaptado da referéncia 45.)

Os membros da familia de estruturas a,f-hidrolases possuem um
mecanismo comum de hidrélise de ésteres, (éue consiste nas seguintes
etapas e esté representado no Esquema 4. #*

1. Ligacdo ao substrato éster;

2. Formacdo do primeiro intermediario tetraédrico por ataque
nucleofilico da serina catalitica com o oxianion estabilizado
por 2 ou 3 ligagBes de hidrogénio, conhecida como cavidade
oxianion;

3. Quebra da ligagdo éster e saida da porcéo alcodlica;

4. Hidrolise do intermediario acil-enzima;

5. Formacéo do segundo intermedidrio tetraédrico;

6. Formac&o do produto e regeneracédo do sitio ativo.
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21,46

Esquema 4. Representagéo do mecanismo de agdo da a,B-hidrolases.

A terceira etapa na qual ocorre a formacdo do intermediario acil-
enzima é determinante para a catdlise. Em solventes organicos, as
lipases catalisam a transferéncia de grupos acilas de compostos
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doadores para varios compostos receptores diferentes da agua.
Dependendo do tipo de doador acila e do substrato, as reacdes
catalisadas por lipases incluem esterificacdo, tioesterificagéo, amlda do,
transesterlflca(;ao sintese de peptideos e formacéo de peracidos. ® R

® Os peracidos podem ser utilizados em sintese organica, como por
exemplo, para a formacdo de époxidos a partir de compostos
insaturados. *

Yadav e Devendran realizaram a resolucao cinética enzimatica do
(R,S)-1-(1-naftil) etanol (6) via transesterificagdo em micro-ondas
(MW) com varios doadores acila. Para a reagdes foram utilizaram trés
diferentes lipases de origem comercial (Novozym 435, RMIM e TLIM)
imobilizadas em materiais diferentes (resinas e silica, respectivamente).
Esquema 5.

%, _OH
o o

N )J\ Lipase (S)-1- (1 naftll) etanol
) R solvente H

organico, \"/
(R,S)-6 MW L

(R)-acetato de 1- (1 naftil) etanol (R-7)

Esquema 5. Transesterificacdo enantiosseletiva de 6 com lipases em meio
organico. (adaptado da referéncia 50).

Foram testados diversos pardmetros reacionais como origem da
lipase, doador acila e sua concentra(;ao solvente organico, agitacdo e
quantidade de catalisador. °

Dentre o0s diversos parametros experimentais avaliados,
inicialmente observou-se que o aquecimento da reacdo a 60° C por
micro-ondas era mais eficiente que da forma convencional. A Novozym
435 juntamente com acetato de vinila em n-heptano, como meio
reacional, foi o sistema mais eficiente, obtendo-se a maior converséo
(47%) e também excesso enantiomérico (ee) do substrato (90%). Em
ciclo-hexano e n-hexano os resultados foram menores 844% e 45%), e
em tolueno a conversao ao produto R-7 foi baixa (6%). °

Nos testes do efeito da agitacdo e temperatura, usou-se 100-500
rpm e 40-70° C, com o sistema Novozym 435/ac. vinila/n-heptano,e os
melhores resultados foram obtidos a 60 °C com 400 rpm. Para 0s
estudos de quantidade de catalisador e razdo molar do substrato/doador
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acila, os maiores valores de conversdo foram alcangados utilizando-se
de 20mg da Novozym 435 e razdo molar 1:1. Quando o experimento foi
realizado usando-se os melhores pardmetros durante 3 horas, a maior
conversdo foi de 47%, podendo este sistema ser reutilizado por trés
vezes sem perda significativa na conversdo (4744%). *°

As lipases como toda a classe das hidrolases sdo extremamente
estereosseletivas. Esta caracteristica aliada a baixa especificidade pelo
substrato tornou-as importantes ferramentas na sintese orgéanica quiral.
Utilizando-se de lipases € possivel preparar  compostos
enantiomericamente puros a partir de racematos, substituindo assim a
resolucéo classica por cristalizacéo. ** **

1.6 - ESTEREOSSELETIVIDADE DAS ENZIMAS

Em 1815, quando o fisico Francés Jean Baptiste Biot descobriu
gue certas substancias eram habeis para desviar o plano da luz
polarizada, fendmeno chamado de atividade Optica, iniciou-se a
quiralidade na quimica organica. Estudos posteriores foram realizados
por Louis Pasteur, que separou os cristais de um racemato de sal de
acido tartarico e reconheceu que as imagens nao sobreponiveis
desviavam a luz plano polarizada em direcées opostas. **>*

As moléculas que ndo podem sobrepor-se as respectivas imagens
em um espelho plano sdo chamadas quirais. A maioria das moléculas
presentes na estrutura dos organismos vivos sdo quirais, tais como o
acido desoxiribonucléico (DNA), aminoacidos, horménios e anticorpos.
Por esta razdo, observa-se a relevancia da quiralidade em organismos
vivos. Quiralidade é condicdo necesséria e suficiente para a existéncia
de enantidmeros. Estes possuem propriedades quimicas e fisicas (ponto
de ebulicdo, fusdo, solubilidade) semelhantes, porém o sentido da
rotacdo do plano da luz polarizada € o contrario. A mistura formada por
guantidades equimolares dos enantidmeros é chamada de mistura
racémica ou racemato. >*>°

Os enantibmeros podem apresentar atividade biol6gica
completamente diferente, pois interagem de maneira distinta com outros
sistemas quirais ou aquirais. Por exemplo, o (S,S)-aspartato possui um
sabor adocicado, enquanto seu enantibmero (R,R)-aspartato tém sabor
amargo. A distincdo no paladar ocorre porque os receptores também sdo
constituidos de moléculas quirais e reconhecem a diferenca nos
enantiémeros. ** %

Nos farmacos quirais, ocorre situacdo semelhante, sendo que
geralmente um dos enantidmeros é o responsavel pela atividade de
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interesse e em certos casos 0 outro pode ser prejudicial ou inativo. H&
inclusive casos na histéria da quimica bioldgica que mostraram a
importancia de se usar compostos enantiomericamente puros, por
exemplo, o caso da talidomida cujo enantiémero (S) é teratogénico e o
enantidmero (R) é sedativo. > *°

Atualmente, na inddstria farmacéutica mais da metade dos
farmacos comerciais sdo enantiomericamente puros e entre o0s restantes
88% sao vendidos na forma racémica. °’ Entre os remédios vendidos na
sua forma opticamente pura, encontram-se os antibioticos tais como a
amoxicilina e ampicilina, antiinflamatdrios a base de ibuprofeno e
naproxen, controladores de pressao como captopril e enalagril e também
reguladores de colesterol cujo farmaco é a lovastatina. *® A Figura 6
mostra a estrutura molecular destes medicamentos.

COOH COOH
Enalapril (10)

HO o
Ty

Amoxicilina (8) Ampicilina (9)

\/'\]//O /\l)'L
/L/©/\COOH COOH N \COOH -

Ibuprofeno (ll) Naproxen (12) Captopril (13)

Lovastatina (14)
Figura 6 - Estruturas de farmacos vendidos em sua forma enantiomérica pura.
58

Por esta razdo compostos enantiomericamente puros sdo de
importancia na industria farmacéutica, de alimentos, agroquimica,
sabores e de fragrancias. *** *® *° A resolugdo de racematos ainda é a
metodologia mais importante para a sintese de produtos enantiopuros.
Os métodos para a resolucdo incluem a cinética quimica ou enzimatica,
por cristalizacdo preferencial ou separagdo de diasteroisémeros. >> °®

1.7 - RESOLUGAO ENZIMATICA

Quando um substrato racémico é submetido a uma reacdo
enzimatica, este sofre discriminacdo entre os enantidmeros. De acordo
com a preferéncia da enzima, o enantiémero que melhor se ajusta em
seu sitio ativo reage a uma velocidade maior. Para assegurar uma alta
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seletividade para ambos os enantidmeros, a diferenca na velocidade da
reacdo de cada um individualmente deve ser a maior possivel. Em
alguns casos ideais, a velocidade é tdo extrema, que o enantibmero
reativo é transformado rapidamente enquanto o outro ndo é convertido.
Entdo, na resolucdo de um racemato a reagdo enzimatica cessaria
automaticamente em 50% de conversdo, quando ja ndo existe o
enantidbmero reativo. Como consequiéncia, cada enantibmero pode ser
obtido somente com 50% de conversdo em uma resolucéo enzimatica. ®

Como a classe de enzimas mais utilizada em biocatalise e por
serem extremamente estereosseletivas, as lipases sdo muito utilizadas na
resolucdo de racematos principalmente de aminas, alcodis primérios e
secundarios e ésteres. 3% %® A base da preferéncia de um enantidmero
sobre outro ao utilizar as lipases, esta na conformacdo dos estados de
transicdo que cada um deles forma com a enzima. Assim os estados
fundamentais termodindmicos do racemato sdo iguais para ambas as
formas, mas a diferenca na energia livre para os estados de transicdo é a
responséavel pela enantiosseletividade. **

Na Figura 7, observa-se uma representagdo esquematica do sitio
ativo de uma o,B-hidrolase, a lipase de Candida antartica B, que tem
sido utilizada com eficiéncia para a resolucdo de alcodis e aminas
secundérias. A combinacdo da cinética enzimatica e a modelagem
molecular foram usadas para construir um modelo de como um alcool
secundario se liga ao sitio ativo desta enzima durante a reacdo de
transesterificagdo. Os dois enantidmeros do alcool secundario séo
mostrados ligando-se ao sitio ativo por duas orientacdes diferentes.
Apenas 0 R-enantibmero modo | e 0 S-enantibmero modo Il produzem
ligaces com a enzima capaz de formar o produto. **

Porém o R-enantibmero € o reagente mais rapido devido ao fato
do grupo de maior volume (L) estar fora do sitio ativo, enquanto que no
S-enantibmero este grupo esta no interior da cavidade. Quando o grupo
mais volumoso é maior que um radical etila a seletividade aumenta
excessivamente, pois ndo ha espaco suficiente para acomoda-lo no
interior do sitio ativo. Assim a taxa de conversao do reagente rapido ndo
é afetada, porque o grupo volumoso esta fora do sitio ativo, e ndo causa
interacdes estéreas desfavoraveis com a lipase. **
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Figura 7 - Representacdo esquematica do sitio ativo da lipase de Candida
antartica B ligado a um alcool secundario em uma reacéo de transesterificacgéo.
Acima a esquerda e abaixo na direita estdo representados os modos produtivos.
61

Em 1982, Sih e col. sob a base teoria de Sharpless e Fajans
descreveu os calculos da dependéncia da conversdo (c), excesso
enantiomérico do substrato (ees) e excesso enantiomérico do produto
(ee,) na resolugo cinética enzimatica. * ®

O pardmetro que indica a discriminacdo de uma enzima entre
dois enantidmeros foi introduzido como razéo enantiomérica (E). ®

Holmberg e Karlsson utilizando as equacfes propostas por Sih e
col. distinguiram entre razdo enantiomérica do substrato (Es) e do
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produto (Ey), onde Es e E, podem ser calculados de acordo com as
Equaces 1 e 2. °

_ Inl(1-c)(d-eey)] _In[(1-c)(1+ eey)]
S In[(1-c)(1+ eey)] P In[(1-c)(1- eep)]
Eq.1 Eq.2

eeq
Sendo: c= ——————
eeg + ee,

Valores de razdo enantiomérica menores que 15 sdo inaceitaveis
para propositos praticos de separagfes. Podem ser considerados de
moderados a bons valores entre 15-30, e acima deste valor excelentes.
Deve ser enfatizado que E>200 ndo pode ser determinado com preciséo,
devido as imprecisdes oriundas dos meétodos da determinacdo do
excesso enantiomérico, onde uma pequena varlagao do ee Ou eep pode
causar uma mudanca significativa no valor numérico de E. ®

E possivel usar lipases na forma livre em solventes organicos.
Mas estas enzimas nem sempre sdo 0s catalisadores ideais neste meio
visando possiveis aplicagdes industriais, pois sdo geralmente instaveis,
nao podem ser utilizadas em temperaturas elevadas e sdo caras de
recuperar do meio reacional ao final do processo. ** * Desde modo, a
fim de tornar o uso das enzimas mais econdmico e eficiente, o
desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo de enzimas tem sido
objeto de crescente interesse, ja que estas proporcionam a reutilizacéo
das enzimas, facilitam a separacdo dos produtos, reduzem a inibicéo
pelo me|o ou 7|orodutos e aumentam a estabilidade em solventes
organicos. *

1.8 - IMOBILIZAGCAO DE ENZIMAS

O principal objetivo em imobilizar enzimas é obter um
biocatalisador com estabilidade e atividade apds o processo. Na forma
ideal, a enzima imobilizada devera apresentar uma atividade catalitica
igual ou superior & forma livre. Também, ndo deverdo ocorrer alterag6es
estruturais, nem modificacfes no sitio ativo. Entretanto, a imobilizacdo
pode inibir ou aumentar a atividade e estabilidade da enzima, néo
existindo uma regra que prediga a manutencdo destes parametros ap6s o
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processo de imobilizagdo. ®

Os métodos de imobilizacdo de enzimas sdo processos que
oferecem vantagens considerando que, em geral, aumentam a
estabilidade do biocatalisador e sdo economicamente vidveis. As
técnicas de imobilizagdo consistem no confinamento de enzimas ou
microrganismos em um determinado material (suporte ou biorreator),
conferindo aos mesmos uma maior resisténcia a temperatura, solventes
de baixa polaridade e a mudancas no pH. & #6869

Este processo pode ocorrer de diferentes formas e cada um
envolve diferentes graus de complexibilidade e eficiéncia. Os diversos
métodos de imobilizacdo utilizados podem ser divididos em duas
categorias principais, métodos quimicos quando a enzima é fixada em
um suporte por ligacdo covalente ou ligacdo cruzada com auxilio de
reagentes bi-ou multifuncionais e métodos fisicos quando a enzima fica
retida no interior de um gel insollvel, fibras porosas, materiais
adsorventes ou microencapsuladas neste suporte. Através destes
Ergcl;fsggoggo bio_catalisador pode ser facilm_entelrecuperado e r_eytilizado.
7252 A Figura 8 mostra os principais métodos e materiais usados
na imobilizacdo de enzimas.

As interagdes entre os biocatalisadores e 0s suportes utilizados
sd0 muito importantes, pois estas podem influenciar diretamente na
estabilidade e nos efeitos cinéticos da catélise. A escolha da matriz é
fundamental para uma boa atuacdo do sistema com a enzima
imobilizada. As caracteristicas desejaveis para um bom suporte sdo a
area superficial grande; boa permeabilidade; caracteristicas hidrofilicas;
estabilidade quimica, mecénica e térmica; alta rigidez; forma e
tamanhos adequados; resisténcia ao ataque de microrganismos e
possibilidade de reutilizagdo.  * ** 6869
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Confinamento em matrizes
poliméricas

LigagOes cruzadas
e Polimeros naturais &gar, . L
Confinamento  caseinato de sodio, derivados "e*X@metilenodiamina
em microcapsulas hidrosoldveis de  celulose, € 9utaraldeido.
amido, dextrana (DEX);
gelatina, quitosana.
e Polimeros sintéticos: poli
(&lcool  vinilico)  (PVA),
poli(6xido de etileno) (PEO),
polissulfonato de sodio (PSS).

Sistema bifasico
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e Adsorcdo fisica: PVA, PEO,
Xantana, galactomanana,
quitosana, carvao

e« Adsorcdo  covalente: silica,
alumina, celulose

» Adsorcdo ibnica: resinas de troca
ibnica, p. ex., DEAE-sefadex e CM-
celulose.

Micelas reversas
Exs.: Aerosol — OT,
Fosfatidilcolina

Figura 8 - Principais métodos e matérias para imobilizacdo de enzimas.
(adaptado da referéncia 8)

A utilizacdo de filmes produzidos a partir de proteinas ou
polissacarideos tem contribuido para que haja um aumento da
biocompatibilidade entre o suporte e biocatalisador, gerando um micro-
ambiente favoravel, e beneficiando desta forma a atividade enzimatica.
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Dentre as vantagens de utilizar estes biofilmes como suportes para
biocatalisadores em sintese organica, destacam-se suas boas
propriedades mecanicas, resisténcia a solvente de baixa polaridade,
hidrofilicidade, atoxicidade, e o fato de serem biodegradaveis e de baixo
custo. 66, 69, 70

A escolha do suporte é baseada em funcdo das propriedades
desejadas e do biopolimero selecionado. Além disso, por serem
biodegradaveis e sollveis em &gua, estes suportes tornam 0s processos
econdmicos e ambientalmente favoraveis, preenchendo desta forma os
gg%gi%itos necessarios para o desenvolvimento de uma “quimica limpa”.

Neste trabalho, foram usados o amido e a proteina de soja
(descritos a seguir) como biopolimeros, além de alguns polimeros
sintéticos (CMC, PEO) para preparacdo de filmes e posterior uso na
imobilizagdo de lipases.

1.9 - AMIDO

O amido é o constituinte mais importante na reserva de nutrientes
de todas as plantas superiores, ocorrendo principalmente em sementes,
tubérculos, rizomas, bulbos e inclusive em algas. Pelo fato de ser
facilmente hidrolisado e digerido é uma das substancias mais
importantes na alimentacéo do homem e dos animais. "+

Na Figura 9, sdo mostrados alguns tubérculos e um cereal
(milho) comuns no Brasil, e que sio fontes de amido. "

batata batata aipo inhame

Figura 9 - Exemplos de tubérculos fornecedores de amido.
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O amido presente nas plantas é sintetizado nos amidoplastos, na
forma de granulos, pela polimerizacdo da glicose resultante da
fotossintese. No inicio possuem a forma esférica, tornando-se alongados
ou achatados de acordo com o crescimento. Caracteristicas presentes
nos granulos de amido como: birrefringéncia, composicdo, forma e
tamanho sdo geneticamente controlados, e por isso sua observagdo no
microscopio é suficiente para distinguir 0os amidos provenientes de
diferentes plantas """, como mostrado na Figura 10.

@@ * 070 o ¢
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8 i% % MO@ N

s B OD oo

Amldo de trigo Amido de milho Amido de arroz

@})) DOO%C() ;
@ OC § 0000

) r\ﬁﬂ

Amido de batata Amldo de Mandioca
Figura 10 - Observacéo microscopica de amidos de diferentes origens. *

O amido é constituido essencialmente por uma mistura de dois
polissacarideos, amilose e amilopectina, Figura 11. As propor¢des dos
componentes sdo dependentes da genética do vegetal e de seu tempo de
maturacdo, mas, de maneira geral a relacdo é de 17% a 28% de amilose
e 73% a 82% de amilopectina. "

A amilose € constituida por 500 a 2 mil monémeros de D-glicose
unidos entre si por ligagdes do tipo al-4, formando uma cadeia linear,
gue na sua forma cristalina apresenta uma conformacao helicoidal. Esta
conformac&o possibilita a formacéo de complexos de inclusdo com iodo
(utilizado como indicador quantitativo de amilase e da presenga de
amido), n-butanol, entre outros. "*"
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Figura 11 - Estrutura da amilose (a) e da amilopectina (b). ™ *

A amilopectina é a fracdo altamente ramificada do amido. E
formada também por unidades de D-glicose ligadas de forma al-4,
porém com cadeias laterais unidas a principal de forma a1-6 a cada 24-
30 residuos de glicose. Pela forma a qual estd organizada, sua
conformacéo espacial é esférica. " Pelo fato do amido ser de fontes
naturais, possuir baixo custo, abundancia e alta aplicabilidade,
impulsionou variados estudos de empregos e propriedades. * %

O conhecimento das estruturas moleculares e granular, bem como
as propriedades fisico-quimicas do amido, levou a modifica¢fes dessas
estruturas para usos especificos. Estas transformacdes podem ser fisicas,
enzimaticas ou mais comumente, quimicas e resultam no amido
modificado. "*" A utilizacdo do amido ou derivados ocorre em
indGstrias de adesivos, agroquimicos, cosméticos, detergentes e
surfactantes, médica, metallrgicas, plasticos, mineracdo, cosmética,
farmacéutica, papel e papeldo, téxtil, entre outras e principalmente na
manufatura de alimentos. %
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Entre as utilidades do amido, destaca-se 0 Seu uUsO coOmo
espessante, propriedade esta obtida quando o0s grdos sdo suspensos em
agua, aquecidos e atingem determinado intervalo de temperatura. Este
intervalo é também chamado de temperatura de gelatinizacdo e €
especifica para amidos de diferentes origens. Ao atingirem a
temperatura de gelatinizacao as ligac6es de hidrogénio mais fracas entre
as cadeias de amilose e amilopectina sdo rompidas, 0s graos
intumescem e a solu%éo fica consideravelmente mais viscosa, formando
uma espécie de gel. "

Os géis de amido podem ser combinados com polidis (glicerol
e/ou sorbitol), com outros polimeros e/ou proteinas, e a mistura destes
componentes forma uma massa amorfa que pode ser transformada em
filmes e plasticos. Os géis, apds desidratados originam peliculas rigidas
e transparentes, brilhantes e resistentes, que sdo biodegradaveis e sao
chamados de biofilmes, quando ndo se utiliza outro polimero nao
fragmentavel em sua obtencdo. O uso de polidis é importante para
fornecer ao filme maleabilidade, melhorando a rigidez e as propriedades
mecanicas do filme. 3 %

Na formacéo do gel, a amilose e amilopectina formam ligagdes
fisicas cruzadas inter e intramolecular para gerar uma rede
macromolecular. Estas ligacbes sdo compostas principalmente por
dominios microcristalinos de amilose. ® A rede formada nos filmes
pode ser explorada para o “aprisionamento” de enzimas. Entre as
diversas técnicas empregadas para imobilizacdo de enzimas, o
aprisionamento pode ser uma boa escolha, por que resulta em um
ambiente relativamente inerte a agua dentro da matriz e causa
relativamente poucos danos & estrutura tridimensional da enzima. ® %%

1.10 - PROTEINA DE SOJA

A soja é um alimento de cultivo industrial, utilizado para o
fornecimento de dleo e proteina. Apesar do baixo teor de 6leo na
semente (20% da massa seca) a soja é a maior fonte de 6leo comestivel
de sementes do mundo (52%). A cada tonelada de 6leo de soja bruto, é
produzida cerca de 4,5 toneladas de farelo de soja (teor de proteina
44%). ® A proteina isolada de soja (PIS) é o tipo mais refinado de
proteina, inclusive quando comparado com proteina de soja concentrada
ou texturizada. Portanto, seu processo de producdo pode ser considerada
0 mais complexo, uma vez que visa atingir um produto com teores de
proteina superior a 90%. %

A proteina isolada de soja é um aglomerado das proteinas de
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armazenamento da soja, um grupo de macromoléculas com diferentes
formas, estruturas e massas molares, variando entre 8 e 600 kDa. * As
globulinas 7S e 11S representam cerca de 70% das proteinas de
armazenamento. Ambas fracfes sdo extraordinariamente complexas, e
constituidas por varias subunidades, que facilmente associam e se
dissociam sob diferentes condices de pH, forca idnica e temperatura. *°

A partir 1920, as proteinas de soja foram utilizadas em produtos
industriais, tais como adesivos para madeira e papel, pastas em
revestimentos, tintas e como emulsionantes em produtos de borracha
coloidal. Outros produtos industriais a base de soja surgiram na década
de 30 e 40 incluindo fibras téxteis, espumas de extintores de incéndio,
plasticos e lubrificantes. No entanto, na década de 50 a disponibilidade
de petréleo a um custo menor freiou o desenvolvimento dos usos
industriais da proteina soja. %

Atualmente, a proteina de soja tem apelo na industria devido ao
seu sabor muito suave, baixo custo, alto valor nutritivo e propriedades
funcionais interessantes.  Pelo fato de possuir também outros
benéficios como, reducdo do colesterol e prevencdo de doencas do
coracdo, a inddstria de alimentos tem intensificado o interesse no
desenvolvimento de uma grande diversidade de produtos de soja.
Muitos destes produtos sdo compostos de PIS, como bebidas, barras
nutricionais, suplementos alimentares, cereais, biscoitos, molhos,
chocolates e snacks. ¥

Entre suas propriedades funcionais, a capacidade de formar géis
ou modificar a qualidade de um solvente, também desperta grande
interesse industrial. °° Somente ap6s um lapso de quase 50 anos, é que a
necessidade de materiais “ambientalmente amigaveis”, utilizando
recursos renovaveis tem sido discutida, pois 0s recursos do petrdleo sao
finitos e estdo se tornando limitados. Pesquisas ja disponibilizaram no
mercado polimeros, adesivos, filmes, plasticos, materiais compostos e
elastbmeros oriundos da soja para aplicagbes em equipamentos
agricolas, automdveis, infra-estrutura maritima e engenharia civil. 88

Apesar do interesse publico e comercial consideravel nos
produtos de soja, a proporcdo de proteina consumida diretamente na
alimentagdo humana e no uso industrial é muito restrito, apontando uma
necessidade de buscar novos usos da proteina. ®

Além dos diversos usos citados, a proteina de soja também pode
ser usada para preparar filmes e imobilizar enzimas, mais
especificamente as lipases.

Nas Ultimas décadas, a possibilidade do uso de enzimas,
imobilizadas ou ndo, aliada a necessidade e ao aumento das sinteses
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assimétricas, s6 se tornou possivel devido ao desenvolvimento dos
métodos analiticos. Estes possibilitam a avaliacdo da pureza
enantiomérica dos produtos obtidos. Entre os métodos mais comuns
citam-se o polarimétrico, cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e a cromatografia gasosa quiral (CGQ), que sera descrita a
seguir.

1.11 - CROMATOGRAFIA GASOSA QUIRAL

A cromatografia gasosa com fase quiral ¢ um dos métodos mais
utilizados para a andlise de enantiémeros. Esse método sensivel ndo é
afetado por tragos de impurezas e na maioria das vezes é répido e
simples de ser realizado. Esta baseado em associacdes moleculares que
podem levar a um reconhecimento quiral suficiente que resulte em uma
resolucdo enantiomérica. A razdo dos picos fornece uma medida da
composicdo enantiomérica da amostra precisa e quantitativa. Tais
medidas podem ser realizadas com alto grau de precisao. ** %

As ciclodextrinas (CD) sdo um grupo de sacarideos
estruturalmente relacionados, que séo produzidos pela ciclizagdo
enzimatica do amido catalisada pela enzima ciclodextrina-glicosil-
transferase, formando uma espiral helicoidal de unidades de glicose
unidas por ligagdes a-(1-4). Devido & falta de rotagéo livre em volta das
ligacdes das unidades de glicose, as CDs ndo sdo moléculas cilindricas,
tendo a forma tronco-conica. Podem conter entre 6 e 8 unidades de
glicose, denominando-se respectivamente, a-, B-, y-CD. % * (Figura
12)

As ciclodextrinas vém sendo aplicadas com muita énfase na
separacao de enantibmeros na cromatografia liquida ou gasosa, através
do desenvolvimento de colunas com fases estacionarias quirais. **
Nesta técnica utiliza-se uma fase estacionaria quiral (ex. 3-CD), a qual
ggm um agente de alta pureza enantiomérica que auxilia na resolugéo. %
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Figura 12 - Estruturas moleculares e dimensdes das a-, B-, y-CD. %

O enantibmero a ser analisado é submetido a interagdes
diasteroisoméricas rapidas e reversiveis com a fase estacionaria e,
portanto, pode ser eluido em diferentes velocidades. A resolucdo dos
enantidbmeros pela cromatografia baseia-se na diferenca entre energias
livres de formacdo dos intermediarios diasteroisoméricos transitorios
formados durante a eluicdo. A designacdo da configuracdo absoluta,
portanto, envolverd a correlagdo da configuragdo molecular com a
ordem da eluicéo do enantiémero. ¥ %2

Através da Equacdo 3, é calculado o ee, e a conversdo é
calculada pela razdo das éareas dos picos referentes ao reagente e aos
produtos.

(area do isdOmero maior) - (area do isOmero menor)
(area do isbmero maior) + (area do isbmero menor)

Eq. 3

Certamente existem limitacdes para este método, algumas das
quais sdo caracteristicas para a cromatografia gasosa. As amostras
deverdo ser suficientemente volateis e termicamente estaveis e, é claro,
devera ser quantitativamente resolvida na fase quiral do CG.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Imobilizar lipases em blendas de diferentes composi¢cdes de
amido/PEO e de proteina de soja/PEO, principalmente contendo B-
ciclodextrina ou ndo, e utilizar estes sistemas como catalisadores na
resolucdo de alcoois racémicos derivados do 1-feniletanol.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Extrair, separar e purificar o amido proveniente da batata aipo
(Arracacia xanthorrhiza).

- Preparar filmes de amido e proteina de soja, (polimeros
naturais) com poli(6xido de etileno) (PEO) entre outros, com e sem
lipases e com ou sem B-ciclodextrina.

- Avaliar a estabilidade dos filmes em funcdo de solventes
organicos e da temperatura.

- Preparar e purificar os alcoois racémicos derivados da 3-nitro-
acetofenona, 3,4-metilenodioxi-acetofenona, 4-nitro-acetofenona, 4-
metil-acetofenona, 4-bromo-acetofenona e a 4-métoxi-acetofenona (15a
- 20a) com borohidreto de sddio (NaBH,), (usados como padrdes nas
analises de CGQ).

- Preparar e purificar os correspondentes acetatos derivados dos
alcoois racémicos 3-nitro-1-feniletanol, 3,4-metilenodioxi-1-feniletanol,
4-nitro-1-feniletanol, 4-metil-1-feniletanol, 4-bromo-1-feniletanol e o 4-
métoxi-1-feniletanol (15b - 20b) via quimica com o anidrido acético
(usados como padrdes nas andlises de CGQ).

- Caracterizar todos 0s compostos racémicos (&lcoois e ésteres)
por técnicas espectrométricas de infravermelho (IV), ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN de H') e cromatografia gasosa
com fase estacionaria quiral (CGQ), e comprovar a pureza por
cromatografia em camada delgada (c.c.d.).

- Monitorar as reacdes de resolugdo dos alcodis racémicos
derivados do 1-feniletanol por c.c.d. e CGQ;

- Avaliar a influéncia da razdo molar nas reacBes de
transesterificacdo do acetato de vinila com os alcoo6is racémicos 3-nitro-
1-feniletanol e 3,4-metilenodioxi-1-feniletanol.

- Verificar a influéncia da imobilizacéo da lipase de Burkholderia
cepacia (LBC) em diferentes filmes e blendas na reacdo de
transesterificacdo do acetato de vinila com os alcoois derivados do 1-
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feniletanol com os substituintes 3-nitro e 3,4-metilenodioxi.

- Investigar o efeito da temperatura na resolucdo dos alcoois
racémicos 3-nitro e 3,4-metilenodioxi-1-feniletanol com acetato de
vinila, bem como avaliar a rea¢do na auséncia da LBC ou 0 uso da
mesma ndo imobilizada.

- Awvaliar a utilizacdo de diferentes doadores acilas nas reacfes de
transterificacdo com os alcoois racémicos 3-nitro e 3,4-metilenodioxi-1-
feniletanol.

- Verificar a eficiéncia das lipases de Burkholderia cepacia (LPS-
SD), Mucor javanicus (LMJ 10), Pseudomonas fluorescens (LAK 20),
Aspergillus niger (LAN 12), Candida cylindracea (LAY 30) e de
Thermomyces lanuginosus (LTL-IM,) na resolucdo do alcool racémico
3-nitro-1-feniletanol com acetato de vinila.

- Avaliar o efeito da utilizagdo de diferentes solventes orgénicos
na reacdo de transesterificacdo do acetato de vinila com o (R,S)-3-nitro-
1-feniletanol a 35° C.

- Avaliar o efeito de grupos retiradores ou doadores de elétrons
nos derivados do (R,S)-1-feniletanol na reacdo de transesterificacdo com
acetato de vinila utilizando a LBC imobilizada em filmes de amido/PEO
(1:1 m/m) e de proteina de soja/PEO (1:1 m/m).

- Verificar a reutilizagdo dos filmes de amido/PEO e de proteina
de so0ja/PEO, na presen¢a ou auséncia de B-ciclodextrina, na resolucéo
do 3-nitro-1-feniletanol com acetato de vinila, a 35° C.

- Comparar os resultados obtidos com outros ja reportados na
literatura.
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3 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 MATERIAIS

Para a preparacdo dos suportes foi utilizado amido proveniente da
batata aipo (Arracacia xanthorrhiza). Este foi extraido conforme esta
descrito no item 3.4, pag. 34.

Foram utilizadas as seguintes lipases:
Lipase de Burkholderia cepacia — (LBC) (Amano, 30.000 U/g)"
lipase de Mucor javanicus — (LMJ 10) (Amano, 10.000 U/g)

lipase de Pseudomonas fluorescens — (LAK 20) (Amano, 25.000
ulg);

lipase de Aspergillus niger — (LAN 12) (Amano, 120.000 U/g);
lipase de Candida cylindracea — (LAY 30) (Amano, 30.000 U/g);

lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em terra diatomacea
— (LPS-SD) (Amano, 23.000 U/g)

lipase de Thermomyces lanuginosus — (LTL-IM) (Novozymes,
10.000 U/g)

*Uma unidade de atividade lipolitica esta definida como a quantidade de
enzima a qual libera um pmol de acido graxo por minuto. Como substrato foi
usado o 6leo de oliva.

Solventes: acetato de etila (Grupo Quimica, 99%), hexano
(Synth, 98,5%), t-butanol (Vetec), diclorometano (CH,Cl,) (Synth,
99,5%), éter t-butilmetilico (MTBE) (Vetec, 99,9%), cloroférmio
(CHCIs) (Vetec 99,8%), ciclohexano (Vetec, 99%), éter di-isopropilico
(Vetec, 99%), tetrahidrofurano (Maia, 99%).

Reagentes: acetato de vinila (Fluka, 99%), 4-bromo-acetofenona
(Aldrich, 98%), 4-metoxi-acetofenona (Merck, 98%), 4-nitro-
acetofenona (Acros, 97%), 3-nitro-acetofenona (Acros, 98%), 3,4-
metilenodioxi-acetofenona  (Aldrich, 98%), 4-metil-acetofenona
(Aldrich 99%), Acido bérico (Vetec, 99,5%), borohidreto de sddio
(Aldrich, 98%), acetato de isopropenila (Fluka, 99%), propionato de
vinila (Aldrich, 99%), laurato de vinila (Aldrich, 99%), estearato de
vinila (Aldrich, 95%), sulfato de magnésio (MgSQ,) (Vetec, 99,5%),
glicerol (Vetec, 99,5%), sorbitol (Vetec, 99%), poli-oxido de etileno
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(PEO) (Acros, M.M.=300.000), pB-ciclodextrina (Wacker, grau
farmacéutico), proteina isolada de soja (Solae Company).

3.2 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos que foram utilizados neste trabalho estdo
descritos a seguir:

Espectrometro de RMN'H' (Varian AC 400F, 400MHz e
200MHz);

Espectrofotdmetro de infravermelho (FTIR da Perkin Elmer
16C);

Estes equipamentos estdo localizados na Central de Analises, e 0s
seguintes disponiveis nos laboratdrios 301/306, ambos do DQ — UFSC.

Cromatografo a gds GC Agilent Technologies 7820 A, com as
colunas quirais Chrompack — BetaDex — 30mXO0,25mmX0,25um e
Supelco — BetaDex 110 — 30mX0,25mmX0,25um.

Agitador com banho termostatizado (Technal TE-0532);
Balancas analiticas (Sartorius basic e EK-200i)
Rota-evaporador (Blichi 461 water bath);

Agitadores magnéticos (Dist);

Chapas de aquecimentos (Dist, Microquimica)

3.3 CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

Os compostos, alcodis e ésteres racémicos, foram caracterizados
por andlises espectrométricas de infravermelho (IV), ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN- *H), polarimetria e por
cromatografia gasosa com fase quiral (CGQ) por comparagdo com
padrdes.

Os espectros de absorgdo na regido do infravermelho foram
registrados em um espectrofotdmetro FTIR da Perkin Elmer 16C, em
pastila de KBr ou filme.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN- *H) foram obtidos no espectrometro Varian 400 ou 200 MHz,
utilizando como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS, 6 = 0,00). O
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solvente utilizado foi o cloroférmio deuterado (CDCly).

As constantes de acoplamento (J) foram medidas em Hertz (Hz) e
0s sinais caracterizados como; singleto (s), dubleto (d), duplo dubleto
(dd), tripleto (t), quarteto (q), quinteto (qui), sexteto (sex) e multipleto

(m).

Os excessos enantioméricos dos substratos e produtos formados
nas reacOes de biocatalise foram monitorados no cromatografo gasoso
da marca Agilent Technologies 7820 A. As colunas capilares utilizadas
foram a Chrompack — BetaDex — 30m X 0,25mm X 0,25um e a Supelco
— BetaDex 110 — 30mX0,25mmX0,25pm.

A programacgdo utilizada para separar os enantibmeros dos
substratos e produtos sera descrita no item 3.8, pag 42.

3.4 EXTRACAO DOS GRAOS DE AMIDO DE BATATA AIPO

Cerca de 1,0 Kg de tubérculos de batata aipo (baroa ou
mandioquinha, Arracacia xanthorrhiza) foram selecionados para a
extracdo do amido. Os tubérculos foram lavados, descascados e
posteriormente picados e colocados em um liquidificador comercial
com aproximadamente 500 mL de &gua para 500 g de batata. A seguir
foram triturados, peneirados e lavados com agua corrente por diversas
vezes para que o amido desprendesse das fibras.

O filtrado contento o amido foi deixado em repouso por 48h para
decantar. Ap0s esse periodo, o sobrenadante foi descartado e o amido
colocado na estufa a 60 °C por 24h para secagem. Apds o tempo de
secagem, obteve-se 113 g de amido, que foi triturado, peneirado e usado
posteriormente para preparar os filmes e imobilizar as diversas lipases.

3.5 PREPARACAO DOS FILMES DE AMIDO E DE PROTEINA DE
SOJA E IMOBILIZACAO DAS LIPASES

Para a imobilizacdo das lipases nos filmes de amido foram
solubilizados de 0 — 1,0 g de amido de batata aipo com 0,2 g de sorbitol
em 21 mL de &gua destilada. A solucdo foi aquecida sob agitacéo
magnética até o intumescimento dos grdos de amido, sendo entéo
retirado do aquecimento, mas mantido sob agitacdo. Para preparar as
blendas de amido/PEO, foram utilizadas diferentes massas de PEO,
mantendo-se o total de 1,0 g.

Apos o resfriamento da solucdo foi adicionado 50 mg das lipases
LPS, LM10, LAK 20, LAN 12, LAY 30 diluidas em 4 mL de &gua, com
ou sem adi¢do de 0,1 g de B-ciclodextrina. O sistema foi mantido em
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agitacdo por mais 30 minutos, sendo posteriormente transferido para
uma placa de Petri e colocado na capela para evaporacdo do solvente.
Os filmes com as lipases imobilizadas foram cortados em pequenos
pedacos (~0,1cm?) e transferidos para um erlenmeyer de 250 mL, para
serem empregados nas reacdes biocatalisadas. Esquema 6.

As blendas poliméricas feitas a partir da proteina isolada de soja
seguiram a mesma metodologia, porém nao era necessario aquecimento
e a massa total de polimeros (PIS + PEO) foi de 1,2 g. Os filmes de
carboximetil celulose (CMC) com e sem -CD foram preparados de
modo analogo.

lipases 50 mg

0 ou 0,1 g de B-ciclodextrina

0-1,0gdePEO
0-1,0gde amido l
0,2 g de sorbitol |C——) —> —

21 mL de agua aquecimento e agitagédo e agitagdo ~30 mim

agitacado resfriamento ﬂ

&
=R =g e O
suporte/lipase @

edagos pequenos
15 mL de solvente P §os peq secagem placas de Petri

Esquema 6. Preparacdo dos filmes de amido/PEO ou PIS/PEO e imobilizacdo
das lipases.

Foram também preparados filmes de amido e proteina de soja
sem adicdo de lipases. Estes foram usados nos estudos de estabilidade
em diversos solventes organicos, de termoestabilidade e em alguns
testes reacionais (reacdo na auséncia do biocatalisador).

3.6 PREPARAQAO DOS ALCOOIS E ESTERES RACEMICOS POR
METODOS QUIMICOS

3.6.1 Procedimento geral para a reducdo das acetofenonas
substituidas

As 3-nitro; 3,4-metilenodioxi; 4-nitro; 4-metil; 4-bromo e 4-
metbxiacetofenonas (15a - 20a) foram reduzidas para obtencdo de seus
respectivos alcoois. Para estas reacdes utilizou-se NaBH, como agente
redutor e dois métodos ja reportados na literatura.
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Método em fase sélida *": em um almofariz adicionaram-se as
acetofenonas 3-nitro ou 3,4-metilenodioxi (5g; 30mmol), NaBH,
(1,15g; 30mmol) e H3BO3 (1,9g; 30mmol) e macerou-se com o pistilo,
até a completa reducdo das acetofenonas. A formagdo dos alcodis
racémicos foi acompanhada por cromatografia de camada delgada (ccd),
tendo como eluente n-hexano:acetato de etila (7:3 ou 8:2 v/v).

Ap6s o término da maceracdo a “calda” restante foi lavada com
diclorometano (CH,CI,) e entdo filtrada e colocada em um baldo de 100
mL para evaporacdo do solvente. O Oleo resultante foi dissolvido
novamente em CH,CI, para precipitacdo total dos boranos, seco com sal
secante, filtrado e rotaevaporado. Os produtos obtidos foram analisados
por IV e RMN-'H.

Método com SiO, em etanol % em um erlenmeyer de 250 mL
foram adicionadas as acetofenonas, 4-nitro (5g, 30mmol), 4-meto6xi (5g,
33mmol), 4-bromo (5g, 25mmol) ou 4-metil (59, 37mmol) com NaBH,
(2,3-2,8g; 60-74mmol), SiO, (5g), H,O (1,5g) e etanol (25-30mL). A
solucdo foi agitada até completa reducdo das cetonas e formacdo dos
respectivos alcodis racémicos. A obtengdo dos mesmos também foi
monitorada por ccd, utilizando-se como eluente n-hexano:acetato de
etila (7:3 ou 8:2 v/v).

Apos o término das reacfes de reducdo, as solugbes foram
filtradas em um baldo de 100 mL para evaporacdo do solvente. O
precipitado foi solubilizado em CH,CIl, (25-30mL), seco com sal
secante (MgSQO,), filtrado e novamente rotaevaporado. Os produtos
foram caracterizados por IV e RMN-'H, pf e a pureza comprovada por
ccd.

15b Rf = 0,34 (n-hexano:acetato de etila 8:2 v/v).
OH Pf = 62-63 °C
RMN-'H (CDCl;) & 8,19 (s, 1H, C-H
1 aromatico); 8,07-8,05 (d, 1H, J=8 Hz, C-H
aromatico); 7,70-7,68 (d, 1H, J=8 Hz, C-H
aromatico); 7,51-7,49-7,47 (t, 1H, J=8 Hz, C-H
NO, aromatico); 5,01-5,00-4,98-4,96 (q, 1H, J=6,7
Hz, H-1); 1,51-1,49 (d, 3H, J=8 Hz, H-2).

Rend: 91% (4,55 g), | IV- (KBr, cm™) 3377 [v (OH)]; 2987-2872 [v
s6lido amarelado (C-H)]; 1535 € 1355 [v (NOy)]; 1075 [v (C-0)].




38

16b

OH

2
1< 3

O

Rend: 83% (4,15 g),
6leo rosado

17b

0,N

Rend: 86% (4,3 g),
6leo amarelado

18b
OH

1

Rend: 84% (4,2 g),
6leo amarelado

Rf = 0,36 (n-hexano:acetato de etila 8:2 v/v).
RMN-'H (CDCl;) & 6,79 (s, 1H, C-H
aromatico); 6,71-6,70-6,69 (dd, 2H, J=4 Hz, C-
H aromatico); 5,84 (s, 2H, H-1); 4,72-4,69-
4,66-4,63 (q, 1H, J=12 Hz, H-2); 1,37-1,34 (d,
3H, J=12 Hz, H-3).

IV- (KBr, cm™) 3400 [v (OH)]; 2978-2889 [v
(C-H)]; 1040 [v (C-O)].

Rf= 0,37 (n-hexano:acetato de etila 8:2 v/v).
RMN-'H (CDCls) § 8,14-8,12 (d, 2H, J=8 Hz,
C-H aromatico); 7,53-7,51 (d, 2H, J=8 Hz, C-H
aromatico); 5,02-5,00-4,99-4,97 (q, 1H, J=4 Hz,
H-1); 1,50-1,49 (d, 3H, J=4 Hz, H-2).

IV- (KBr, cm™) 3421 [v (OH)]; 2978-2853 [v
(C-H)]; 1517 e 1350 [v (NO,)]; 1091 [v (C-O)].

Rf= 0,69 (n-hexano:acetato de etila 7:3 v/v).
RMN-'H (CDCly) & 7,21-7,17 (d, 2H, J=8 Hz,
C-H aromatico); 7,11-7,07 (d, 2H, J=8 Hz, C-H
aromatico); 4,78-4,75-4,72-4,69 (q, 1H, J=6 Hz,
H-2); 2,31 (s, 3H, H-1), 1,41-1,37 (d, 3H, J=6
Hz, H-3).

IV- (KBr, cm™) 3370 [v (OH)]; 2977-2925 [v
(C-H)]; 1094 [v (C-0)].
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19b

OH | Rf=0,68 (n-hexano:acetato de etila 7:3 v/v).
RMN-'H (CDCl) & 7,41-7,37 (d, 2H, J=8 Hz,
C-H aromatico); 7,15-7,11 (d, 2H, J=8 Hz, C-H
2| aromatico); 4,75-4,72-4,69-4,66 (q, 1H, J=6 Hz,
H-1); 1,37-1,34 (d, 3H, J=6 Hz, H-2).

Br IV- (KBr, cm™) 3370 [v (OH)]; 2977-2873 [v
(C-H)]; 1082 [v (C-O)].

Rend: 67% (3,35 @),
6leo amarelado

20b
oH Rf= O,AlfS (n-hexano:acetato de etila 8:2 v/v).
RMN-"H (CDCls) é 7,22-7,20 (d, 2H, J=8 Hz,
: C-H aromético); 6,83-6,81 (d, 2H, J=12 Hz, C-
3| H aromético); 4,75-4,74-4,72-4,71 (q, 1H, J=8
e Hz, H-1); 3,73 (s, 3H, H-2); 1,40-1,38 (d, 3H,

J=8 Hz, H-3).

IV- (KBr, cm™) 3394 [v (OH)]; 2975-2826 [v
Rend: 85% (4,25 g), | (C-H)]; 1091 [v (C-O)].

6leo amarelado

3.6.2 Preparacéo dos (R,S)-acetatos de 1-feniletanol substituidos (15-
20c)

Em um baldo de 250 mL adicionou-se 1 g de um dos alcoois
racémicos (5,0-7,4 mmol), anidrido acético (1,02-1,50 g), diclorometano
(30 mL) e algumas gotas de acido acético para atuar como catalisador.

O sistema foi mantido em refluxo por tempos de 24-48h, a
formacéo do produto foi acompanhada por ccd, utilizando como eluente
n-hexano/acetato de etila (7:3 ou 8:2 v/v). Apds a comprovacdo da
formag&o do éster (por ccd), a solugdo foi transferida para um funil de
separacdo e lavada com agua (3x 25 mL), seguida por solucdo aquosa de
bicarbonato de sodio (3x 25 mL) até a remocao de todo acido acético. A
fase orgénica foi seca com sulfato de sodio anidro (MgSQO,), filtrada e
em seguida rota-evaporada. Os compostos obtidos foram analisados por
técnicas espectroscopicas de RMN-"H e IV. A pureza de cada um deles
foi também comprovada por ccd.
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15c o

Rend: 67% (0,84 g),
6leo amarelado

16¢

Rend: 65% (0,81 g),
6leo rosado

17¢

Rend: 63% (0,79 g),
6leo amarelado

Rf= 0,53 (n-hexano:acetato de etila 8:2 v/v).
RMN-'H (CDCl;) & 8,23-8,18-8,13 (t, 2H,
J=10Hz, C-H aromatico); 7,70-7,66 (d, 3H, J=8
Hz, C-H aromético); 7,57-7,53-7,50 (t, 1H, J=8
Hz, C-H aromatico); 5,99-5,96-5,92-5,89 (q,
1H, J=6 Hz, H-1); 5,01-5,00-4,98-4,96 (g, 1H,
J=6,7 Hz, H-1); 2,12 (s, 3H, H-2); 1,60-1,56 (d,
3H, J=8 Hz, H-3).

IV- (KBr, cm™) 2978-2872 [v (C-H)]; 1730 [v
(C=0)]; 1530 e 1355 [v (NO,)];

Rf= 0,56 (n-hexano:acetato de etila 8:2 v/v).
RMN-'H (CDCl;) & 6,82 (s, 1H, C-H
aromatico); 6,76-6,73-6,99 (t, 2H, J=6 Hz, C-H
aromatico); 5,87 (s, 2H, H-1); 5,80-5,77-5,74-
5,71 (q, 1H, J=6 Hz, H-2); 2,00 (s, 3H, H-3);
1,47-1,44 (d, 3H, J=6 Hz, H-4).

IV- (KBr, cm™) 2976-2894 [v (C-H)]; 1744 [v
(C=0)]; 1044 [v (C-O)].

Rf= 0,52 (n-hexano:acetato de etila 8:2 v/v).
RMN-'H (CDCls) & 8,24-8,19 (d, 2H, J=10 Hz,
C-H aromaético); 7,54-7,49 (d, 2H, J=10 Hz, C-
H aromatico); 5,98-5,95-5,91-5,88 (g, 1H, J=8
Hz, H-1); 2,12 (s, 3H, H-2); 1,58-1,54 (d, 3H,
J=8 Hz, H-3).

IV- (KBr, cm™) 2993-2928 [v (C-H)]; 1738 [v
(C=0)]; 1527 e 1343 [v (NO,)].
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Rend: 69% (0,90 g),
6leo amarelado

Br

Rend: 81% (0,98 g),
6leo amarelado

20c

Rend: 72% (0,91 g),
6leo amarelado
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Rf= 0,82 (n-hexano:acetato de etila 7:3 v/v).
RMN-'H (CDCl3) & 6,81-6,67 (m, 4H, C-H
aromatico); 4,75-4,73-4,72-4,70 (q, 1H, J=8 Hz,
H-1); 2,46 (s, 6H, H-2 e H-3); 1,39-1,37 (d, 3H,
J=8 Hz, H-4).

IV- (KBr, cm™) 2972-2900 [v (C-H)]; 1674 [v
(C=0)]; 1041 [v (C-0)].

Rf= 0,83 (n-hexano:acetato de etila 7:3 v/v).
RMN-'H (CDCly) & 7,45-7,43 (d, 2H, J=8 Hz,
C-H aromatico); 7,22-7,20 (d, 2H, J=8 Hz, C-H
aromatico); 5,83-5,81-5,79-5,78 (q, 1H, J=8 Hz,
H-1); 2,04 (s, 3H, H-2); 1,49-1,48 (d, 3H, J=8
Hz, H-3).

IV- (KBr, cm™) 2986-2927 [v (C-H)]; 1733 [v
(C=0)]; 1068 [v (C-0)].

Rf= 0,54 (n-hexano:acetato de etila 8:2 v/v).
RMN-'H (CDCly) & 7,31-7,27 (d, 2H, J=8 Hz,
C-H aromatico); 7,22-7,17 (d, 2H, J=8 Hz, C-H
aromatico); 5,89-5,86-5,83-5,80 (q, 1H, J=6 Hz,
H-1); 3,80 (s, 3H, H-2); 2,04 (s, 3H, H-3); 1,53~
1,50 (d, 3H, J=6 Hz, H-4).

IV- (KBr, cm™) 2976-2936 [v (C-H)]; 1729 [v
(C=0)]; 1037 [v (C-0)].
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3.7 PREPARACAO DE ESTERES VIA BIOCATALISE

As reagdes de transesterificacdo dos alco6is racémicos derivados
do 1-feniletanol foram realizadas conforme o Esquema 7, utilizando
diferentes lipases imobilizadas ou ndo em filmes de amido/PEO ou
PIS/PEO, em diversos solventes organicos, diversos doadores acila e nas
temperaturas de 25, 35 e 45 °C.

[e]
OH )k
o 0] Ry
lipases/amido ou PIS/PEO
R + )k R AN + _OH
~R2 A R
Ry o solvente organico ‘ 2
L =
R
(R,S)-15-20b 21 -26 (R,S) - 15¢c - 20c
15bec R=3-NO,; 21 Ry = CH3; Ry;= CH=CH,
16 b ec R=3,4-OCH,0O-; 22 R; = CHj3; Ry= CH,CH3
17bec R=4-NO,; 23 R; = CHj3; R,= C(CHj3)=CH,
18 b ec R=4-CHjy; 24 Ry = (CH,),CH3 ; R,= CH=CH,
19b ec R= 4-Br; 25 Ry = (CH,);0CH3 ; R,= CH=CH,
20b ec R=4-OMe; 26 Ry = (CH3)16CH3 i Ry;= CH=CH,

Esquema 7. Reagdo de transesterificacdo biocatalisada dos (R,S)-alcoois
derivados do 1-feniletanol.

Em um erlenmeyer de 250 mL, contendo 15 mL de solvente
organico e um dos sistemas de imobilizacdo das lipases, adicionou-se
um dos alcodis 15-20b (5mmol). A seguir foi adicionado um dos
doadores acila (5-40mmol). A seguir o meio reacional foi colocado sob
agitacdo em um banho tipo Dubnoff, onde periodicamente (0 - 48h)
eram retiradas aliquotas para serem analisadas por cromatografia gasosa
com fase quiral. Esquema 8.

Os detalhes experimentais para cada reacdo estudada, e as
variagdes especificas, serdo apresentados e discutidos nos resultados e
discusséo.
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alcool (5 mmol) o000 O0
doadores acila (5 - 40 mmol) | C——) A —
solvente orgéanico (15 mL) w 0000

lipase/suporte banho Dubnoff 25-45 °C
c (%)
ees (%)
ee, (%)
E

4
[ /
= L\
Andlise por CG quiral ()

aliquotas (0 - 48 h)

Esquema 8. Preparacdo do meio reacional e analise dos produtos obtidos na
resolucdo enzimética dos alcoois (R,S)-15b-20b.

3.8 CONDICOES EXPERIMENTAIS NAS ANALISES DE CGQ

As condicdes de analise de CGQ foram determinadas para cada
reagente e produto. Inicialmente, os padrdes sintetizados por métodos
quimicos foram submetidos a CGQ para obtencdo das melhores
condicdes de separacdo dos enantidbmeros. Posteriormente, os produtos
das sinteses enzimaticas foram analisados sob as mesmas condigdes.

As condicbes de andlises utilizadas foram: pressdo do gas
carregador 19 psi; Temp. do injetor (Split 1/100) — 220 °C; temp. do
detector (FID) 220 °C; volume da amostra — 0,2 pL.

Todas as analises cromatograficas foram realizadas em isotermas,
as temperaturas utilizadas e os tempos de retencdo serdo especificados
para cada composto.

135 °C - (R,S)-3-nitro-1-feniletanol (15b): 20,6 e 21,3 mim;
(R,S)-acetato de 3-nitro-1-feniletila (15c): 14,9 e 15,3 mim.

125 °C - (R,S)-3,4-metilenodioxi-1-feniletanol (16b): 9,3 e 9,6
mim; (R,S)-acetato de 3,4-metilenodioxi-1-feniletila (16¢): 11,2 e 11,5
mim.

135 °C - (R,S)-4-nitro-1-feniletanol (17b): 15,5 e 16,4 mim;
(R,S)-acetato de 4-nitro-1-feniletila (17¢): 12,4 e 13,2 mim.

105 °C - (R,S)-4-metil-1-feniletanol (18b): 12,9 e 13,9 mim;
(R,S)-acetato de 4-metil-1-feniletila (18c): 16,1 e 17,0 mim.

115 °C - (R,S)-4-Br-1-feniletanol (19b): 12,9 e 14,0 mim; (R,S)-
acetato de 4-Br-1-feniletila (19c): 16,1 e 17,0 mim.
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115 °C - (R,S)-4-metdxi-1-feniletanol (20b): 20,2 e 20,9; (R,S)-
acetato de 4-metoxi-1-feniletila (20c): 26,8 e 27,4 mim.

As porcentagens de conversdo (c%) foram calculadas por
comparacdo da area dos picos dos produtos e reagentes. O excesso
enantiomérico (ee) foi calculado através da Equacédo 3 (pag 29), e a
razdo enantiomérica (E) por um programa para o calculo da seletividade
de resolucdo cinética que estd disponivel na internet
(www.orgc.tugraz.at).

A Figura 13 mostra os cromatogramas dos padres quimicos do
(R,S)-3-nitro-1-feniletanol (b) e do (R,S)-acetato-3-nitro-1-feniletanol
(@) (A) e o de uma aliquota da reacdo de transesterificagdo do (R,S)-3-
nitro-1-feniletanol com acetato de vinila (B).

)

A

o
o

14.905
20623

)
o

[ob]

— —— — — —
125 15 17.5 20 225 min

85

40

|

T
125 15

T T T
17.5 20 22.5 min

Figura 13 - Cromatograma do (R,S) 3-nitro-1-feniletanol (b) e (R,S) acetato (a).
Em A sdo apresentados os padrdes obtidos por métodos quimicos e em B o de
uma aliquota da reacdo de transesterificagdo de 15b com acetato de vinila, em
15 mL de MTBE, 50 mg LBC imobilizada em filme de amido/PEO (1:1 m/m),
35°C, 100 rpm, 24% de conversdo em R-15c.


http://www.orgc.tugraz.at/
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho lipases de diferentes procedéncias foram
imobilizadas em filmes de amido de batata aipo e de proteina isolada de
soja ambos com PEO. Estes suportes foram utilizados para a resolucéo
cinética enzimatica de alcodis racémicos derivados do (R,S)-1-
feniletanol.

Os padrdes racémicos (alcoodis e ésteres) foram sintetizados por
métodos quimicos e caracterizados por IV, RMN de H' e CGQ. Os
produtos obtidos nas reacdes enzimaticas foram monitorados por ccd,
caracterizados e comparados com 0s padrdes racémicos em analises de
CGQ. As conversdes aos produtos foram determinadas pela comparacdo
da area dos produtos e reagentes.

Os primeiros testes foram realizados para determinar as
propriedades das blendas poliméricas como estabilidade térmica e em
diversos solventes organicos. Determinou-se também a quantidade de
agua nos filmes pelo método de titulagdo Karl-Fisher. Os proximos itens
apresentardo e discutirdo os resultados obtidos.

4.1 - EFEITO DO SOLVENTE E DA TEMPERATURA NOS FILMES
DE AMIDO

Conforme descrito no item 3.4 (pag 34), utilizou-se a batata aipo
como fonte natural para a extracdo dos grdos de amido, da qual a partir
de 1 Kg obteve-se 113g de amido. O amido obtido foi triturado e
peneirado para ser utilizado na preparagdo dos filmes. As blendas de
proteina de soja, que foi obtida comercialmente, e de amido foram
preparadas conforme descrito no item 3.5 (pag 34) para posteriormente
serem utilizadas nos diversos estudos.

Os filmes de amido de batata aipo e de proteina de soja sem as
lipases imobilizadas foram submetidos aos testes de temperatura e de
estabilidade em diversos solventes organicos. [por ex. cloroférmio,
acetona, éter t-butil metilico (MTBE)]

A influéncia da temperatura foi analisada para observar se
ocorreria ou ndo decomposicdo dos filmes em valores mais elevados
gue a do ambiente. Os filmes foram aquecidos com n-hexano, em
banho-maria até ~55-60 °C por 30 min. Apos este tempo ndo houve
mudangas significativas no aspecto macroscépico, verificando assim
que estes sdo resistentes em temperaturas mais altas.

Os solventes utilizados para verificar a estabilidade dos filmes
foram o n-heptano, etanol, acetonitrila, diclorometano, cloroférmio, éter
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etilico, éter t-butil metilico (MTBE), 1,4-dioxano, propanona (acetona),
ciclohexano, éter di-isopropilico e tetrahidrofurano.

Os filmes foram cortados em pedacos pequenos (~5 mm?) e
colocados em tubos de ensaio com ~1 mL dos solventes citados acima,
por 24 h a temperatura ambiente (t.a.). Os filmes contidos nos tubos de
ensaio com os solventes acetonitrila, diclorometano e cloroférmio
sofreram modificagdo macroscopica, sendo classificados como
inapropriados para estudos posteriores. Na presenca dos outros
solventes, os filmes permaneceram estaveis, e assim estes puderam ser
usados nos estudos subsequentes para avaliar o efeito do meio organico
na reagdo de resolucdo do 3-nitro-1-feniletanol.

4.2 - DETERMINACAO DO TEOR DE AGUA NOS FILMES

O teor de agua nas blendas de amido/PEO e proteina de
soja/PEOQ, com ou sem B-ciclodextrina, foi determinado pelo método de
titulagdo Karl-Fischer. Os filmes preparados com 50 mg de LBC e sem
a mesma apresentaram 7,05 - 10,19% de agua. Estes valores estdo
mostrados na Tabela 2.

Os resultados apresentados na Tabela 2 estdo de acordo com
alguns descritos na literatura, pois ja esta estabelecido que as enzimas
necessitam de uma quantidade minima de 4gua para a manutencdo da
conformac&o nativa, e assim de sua atividade catalitica. * *®

A presenca de certa quantidade de &gua nas blendas poliméricas,
apos a imobilizacdo, contribui para a manutencdo da atividade catalitica
da enzima, que podera ser melhor testada quando estes sistemas forem
empregados nas reacGes de transesterificacao.
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Tabela 2. Determinagdo do teor de 4gua nos filmes de amido/PEO e proteina de
soja/PEOQ, na presencga e auséncia de B-CD, com e sem lipase.

Sistemas @ Percentagem de agua (%) ®
Amido/PEO 7,48 +- 1,11
Amido/PEO/B-CD 7,05 +- 0,46
Prot. soja/PEO 10,19 +- 1,18
Prot. soja/PEO/B-CD 8,29 +- 0,03
Amido/PEO/LBC 7,92 +- 0,87
Amido/PEO/B-CD/LBC 7,89 +- 1,23
Prot. soja/PEO/LBC 9,63 +- 0,94
Prot. soja/PEO/B-CD/LBC 9,34 +- 1,05

(a) Filmes de amido: 0,5 g de amido, 0,5 g de PEO, 0,10 g de B-CD, 50 mg de
LBC. Filmes de proteina de soja: 0,6 g de PIS, 0,6 g de PEO, 0,12 g de 3-CD,
50 mg de LBC.

(b) Determinado pelo método de Karl-fischer.

4.3 -APREPARAQAO E CARACTERIZACAO DOS SUBSTRATOS
RACEMICOS  USADOS NA  RESOLUCAO  CINETICA
ENZIMATICA

Foram estudadas as reacGes de transesterificacdo do acetato de
vinila, acetato de etila, acetato de iso-propenila, propionato de vinila,
laurato de vinila e estearato de vinila com os alcodis 3-nitro-1-
feniletanol e 3,4-metilenodioxi-1-feniletanol. Estudou-se também as
reacbes de transesterificagdo do acetato de vinila com os alcodis
racémicos  4-nitro-1-feniletanol,  4-métoxi-1-feniletanol, 4-Br-1-
feniletanol e 4-metil-1-feniletanol.

As lipases LBC, LMJ 10, LAK 20, LAN 12, LAY 30, LPS-SD e
LTL-IM foram imobilizadas em filmes de amido/PEO e de proteina de
s0ja/PEO, e estes suportes usados como catalisadores nas reacdes de
transesterificacdo (Esquema 7, pag 40). Foram usados filmes contendo
as lipases citadas anteriormente na presenga ¢ auséncia de [-
ciclodextrina. Diversos parametros experimentais foram avaliados
nestas reacOes, tais como razdo molar dos reagentes, temperatura e
doador acila entre outros. Os resultados serdo apresentados, discutidos e
comparados com outros ja reportados na literatura.
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Primeiramente, foram preparados e caracterizados os alcodis
racémicos 15b a 20b, derivados das acetofenonas comerciais 15a a 20a,
que foram usados como padrdes racémicos. Para estas reacGes, nao
biocatalisadas, foram utilizadas as metodologias descritas no item 3.6.1,
pag 36.

Os padrbes racémicos foram usados para determinar os tempos
de retencéo (tr) e a estereoquimica dos acetatos derivados dos alcoois 1-
feniletanol substituidos nas reacfes catalisadas por lipases. Estas
comparacdes foram realizadas por cromatografia gasosa de fase quiral.

Todos os alcoois 15b a 20b foram preparados por métodos nao
enzimaticos, usando da reacdo de redugdo em fase sélida ou em etanol,
foram analisados e caracterizados por c.c.d., e por técnicas
espectroscopicas de infravermelho (1V) e ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio (RMN de H'). Esquema 9.

o) OH
NaBH,
—_—
R R
15-20 a (R, S)15-20 b

15aeb R=3-NOy; 18aeb R=4-CHy;
l6aeb R=3,4-OCH,0-; 19aeb R=4-Br;
17aeb R=4-NOy; 20aeb R=4-OMe;

Esquema 9. Reducéo das acetofenonas com NaBH,.

A seqguir serdo apresentados e discutidos as principais bandas na
regido do IV e picos (RMN de H) referentes aos espectros obtidos do
(R,S) 3-nitro-1-feniletanol. Todos os demais espectros estdo nos anexos
e os valores de c.c.d estdo citados no item 3.6.1, pag 37 e 38.

Pelas analises das cromatografias em camada delgada, os
compostos 15b a 20b foram classificados como puros. Apos, foram
realizadas as andlises de IV, possibilitando uma primeira identificagéo
dos produtos obtidos. Posteriormente realizaram-se as analises de RMN
de H', resultando numa identificacdo mais detalhada dos &lcoois
racémicos. Por fim utilizou-se a cromatografia gasosa de fase quiral
para observacdo das formas racémicas dos produtos 15b a 20b. As
Figuras 14, 15 e 16 mostram os espectros de 1V, RMN de H' e o
cromatograma do  alcool (R,S)  3-nitro-1-feniletanol  (15b),
respectivamente.
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Através da observagdo e identificacdo das bandas do espectro de
IV do (R,S)-3-nitro-1-feniletanol, é possivel confirmar a formacéo do
alcool de interesse, tendo conhecimento que o reagente de partida era a
3-nitro-acetofenona. Na Figura 14, pode-se observar a presenca de uma
banda larga em 3377 cm™, referente a0 grupo O-H de &lcoois, e a
auséncia da banda de carbonila (~1700 cm™) presente em todas
acetofenonas. A presenca desta banda caracteristica confirma a
formagdo deste alcool. No espectro de IV, observam-se também as
bandas em 1535 e 1355 cm™, que sdo devido as vibraces assimétrica e
simétrica do grupo nitro. Resultados similares foram obtidos para 0s
outros alcoois (Anexo I, Figuras 29, 31, 33, 35, 37 e 39).

100
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[o0]
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N
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E 5
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©
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l—
NO,
"
&
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T T T T T T
4000 3000 2000 1000

v (cm?)

Figura 14 - Espectro de IV do (R,S)-3-nitro-1-feniletanol (15b), KBr.

Uma caracterizagdo mais completa do &lcool (R,S)-3-nitro-1-
feniletanol foi obtida com o espectro de RMN de H! (Figura 15). Os
picos na regido entre 8,19-7,47 ppm (4H) sdo referentes aos hidrogénios
do anel aroméatico de 15b. O quarteto entre 5,01-4,96 ppm (1H), é
referente ao H1 presente na molécula do alcool. Se a acetofenona nédo
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houvesse sido convertida ao alcool, este pico estaria ausente. Observa-se
também um dubleto em 1,51-1,49 ppm (3H), que é referente aos
hidrogénios da metila (H-2). Resultados similares foram obtidos para os
demais alcodis estudados. (Anexos I, Figuras 28, 30, 32, 34, 36 e 38)

S5BRBHES g88%

SRS

SO AT S

151
- Lig

OH

NO,

A l JL e

85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 O
Chemical Shift (ppm)

Figura 15 - Espectro de RMN de H' do (R,S)-3-nitro-1-feniletanol (15b)
(400MHz, CDCly).
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A Figura 16 mostra um cromatograma do (R,S)-3-nitro-1-
feniletanol e do correspondente acetato, obtidos via quimica. O tempo
de retencéo para os enantidmeros do éster sdo de 14,9 e 15,2 min, e para
0 alcool séo de 20,6 e 21,2 min.
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Figura 16 - Cromatograma do (R,S)-3-nitro-1-feniletanol (15b) e do acetato
(15c). Condices experimentais: Inj e Det = 220° C, volume da amostra 0,2 uL,
split 1:100, isoterma de 135° C, pressdo do gas carregador 19 psi.



51

Os outros padrdes sintetizados foram os ésteres 15¢ a 20c, que
sdo derivados dos alcoois 15b a 20b. Para estas sinteses foi utilizada a
metodologia descrita no item 3.6.2 (Pag 38), com o anidrido acético
como doador acetila. Esquema 10.

(0]
O)J\ [e)
)J\ Ac Acético . )J\
X
)J\ CH,Cl, | OH
[ =
R
(R,S)-15-20b (R,S)-15-20 ¢
15b ec R=3-NOy; 18 bec R=4-CHg;
16 b ec R=3,4-OCH,0-; 19b ec R=4-Br;
17b ec R=4-NOy,; 20b ec R=4-OMe;

Esquema 10. Preparacdo dos (R,S)-acetatos derivados do 1-feniletanol pelo
método quimico.

Todos os produtos foram caracterizados por c.c.d., espectroscopia
de infravermelho (IV) e de ressonancia magnética nuclear (RMN de
H"). Na sequéncia, sera discutida a caracterizagdo do (R,S)-acetato de 3-
nitro-1-feniletila (15c), e os valores de c.c.d. estdo apresentados no item
3.6.2.

Através das analises de c.c.d., verificou-se que 0s compostos 15¢
a 20c estavam puros. A seguir, 15c foi caracterizado por IV e RMN de
H'. Estas analises comprovaram a obtencdo do produto de acetilacéo.
As Figuras 17 e 18 mostram os espectros de IV e de RMN de H™ do
(R,S)-acetato de 3-nitro-1-feniletila (15c), respectivamente.

O espectro de IV do (R,S) acetato de 3-nitro-1-feniletila (Figura
17) mostra as bandas caracteristicas para este composto. Por exemplo, a
banda em 1730 cm™ é referente a carbonila do éster. A auséncia de uma
banda larga na regido de 3500 cm™ também evidéncia a formagdo do
acetato, pois mostra que ndo ha mais o grupo O-H na molécula. Outras
bandas caracterlstlcas do composto séo as de estiramentos, assimétrico
em 1530 cm™ e simétrico em 1355 cm™, devido & presen(;a do grupo
nitro. Observam-se também as bandas em 2978 e 2872 cm™, referentes
as vibracOes de estiramento das ligagbes C-H. Os espectros dos demais
acetatos e suas principais bandas sdo mostradas no Anexo | (Figuras 41,
43, 45, 47, 49, e 51).
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Figura 17- Espectro de 1V do (R,S) acetato de 3-nitro-1-feniletila (15c), KBr.

No espectro de RMN de H' do (R,S) acetato de 3-nitro-1-
feniletila todos os picos foram analisados e estdo em concordancia com
a estrutura proposta. Em 8,23-7,50 ppm estdo os picos referentes aos
hidrogénios do anel aromatico (4H). O quarteto centrato em 5,94 ppm
foi atribuido ao H-1 da molécula, e observa-se que houve um
deslocamento em rela¢do ao mesmo quarteto do alcool em quase 1 ppm
(de 4,99 para 5,94 ppm), 0 que comprova a presenca do grupo acetila no
composto. Observa-se também um singleto em 2,12 ppm, que €
referente aos hidrogénios da metila vizinha a carbonila (H-2) e um
dubleto em 1,60-1,56 ppm, que corresponde aos hidrogénios do outro
grupo metila (H-3). (Figura 18). Resultados similares foram obtidos
para os demais alcodis estudados. (Anexos I, Figuras 40, 42, 44, 46, 48
e 50)
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Figura 18 - Espectro de RMN de H' do (R,S) acetato de 3-nitro-1-feniletanol
(15c¢) (200MHz, CDCly).

A Figura 16 (pag 49) mostra o cromatograma do (R,S) acetato de
3-nitro-1-feniletila, juntamente com o &lcool racémico 15b, e estd
andlise foi usada como padrdo nos estudos posteriores.

Para todas as reacOes biocatalisadas apresentadas neste trabalho,
especialmente com a LBC, observou-se que as lipases possuiam
estereopreferéncia para a formacdo dos R-ésteres. Trabalhos publicados
com relagdo a resolugdo do (R,S)-1-feniletanol * e outros artigos da
literatura comprovam esta enantiopreferéncia para os substratos
utilizados. *" "

Ap6s a preparacdo e caracterizacdo dos alcoois e acetatos
racémicos, iniciou-se com os estudos das reacGes de transesterificagdo
dos alcoois 15b e 16b, em varias condi¢BGes experimentais, e estas serdo
descritas nos itens seguintes.

4.4 - RESOLUCAO CINETICA ENZIMATICA DO (R,S)-3-NITRO-1-
FENILETANOL E (R,S)-3,4-METILENODIOXI-1-FENILETANOL.

Inicialmente, realizaram-se as reacOes de resolucdo do (R,S)-15b
e (R,S)-16b com acetato de vinila, na presenca de diversos filmes
polimericos sem lipase imobilizada. Foram usados filmes de amido/PEO
(1/1 m/m) e proteina de soja/PEO (1/1 m/m), na presenca e auséncia de
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B-CD. Esquema 11.

OH o

e J OH
2 )’LO/\ 9
R2 lipases, MTBE, +
R, (RS) 35°C, 100rpm R,
Ry (R) (Relous)
15b (R;=NO, R,=H) R R,
1

16b (R, e R,= -CH,0H,C-)

Esquema 11. Obtencdo dos R-acetatos derivados do 1-feniletanol.

Na auséncia do biocatalisador, ndo foi detectada a formacéo de
produtos ao usar os filmes de amido/PEO. Ao usar os filmes de proteina
de soja/PEO, os acetatos foram obtidos com conversbes de 3%, em 48h
(detectado por CGQ).

As conversdes minimas obtidas ao usar os filmes de proteina de
soja, podem ser devido a alguma estearase ou mesmo lipase presente
neste preparado isolado. E comum algumas sementes possuirem estas
proteinas, que na germinacdo participam das etapas para a sintese de
compostos de interesse.

A seguir, para avaliar se a imobilizacdo da LBC tem influéncia na
conversdo aos produtos, a reacdo de transesterificacdo do acetato de
vinila com (R,S)-15b ou (R,S)-16b, foi realizada na presenca da lipase
ndo imobilizada. As reac6es foram feitas em MTBE, a 35° C por 48h em
banho Dubnoff. As conversfes em éster foram de 4% para a reacdo com
0 substituinte 3-nitro (R-15c) e de 18% para o substituinte 3,4-
metilenodioxi (R-16c¢).

Através destes resultados observa-se que a imobilizagdo, além de
possibilitar a reutilizacdo e facilitar a separacdo dos biocatalisadores do
meio reacional, também pode aumentar a estabilidade da lipase no
solvente orgénico utilizado. No mesmo tempo reacional, e ao usar a
LBC imobilizada, as conversdes em acetatos aumentaram de 4% para no
minimo 31% para o substrato (R,S)-15b, e de 18% para no minimo 44%
na reacdo com (R,S)-16b (estes dados serdo apresentados e discutidos
com detalhes nos préximos itens).

Ao usar a LBC ndo imobilizada, os R-ésteres foram obtidos com
excesso enantiomérico do produto >99% e razdo enantiomérica >200,
salientando que a enantiosseletividade ndo foi alterada.
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4.4.1 - Efeito da razdo molar.

Um dos fatores de grande importancia para a formacdo do
intermediario “acil-enzima” esta na afinidade que o doador do grupo
acila possui com a lipase. Devido as suas caracteristicas, e
principalmente a alta reatividade e irreversibilidade, os ésteres enélicos
ativados como, por exemplo os acetatos de vinila e de iso-propenila, sdo
muito utilizados em reac@es de transesterificacéo biocatalisadas. !

A razdo molar entre o alcool e o doador acila é também um dos
pardmetros mais importantes investigados nas reacBes de
transesterificacdo enzimética, pois como a reacéo é reversivel, espera-se
gue 0 aumento na concentracdo de doador acila desloque o equilibrio
para a formacdo dos produtos.

Para investigar este efeito na resolu¢do do (R,S)-3-nitro-1-
feniletanol (15b) ou do (R,S)-3,4-metilenodioxi-1-feniletanol (16b),
foram utilizadas as diferentes raz6es molares de 1:1; 1:2; 1:4; e 1:8 entre
estes substratos e o acetato de vinila, respectivamente. Como catalisador
da reacdo foi utilizada a LBC imobilizada em filmes de amido/PEO ou
proteina de soja/PEO.

A Figura 19 mostra os resultados de conversdo (%) e ees (%)
obtidos na resolucdo do (R,S)-15b com diferentes razbes molares, e
catalisada pela LBC imobilizada.
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Figura 19 - Efeito da raz8o molar de 15h:acetato de vinila na obtencéo do éster
(R)-15c, catalisada pelo sistema LBC/amido/PEO (1/1 m/m). [(R,S)-15b
(5mmol); acetato de vinila (5-40 mmol), LBC (50 mg), MTBE (15 mL), 35° C,
100 rpm] m - 24h; e - 48h; 0O - ee; (24h) e o - ees (48h).

A conversdo em R-15c aumentou gradativamente conforme as
razbes molares aumentaram, porém o ee, e a razdo enantiomérica (E)
foram constantes, >99% e >200, respectivamente (resultados néo
mostrados na Figura 19). Na proporcdo 1:1 dos reagentes, a conversdo
em produto foi de 21% em 48h, e para as outras razGes molares, foi de
31% (1:2) e 50% (1:4 e 1:8) no mesmo tempo reacional. Ao usar as
razbes molares 1:4 e 1:8, observou-se que um acréscimo de acetato de
vinila (de 20 para 40 mmol) ndo alterou significativamente as
conversoes, sendo iguais em 48h (50%) e semelhantes em 24h (36% e
39%, respectivamente). Os excessos enantioméricos do substrato (ees)
variaram de 24-96%. No Anexo I, est4 apresentado um gréfico similar a
Figura 19, porém com os valores de conversdo (%) e ee, (Figura 52,
p.112).

A seguir, foi usada a LBC imobilizada em filmes de proteina de
s0ja/PEO (1/1 m/m) na resolucéo do (R,S)-15b com as diferentes razes
molares. Os resultados de conversdo (%) e ees (%) estdo apresentados na
Figura 20.
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Figura 20 - Efeito da razdo molar de 15b:acetato de vinila na obtencéo do éster
(R)-15¢c, catalisada pelo sistema LBC/prot. soja/PEO (1/1 m/m). [(R,S)-15b
(5mmol); acetato de vinila (5-40 mmol), LBC (50 mg), MTBE (15 mL), 35° C,
100 rpm] m - 24h; e - 48h; 0O - ee; (24h) e o - ees (48h).

Em todas as reacGes estudadas, o correspondente acetato foi
obtido com ee, >99%, resultando em E>200, e os valores de ees
variaram de 8-96%. Os resultados apresentados na Figura 20 mostram
gue houve uma variacdo na obtencdo de R-15¢ em funcdo da razdo
molar. Ao usar a menor proporg¢do (1:1), a conversao foi de 9% e para
as razdos molares maiores, os valores de conversdo foram de 45% (1:2)
e 50% (1:4 e 1:8) em 48h de reacdo. Neste estudo, as conversdes
aumentaram com a razdo molar, e foram crescentes em 24h de reacéo
(28%, 38% e 44%). Porém, obteve-se um patamar ap6s 48h, e as
conversdes foram similares (45-50%).

Uma comparacdo entre os resultados obtidos nas Figuras 19 e
20, permite estabelecer algumas diferencas entre a imobilizacéo da LBC
nas duas blendas poliméricas utilizadas. De forma geral, as conversdes
em R-15c¢ foram semelhantes. Uma diferenca maior entre estes suportes
foi notavel apenas ao se utilizar a razo molar 1:1, na qual ao usar a
blenda de proteina de soja/PEO, obteve-se uma conversao menor (9%)
ao éster R-15c¢. Nas demais propor¢des, o sistema LBC imobilizada no



58

filme de proteina de soja converteu o substrato a valores maiores ou
iguais aos obtidos com o suporte amido/PEO.

A seguir, foi estudada a variacdo da razdo molar do 3,4-
metilenodioxi-1-feniletanol [(R,S)-16b] com o acetato de vinila nas
mesmas propor¢des que para o composto (R,S)-15b. Os resultados
utilizando a LBC imobilizada nos filmes de amido/PEO estéo
apresentados na Figura 21.

100 e - 100
75 4

-75

50 50

ee,_ (%)

Conversao (%)

25 25

0 T T T T 0
1:1 1:2 14 1:8

Razao molar 16b/acetato de vinila

Figura 21 - Efeito da razdo molar de 16b:acetato de vinila na obtencéo do éster
(R)-16¢c, catalisada pelo sistema LBC/amido/PEO (1/1 m/m). [(R,S)-16b
(5mmol); acetato de vinila (5-40 mmol), LBC (50 mg), MTBE (15 mL), 35° C,
100 rpm] m - 24h; e - 48h; O - ee; (24h) e o - ees (48h).

Nos resultados mostrados na Figura 21, todas as reacOes
apresentaram uma variagao no ees de 45-99%. Apds 24h, as conversdes
ao éster R-16c aumentaram de 26-48%, com o0 aumento da razdo molar
de 1:1 a 1:8. Em 48h, os valores de conversdao foram também
dependentes das razdes molares, sendo de 32% (1:1), 44% (1:2) e 50%
(1:4 e 1:8). Novamente é possivel observar que ndo houve uma variacéo
significativa nos valores de conversdo a partir da razdo molar 1:2.
Salienta-se que o ee, foi >99%, resultando em valores de E >200,
indicando a excelente enantiosseletividade do processo de resolucgéo.
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Os Ultimos testes da razdo molar foram realizados usando a LBC
imobilizada no filme de proteina de soja/PEO (1/1 m/m) para a
resolucéo do (R,S)-16b com o acetato de vinila. Os valores de conversdo
(%) e ees (%) estdo apresentados na Figura 22.

Todas as reacOes biocatalisadas apresentaram ee, >99% e E >200.
Os valores de eeg variaram de 33-96%. Como mostra a Figura 22, na
razdo molar 1:1, a obtencdo de R-16¢ mostrou bons resultados, sendo de
16% e 25% em 24h e 48h, respectivamente. Nas demais proporc¢oes,
apos 48h, as conversdes do substrato tornaram-se semelhantes, sendo de
48% na razdo 1:2 e de 50% com as razfes 1:4 e 1:8. Nota-se que um
aumento de 4 vezes na quantidade de acetato de vinila (1:2 — 1:8), ndo
alterou significativamente a conversdo ao produto (48% e 50%).
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Figura 22 - Efeito da raz8o molar de 16b:acetato de vinila na obtengao do éster
(R)-16c, catalisada pelo sistema LBC/prot. soja/PEO (1/1 m/m). [(R,S)-16b
(5mmol); acetato de vinila (5-40 mmol), LBC (50 mg), MTBE (15 mL), 35° C,
100 rpm] m - 24h; e - 48h; O - ee; (24h) e o - ee, (48h).

Cientistas da Universisade de Maribor, na Eslovénia, estudaram a
resolugdo do 1-feniletanol em liquidos ibnicos utilizando a lipase B de
Candida antarctica, conhecida comercialmente como Novozym 435.
Foram testados os liquidos i6nicos tetrafluorborato de 1-butil-3-metil
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imidazolio [BMIm][BF,], triflimida de 1-etil-3-metil imidazélio
[BMIM][NTf,] e o hexafluorfosfato de 1-butil-3-metil imidazdlio
[BMIM][PFg], este ultimo reportado como melhor meio para a reagao.
Usando [BMIm][PFs], Knez e col. avaliaram o efeito da razdo molar
entre doador acila e o substrato. Foi utilizado como doador acila o
acetato de vinila e a razdo molar mais adequada foi de 2:1 de doador
acila/alcool. Nesta proporgdo todo o substrato foi convertido (c= 50%)
ao produto enantiopuro R-acetato de 1-feniletila com ees >99% em
apenas 3h de reacdo. '® Resultados similares foram obtidos neste
trabalho com relagéo a razdo molar do substrato: agente acilante.

E importante ressaltar que nas reacdes realizadas com o acetato
de etila, nas mesmas condi¢des estudadas para o acetato de vinila e com
a razdo molar do alcool/acetato de etila 1:4, ndo houve formacéo do
éster tanto para o alcool 15b como para o 16b. Este resultado destaca a
importancia da interagdo entre o doador acila e a enzima, evidenciando
gue o emprego do acetato de vinila mostrou excelente afinidade com a
LBC. Neste caso também ha uma diferenca no subproduto formado nos
dois casos. Quando o acetato de vinila é usado, o subproduto é o
acetaldeido, que ndo participa na reacdo inversa. Ao usar o acetato de
etila, o subproduto é o etanol, um nucleofilo que pode reagir no sentido
inverso da reacdo de interesse.

Nos estudos subsequentes optou-se por utilizar a razdo molar
alcool/acetato de vinila 1:2, pois as conversdes em ésteres ao usar esta
proporcdo foram consideradas boas (28-48%) e apresentaram pouca
diferenca com o uso de razfes molares maiores (1:4 e 1:8). Utilizando-
se da LBC, que foi enantiosseletiva e a razdo molar entre os reagentes
de 1:2, as conversfes ndo alcangaram o maximo (50%), mesmo apos
48h. Entretanto, este fato pode ser positivo, pois nos estudos posteriores
sera possivel uma melhor comparacéo dos outros parametros avaliados,
nos diferentes tempos selecionados (24 e 48h).

4.4.2 - Influéncia da imobilizacdo da LBC em diferentes filmes e
blendas poliméricas.

A mistura de dois ou mais polimeros sdo chamadas de blendas
poliméricas. Estas podem apresentar propriedades intermediarias ou
superiores as dos componentes puros que as constituem. Essas
modificagBes podem fazer com que este novo material adquira
propriedades especificas de interesse, com um custo menor que a sintese
de um polimero inovador. *®

Portanto, avaliou-se o efeito da utilizagdo diversos materiais e
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misturas destes, em diferentes proporcoes, especialmente para os filmes
gue usam PEO como um dos componentes. Estas blendas foram usadas
como suportes para a imobilizagdo da lipase de Burkholderia cepacia
(LBC), e posterior aplicacdo na resolucdo de dois derivados do (R,S)-1-
feniletanol, (R,S)-15b e (R,S)-16b.

Os resultados de conversdo (%) e ees (%) obtidos para as reacGes
de transesterificacdo de (R,S)-15b com acetato de vinila, utilizando a
LBC imobilizada em diferentes suportes sdo apresentados na Tabela 3.

Analisando-se os dados da Tabela 3, nota-se a influéncia da
utilizacdo dos varios polimeros e blendas, para imobilizagdo da LBC, na
obtenc¢do do produto R-15¢ (2% a 50%). Esta variacdo na conversao nao
alterou a enantiosseletividade da enzima, e todas as reacOes
apresentaram ee, >99% e razdo enantiomérica >200. As maiores
conversdes ao produto (50%), em 48h de reacdo, foram obtidas usando a
LBC imobilizada no filme de PEO (Entrada 6) ou na blenda de proteina
de soja e PEO (1/1 m/m) com 10% de B-ciclodextrina (Entrada 10).

Ao usar os filmes preparados com o amido da batata aipo
(Entradas 1 e 2), sem a adi¢do de um outro polimero, estes foram menos
eficientes como suportes e o produto foi obtido com conversdes de 4-
10%. Para a imobilizacdo da LBC, usando o filme formado somente
com amido (Entrada 2) obteve-se 7% de R-15c, enquanto que com
adicdo de 5% m/m de B-CD (Entrada 1), a conversdo aumentou para
10%, em 48h de reacdo.

Estes resultados mostraram a necessidade de se testar novos
polimeros ou de usar misturas, a fim de preparar filmes e/ou blendas que
possam ser utilizadas como suporte para a LBC ou outras lipases,
promovendo maiores conversdes aos produtos.

Neste sentido as blendas de amido/PEO foram avaliadas em
diferentes propor¢des destes polimeros. A variacdo de PEO nos filmes
foi de 0, 30, 50, 70 e 100% em funcdo da massa de amido, e o0s
resultados obtidos mostram uma relagdo direta entre 0 aumento da
conversdo e 0 acréscimo de PEO nas blendas. A utilizacdo da LBC
suportada nos filmes contendo 0 ou 30% de PEO, resultou em
conversdes semelhantes ao produto R-15c, sendo de 7% e 8% em 48h,
respectivamente. Quando foram usadas as blendas contendo mais PEO
para a imobilizacdo da LBC, a formagdo do produto aumentou
significativamente, sendo de 31% (1/1 m/m, Entrada 4), 48% (3/7 m/m,
Entrada 5) e 50% (0/1 m/m, Entrada 6) (Tabela 3).
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Tabela 3. Influéncia da imobilizacdo da LBC em diferentes filmes e blendas na
obtencdo de R-15c.

Tempo
Entrada Suportes 24h 48h
c ees c ees

%) () | (%) (%)
1 Amido/ B-CD 5% 6 11 | 10 | 14
2 Amido/ PEO (1/0 m/m) 4 4 7
3 Amido/ PEO (7/3 m/m) 5 6
4 Amido/ PEO (1/1 m/m) 28 | 36 | 31 | 39
5 Amido/ PEO (3/7 m/m) 35 | 56 | 48 | 91
6 Amido/ PEO (0/1 m/m) 39 | 69 [ 50 | 99
7 Amido/ PEO l((l)(/)/i m/m)/ B-CD 3 | 46 | 24 | 69
8 Amido/ PEOZ(éé/i m/m)/ B-CD 31 | aa | 23 | 70
9 Prot. Soja/PEO (1/1 m/m) 28 | 37 | 45 | 75
10 Prot. SOja/(P:EOl(()Z(])./{)l m/m)/ B 46 | 59 | 50 | 90
11 Prot. Soja/PEO (64/36 m/m) 21 | 28 | 21 | 28
12 CMC 3 5 4 16
13 CMC/ B-CD 5% 3 9 5 12
14 CMC/ B-CD 10% 4 6 4 12
15 CMC/ B-CD 15% 3 10 5 12
16 CMC/ sorbitol 30% 11 (21 | 14 | 21
17 CMC/ sorbitol/ B-CD 10% 9 14 | 12 | 19
18 CMC/ glicerol 30% 2 8 3 13
19 CMC/ glicerol/ B-CD 10% 2 6 3 7

(R,S)-15b (5mmol); acetato de vinila (10 mmol), LBC (50 mg), MTBE (15
mL), 35° C, 100 rpm.

Com as blendas preparadas com amido/PEO (1/1 m/m), testou-se
a adi¢do de 10% ou 20% de B-CD m/m. Ao usar os suportes contendo [3-
CD, houve um aumento na conversdo do substrato (R,S)-15b em 48h, ao
R-éster. Porém, com maior quantidade de 3-CD, ndo houve aumento na
conversdo ao produto. Utilizando a LBC imobilizada na blenda com
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10% de B-CD, a conversdo ao acetato foi de 44%, e com a blenda com
20% de B-CD, a conversdo foi um pouco menor, 43%, ambas ap6s 48h
de reacdo (Entradas 7 e 8, respectivamente).

A proteina de soja foi outro polimero usado como base para
preparar as blendas, e imobilizar a LBC. Ao usar uma maior
concentracdo de PEO nos filmes com proteina de soja (36%- 50%,
m/m), resultou em uma maior conversdo ao produto R-15c, sendo de
21% (Entrada 11) para 45% (Entrada 9) apos 48h. A Tabela 3 mostra
que o uso de 10% B-CD m/m na blenda de proteina de soja/PEO (1/1
m/m), aumentou a conversao ao produto para 50% em 48h (Entrada 10),
fato ocorrido também com os filmes de amido. Resultados similares
foram observados com a LBC imobilizada nos filmes de amido/PEO.

Utilizando as blendas de carb6ximetil celulose (CMC) para a
imobilizacdo da LBC, o substrato (R,S)-15b foi convertido ao acetato na
faixa de 3-14%. Adigdes de B-ciclodextrina de 5%, 10% e 15% m/m em
relacdo a CMC (Entradas 13, 14 e 15), ndo alteraram as conversdes apds
48h (4-5%). O melhor resultado de conversdo ao produto (14%) usando
0s sistemas LBC/CMC, continha 30% de sorbitol (Entrada 16). Pelos
baixos valores de conversdo obtidos quando se utilizou a LBC
imobilizada nas blendas de CMC, estes sistemas foram usados apenas
nas reagdes com (R,S)-15b.

A seguir, o substrato (R,S)-16b foi usado em reacfes de
transesterificacdo com acetato de vinila usando como sistema catalitico
a LBC imobilizada em vérios filmes e blendas. Os valores de conversao
(%) e ees (%) obtidos neste estudo estdo apresentados na Tabela 4.

Assim como para o substrato (R,S)-15b, as reagdes com o 3,4-
metilenodioxi-1-feniletanol [(R,S)-16b] foram enantiosseletivas (ee,
>99% e o E>200). Uma comparacao inicial entre os dados das Tabelas
3 e 4, mostra que os valores de conversdo em acetato sdo, de modo
geral, maiores nas rea¢Ges com o (R,S)-16b. A utilizacdo de 5 blendas
diferentes, como suportes para LBC, resultou na total conversao (50%)
ao produto R-16c¢ (Tabela 4, Entradas 5, 6, 7, 8, e 10). As conversfes ao
produto R-15c, foram de 50% com o uso de 2 blendas, apds 48h (Tabela
3, Entradas 6 e 10).
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Tabela 4. Influéncia da imobilizacdo da LBC em diferentes filmes e blendas na
obtencédo de R-16c.

Tempo
Entrada Suportes 24h 48h

c ee; c ee;

%) | () | (%) (%)

1 Amido/ B-CD 5% 28 | 35 | 32 | 33
2 Amido/ PEO (1/0 m/m) 11 | 13 | 19 | 23
3 Amido/ PEO (7/3 m/m) 28 | 37 | 40 | 66
4 Amido/ PEO (1/1 m/m) 39 | 69 | 44 | 64
5 Amido/ PEO (3/7 m/m) 40 [ 72 | 50 | 99
6 Amido/ PEO (0/1 m/m) 42 | 81 | 50 | 99
7 Amido/ PEO 1((1)(/)/}) m/m)/ B-CD 45 | 93 | 50 | 99
8 Amido/ PEO 2((%/1) m/m)/ B-CD 43 | 91 | 50 | 99
9 Prot. Soja/ PEO (1/1 m/m) 41 | 86 | 48 | 93
10 Prot. SOJa/cF:’g(i 0((}/él m/m)/ B 37 | 83 | 50 | 96
11 Prot. Soja/ PEO (64/36 m/m) | 34 | 50 | 43 | 76

(R,S)-16b (5mmol); acetato de vinila (10 mmol), LBC (50 mg), MTBE (15
mL), 35° C, 100 rpm.

Quando a LBC foi imobilizada no filme preparado somente com
amido de batata aipo, e este sistema usado para a resolucdo de (R,S)-
16b, obteve-se somente 19% do produto em 48h (Tabela 4, Entrada 2).
A adi¢do no filme de amido de 5% de f-CD m/m, aumentou a conversao
em éster para 32% ap6s 48h (Tabela 4, Entrada 1). Ao usar as blendas
de amido com as proporcdes de 0, 30%, 50% e 70% de PEO, as
conversdes do substrato (R,S)-16b aumentaram com o aumento de PEO,
sendo de 19%, 40%, 44% e 50% em 48h, respectivamente (Tabela 4,
Entradas 2 a 5). Comparando-se os suportes amido/PEO 3/7 m/m e PEO
puro, nas reacbes em 24h, o sistema LBC/PEO foi mais adequado,
convertendo 42% do substrato, e usando a blenda amido/PEO 7/3 m/m,
a conversdo foi de 40% (Tabela 4, Entradas 5 e 6). Nas reacOes
utilizando os filmes de amido/PEO, os ee; variaram de 13-99%. As
influéncias relatadas para os filmes de amido/PEO na conversdo do
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substrato (R,S)-16b, foram semelhantes as apresentadas para a
conversao de (R,S)-15b, aos respectivos acetatos. Apds 48h de reacéo,
R-16c foi obtido com 50% de conversdo.

Utilizando-se da LBC imobilizada nas blendas de amido/PEO
(1/1 m/m) com 10% ¢ 20% de p-CD m/m, as conversfes ao produto R-
16¢ aumentaram em relagdo ao mesmo filme sem B-CD, sendo de 44%
para 50% em 48h de reacdo. Porém a adi¢do de uma quantidade maior
de B-CD ndo resultou em conversdo maior em acetato. Nas reacOes
realizadas em 24h, a utilizagéo do sistema com 10% de B-CD, formou o
produto em 45% (Tabela 4, Entrada 7), enquanto que com o sistema
com 20% de B-CD obteve-se 43% (Tabela 4, Entrada 8). Resultados
semelhantes foram também observados com o substrato (R,S)-15b.

A utilizacdo da LBC imobilizada nas blendas de proteina de
soja/PEO mostrou-se eficiente nas reacGes de resolucdo do substrato
(R,S)-16b (Tabela 4, Entradas 9-11). O aumento de PEO nestes filmes,
também resultou em maior conversdo ao éster R-16¢c. Usando LBC
suportada na blenda de proteina de soja com 36% de PEO, foi formado
43% do produto, e utilizando a blenda com 50% de PEO a converséo foi
de 48%, apos 48h. O uso de 10% de B-CD no filme proteina de
soja/PEO (1/1 m/m), também aumentou a formacdo do acetato em
relacdo ao uso da blenda sem este aditivo, sendo de 48% para 50%, ap6s
48h de reacao.

Pesquisadores da Universidade de Dalian, na China,
recentemente imobilizaram a lipase de Burkholderia cepacia (LBC) em
particulas de zirconia, mineralizadas por indugdo com protamina. Estes
sistemas foram utilizados como catalisadores nas reacGes de resolucdo
do &lcool 1-feniletanol com acetato de vinila. VVarios parametros foram
analisados tais como solvente, temperatura, massa de lipase imobilizada
e tempo de reacdo. Os melhores resultados foram obtidos na
temperatura de 45° C, em octano. Com relacdo a massa de lipase, a
partir de 70 mg as conversGes ndo aumentaram significativamente.
Usando as seguintes condicGes, octano como solvente, 50° C, 70 mg de
lipase imobilizada, 180 rpm e razdo molar 1:2 alcool/acetato de vinila, o
(R)-acetato de 1-feniletanol foi obtido com 49,9% de conv. e ee, >99%,
ap6s 48h. 1%

Analisando-se os resultados de converséo e ee apresentados nas
Tabelas 3 e 4, observa-se que, em geral, houve um aumento da
conversdo em éster a medida que se elevava a quantidade de PEO nas
blendas. Este aumento na conversdo pode ser atribuido a maior
porosidade das blendas, efeito proporcionado pela adicdo de PEO nas
mesmas. ¥ Portanto, considerando estes resultados, optou-se por usar
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quantidades iguais dos polimeros para avaliar quais outros parametros
experimentais influenciam nestas reagdes.

Nos estudos subsequentes foram usadas 4 blendas para a
imobilizacdo da LBC e de outras lipases, sendo estas de amido/PEO
(1/1 m/m) e de proteina de soja/PEO (1/1 m/m), e ambas com B-CD
10% m/m.

4.4.3 - Efeito da temperatura.

A temperatura, em geral, tem grande influéncia nas reagfes de
resolucdo catalisadas por enzimas, e este parametro pode influenciar a
atividade, seletividade e estabilidade do biocatalisador, bem como o
equilibrio da reacdo. Para avaliar esta influéncia nas reacGes de
transesterificacdo do acetato de vinila com o (R,S)-15b e (R,S)-16b
foram utilizadas as temperaturas de 25°, 35° e 45° C. Como citado, a
LBC foi imobilizada em blendas de amido/PEQ e proteina de soja/PEO,
com ou sem B-CD.

Os valores de converséo (%) e ee, (%) para as reagdes com 0
(R,S)-15b s@o mostrados nas Figuras 23 e 24, e para (R,S)-16b nas
Figuras 25 e 26. As Figuras 23 e 25 sdo referentes aos valores obtidos
em 24h, e as Figuras 24 e 26 em 48h de reagdo. Com pode ser
observado e independente da temperatura, todas as reagBes e
apresentaram ee, >99% e E >200.

Os resultados de conversdo (%) e ee, (%), em fungdo da
temperatura, usando o substrato 3-nitro-1-feniletanol [(R,S)-15b] e a
LBC imobilizada em diferentes suportes, estdo apresentados na Figura
23.
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Figura 23 - Efeito da temperatura na obtengdo do éster (R)-15c. [(R,S)-15b
(5mmol); acetato de vinila (10 mmol), LBC (50 mg), MTBE (15 mL), 100 rpm,
24h] m - amido/PEO, e - proteina de soja/PEO, - amido/PEO/B-CD e V-
proteina de soja/PEO/B-CD; o; o; Ae e,

Na Figura 23 é possivel observar que a maior conversdo ao éster
(46%) foi obtida utilizando a LBC imobilizada na blenda de proteina de
s0ja/PEO com 10% de B-CD, a 35° C. Para cada filme estudado, os
melhores resultados foram obtidos para as reacGes realizadas a 35° C,
variando entre 28-46% a conversdo ao produto R-15c. Quando a
temperatura de 25° C foi utilizada, as conversdes ao éster foram as
menores, independente do sistema de imobilizacdo para a LBC, sendo
de 16-38%. As reacfes a 45° C ndo apresentaram vantagens
consideraveis, pois os valores de conversdo foram similares aos obtidos
nas reagdes a 35° C, sendo de 26-39%.

A Figura 24 apresenta os valores de converséo (%) e ee, (%), em
48h, para a obtencédo de R-15c.
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Figura 24 - Efeito da temperatura na obtengdo do éster (R)-15c. [(R,S)-15b
(5mmol); acetato de vinila (10 mmol), LBC (50 mg), MTBE (15 mL), 100 rpm,
48h]. m - amido/PEO, e - proteina de soja/PEO, 4 - amido/PEO/B-CD e V-
proteina de soja/PEO/B-CD; o; o; Ae ~&e,.

Os resultados de conversdo em 48h apresentaram perfil
semelhante aos obtidos em 24h. A maior conversdo em R-15c¢ (50%), foi
novamente obtida utilizando o sistema LBC/proteina de soja/PEO com
10% de B-CD a 35° C. Para as reag0es realizadas a 25° C, foram
obtidas as menores conversfes ao produto, independente do sistema
usado na imobilizagdo da LBC, sendo de 18-40%. Valores
intermediarios de conversdo em acetato foram obtidos a 45° C, variando
de 30-41%. Os maiores valores foram obtidos a 35°C, sendo de 31-50%.

Para o substrato 3,4-metilenodioxi-1-feniletanol [(R,S)-16b], os
valores de conversdo (%) e ee, (%) em funcéo da temperatura e em 24h,
estdo apresentados na Figura 25.
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Figura 25 - Efeito da temperatura na obtengdo do éster (R)-16c. [(R,S)-16b
(5mmol); acetato de vinila (10 mmol), LBC (50 mg), MTBE (15 mL), 100 rpm,
24h] m - amido/PEO, e - proteina de soja/PEO, - amido/PEO/B-CD e V-
proteina de soja/PEO/B-CD; o; o; Ae Mg,

As reacOes realizadas a 35° C com o substrato (R,S)-16b,
alcangaram as maiores conversbes, sendo de 37-45%. A maior
conversao ao éster R-16¢, em 24h (45%), foi obtida utilizando a LBC
imobilizada na blenda de amido/PEO com 10% de B-CD. As menores
conversGes foram obtidas a 25° C, independente do suporte usado para a
imobilizagdo da LBC, e variaram de 27-34%. A 45° C, as conversdes
em éster diminuiram um pouco em relacdo a 35° C, e foram de 33-39%.

A Figura 26 apresenta os valores de conversdo (%) em R-16¢ e
ee, (%) apos 48h de reacéo.
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Figura 26 - Efeito da temperatura na obtengdo do éster (R)-16c. [(R,S)-16b
(5mmol); acetato de vinila (10 mmol), LBC (50 mg), MTBE (15 mL), 100 rpm,
48h] m - amido/PEO, e - proteina de soja/PEO, - amido/PEO/B-CD e V-
proteina de soja/PEO/B-CD; o; o; Ae See,.

A tendéncia observada nas reacdes em 24h foi mantida apds 48h.
As conversfes em éster para as reacBes a 25° C, foram as menores,
variando entre 34-40%, independente do suporte. Os valores de
conversao ao produto R-16c¢ nas reacdes a 45° C foram de 39-44%. As
reacOes realizadas a 35° C apresentaram as maiores conversfes ao
produto R-16¢, sendo de 44-50%. Ao usar a LBC suportada nas blendas
de amido/PEO e proteina de soja/PEO ambas com 10% de B-CD,
obteve-se 0 enantiomero R do produto com 50%, sendo este um bom
resultado.

De modo geral, usando a LBC imobilizada no filme de
amido/PEO sem B-CD foram obtidas as menores converses aos
produtos R-15c e R-16¢ a 25° C, bem como a 35° C e 45° C. Com as
demais blendas estudadas os valores de conversdo foram semelhantes,
nas trés temperaturas. Os dados mostraram que os suportes foram
eficientes para a imobilizagéo da LBC.

Pan e col. imobilizaram, por absorgdo, a lipase LIP2 de Yarrowia
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lipolytica em nanotubos de carbono multi - paredes, funcionalizados
com amino-B-ciclodextrina. Este sistema foi utilizado como catalisador
nas reacbes de transesterificacdo do acetato de vinila com o 1-
feniletanol, usando como solvente n-heptano e [BMIM][PFg] puro ou
em mistura. Utilizando o n-heptano como solvente, foram avaliadas as
temperaturas de 35-60° C. Com a lipase livre, as convers@es foram
menores em comparagdo com a mesma imobilizada. Sem a
imobilizacdo, as conversfes ao acetato de 1-feniletila, apds 5h, variaram
de 24% (35° C) a 35% (55° C), e com a LIP2 imobilizada, as conversoes
foram de 46% (35° C) e 50% (50° C), todas com ee, >99%. Estes
resultados destacam que cada lipase tem uma temperatura 6tima de
atuacdo, e que o suporte também deve ser considerado. '®

Os resultados obtidos neste estudo, mostraram que a temperatura
de 35° C foi a mais adequada, independente do tempo de reacéo.

Estes dados demonstram que as reagdes biocatalisadas, em geral
dependem da temperatura. A diminuicdo na conversao, a 45° C, pode
estar relacionada a desnaturacdo ou inibicdo da lipase (LBC), resultante
da reducdo nas forcas ibnicas e/ou ligagBes de hidrogénio, que
estabilizam a estrutura tridimensional das enzimas e que é necessaria
para a manutencdo da atividade catalitica das mesmas. ® Em
temperaturas maiores ha uma maior possibilidade de evaporacdo do
acetato de vinila que possui ponto de ebuli¢do relativamente baixo (72°
C).

Portanto, a partir destes resultados a temperatura de 35° C foi
selecionada para dar continuidade aos estudos. Dentre estes, serdo
avaliados diferentes doadores acila, solventes organicos e lipases de
diversas procedéncias.

4.4.4 - Influéncia do uso de diferentes doadores acila.

No item 4.4.1. foi citado que um dos fatores de relevancia nas
reacdes de transesterificacdo enzimatica, sdo as interacdes realizadas
entre o0 biocatalisador e o agente de esterificacdo, responsavéis pela
formagdo do complexo “acil-enzima”. O acetato de vinila, utilizado nos
estudos anteriores, mostrou-se eficiente, enquanto o acetato de etila foi
menos efetivo para doar o grupo acetila aos alcoois usados.

Para as reaces de transesterificacdo dos alcoois (R,S)-15b e
(R,S)-16b, além dos doadores acila descritos anteriormente, foi usado o
acetato de isopropenila. Outros doadores acila foram também usados
nas reagdes com os dois alcoois, sendo estes o propionato, laurato e
estearato de vinila, que sdo considerados ésteres ativados.
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Nas reacgdes de (R,S)-15b e (R,S)-16b com o propionato, laurato e
estearato de vinila foram utilizadas as razdes molares alcool:doador
acila 1:2, a 35° C em 15 mL de MTBE. Como catalisador utilizou-se a
LBC imobilizada nos filmes de amido/PEO (1/1 m/m) e proteina de
s0ja/PEO (1/1 m/m), com ou sem -CD. Ao usar o laurato ou estearato
de vinila, ndo foi observada a formacdo dos produtos, independente do
filme utilizado. Com o propionato de vinila, ndo foi possivel uma
separacdo adequada dos reagentes e produtos nas andlises de
cromatografia gasosa quiral, impossibilitando a quantificacdo dos
mesmos.

Nas reacGes de transesterificacdo usando o acetato de
isopropenila, utilizou-se a razdo molar de 1:4. Para a imobilizagio da
LBC foram usadas as blendas de amido/PEO (1/1 m/m) e proteina de
s0ja/PEO (1/1 m/m), ambos com 10% m/m de -CD.

Os resultados de conversdo em éster (%) e de ees (%), em 24 e
48h, para as reagdes utilizando o alcool (R,S)-15b, com diferentes
suportes para a LBC sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Resolugéo do (R,S)-15b com acetato de isopropenila.

Tempo
Entrada Suportes 24h 48h

C | ees | ¢ | ees

(%) | (%) | (%) | (%)

1 Amido/ PEO (1/1 m/m) 9 9 11 | 10

2 Amido/ PEO (1/1 m/m)/ -CD 29 | 39 | 40 | 53

10%
3 Prot. Soja/ PEO (1/1 m/m) 15 | 15 | 25 | 39
Prot. Soja/ PEO (1/1 m/m)/ -
4 CD 10% 29 | 35 | 42 | 59

(R,S)-15b (5mmol); acetato de isopropenila (20 mmol), LBC (50 mg), MTBE
(15 mL), 35° C, 100 rpm.

Em todas as reacdes estudadas, obteve-se ee, >99% e E >200. Os
resultados apresentados na Tabela 5 evidenciam uma diferenga nos
valores de conversdo quando ¢ utilizado a 3-CD nas blendas. Ao utilizar
a LBC imobilizada na blenda de amido/PEO, as conversdes em R-15c
aumentaram de 11% para 40%, na auséncia e presenca de B-CD,
respectivamente (Tabela 5, Entradas 1 e 2). Com a LBC suportada no
filme de proteina de soja, a adigdo da $-CD aumentou a conversdo ao
produto de 25% para 42%, em 48h (Tabela 5, Entradas 3 e 4). A menor
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conversdao (11%) ao produto foi observada ao usar a blenda de
amido/PEO em 48h. A maior conversdo (42%) em éster foi obtida com
a LBC imobilizada no suporte de proteina de soja/PEO/B-CD (Tabela 5,
Entrada 4).

A Tabela 6 apresenta os valores de conversdo (%) e ees (%), em
24h e 48h, para as reacdes com (R,S)-16b utilizando como sistema a
LBC imoilizada em quatro blendas diferentes.

Tabela 6. Resolucdo do (R,S)-16b com acetato de isopropenila.
Tempo
Entrada Suportes 24h 48h
c ee;s c ee;
(%) | (%) | (%) | (%)
Amido/ PEO (1/1 m/m) 10 15 | 18 33
Amido/ PEO (1/1 m/m)/ -CD 33 64 | 50 | >99
10%
Prot. Soja/ PEO (1/1 m/m) 28 55 | 35 71
Prot. Soja/ PEO (1/1 m/m)/ B-
CD 10% 39 79 | 50 | >99

(R,S)-16b (5mmol); acetato de isopropenila (20 mmol), LBC (50 mg), MTBE
(15 mL), 35° C, 100 rpm.

A W N

Em todas as reacGes com o substrato (R,S)-16b, obteve-se ee,
>99%, E >200 e 0 ees variou de 15->99%. Ao utilizar como suportes
para a LBC os filmes de amido/PEO e proteina de soja/PEO com 10%
m/m de B-CD, foram obtidas as maiores conversdes ao produto (50%)
(Tabela 6, Entradas 2 e 4). A menor conversao em éster foi obtida em
48h (18%) ao usar o filme de amido/PEO como suporte para a LBC
(Tabela 6, Entradas 1).

Comparando-se os dados das Tabelas 5 e 6, nota-se que com 0
uso do acetato de isopropenila, as conversfes ao produto foram maiores
nas reagbes com o substrato (R,S)-16b. Resultados semelhantes foram
obtidos quando utilizou-se o acetato de vinila como doador acila. Este
aumento na conversdo pode estar associado a efeitos eletronicos do
substrato, que no caso do substituinte 3,4-metilenodioxi apresenta um
efeito de carga indutivo, tornando o grupo alcool mais nucleofilico. O
substituinte 3-nitro apresenta efeito retirador de elétrons do anel
aromatico, tornando o oxigénio do alcool menos nucleofilico.

Andrade e col. estudaram a resolucdo cinética do 2-bromo-1-
feniletanol com a LBC imobilizada em  nanoparticulas
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superparamagnéticas, e testaram 3 doadores acilas diferentes. Assim
como neste trabalho, ao utilizar o acetato de etila ndo houve a formacao
do produto de interesse. Com o0 uso do acetato de isoprenila, as
conversdes em éster foram de 4% em MTBE e 5% em tolueno, ap6s
24h. Neste mesmo tempo, ao se utilizar o acetato de vinila, as
conversbes foram de 10% (MTBE) e 13% (tolueno). Em todas as
reagbes, 0 ee, do S-acetato foi >99%. '

Os resultados apresentados e discutidos neste estudo mostraram
gue a estrutura do doador acila, do substrato e a composi¢do dos filmes
podem influenciar na resolucdo dos alcodis estudados, porém estes
pardmetros ndo alteraram a seletividade da lipase (LBC).

4.5 - RESOLUCAO CINETICA ENZIMATICA DO (R,S)-3-NITRO-1-
FENILETANOL.

4.5.1- Uso de lipases de diversas procedéncias.

O interesse na exploragdo da biodiversidade e utilizacdo de
lipases de diferentes procedéncias como biocatalisadores, tem
aumentado constantemente. O uso de lipases comerciais ou néo, torna-
se uma alternativa mais “limpa” ao emprego de métodos cataliticos
quimicos. 1%

A Tabela 7, apresenta os resultados obtidos de conversdo ao
éster R-15¢ com o uso de lipases de diversas procedéncias imobilizadas
nos filmes de amido/PEO (1/1 m/m) e proteina de soja/PEO (1/1 m/m),
com ¢ sem B-CD, nas reacOes de transesterificacdo com (R,S)-15b.
Utilizou-se o acetato de vinila, e as mesmas foram realizadas a 35° C e
100 rpm.

Foram usadas as lipases de Burkholderia cepacia (LBC e LPS-
SD), Pseudomonas fluorescens (LAK 20), Thermomyces lanuginosus
(LTL-IM), Aspergillus niger (LAN 12), Mucor javanicus (LMJ 10) e de
Candida cylindracea (LAY 30).
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Tabela 7. Influéncia do uso de diversas lipases na conversio ao éster R-15c.®

Lipases™
Conversdo" (%)
Ent. | Suportes Lgc | LPS | LAK [LTL | LAN | LMJ | LAY
SD| 20 | M| 12 10 | 30
1| A |28 |15 1 | 9 | 7 0o | 1
Amido/
2 PEO/ 32 27 1 3 5 0 1
p-cD @
3 | PSRl 28 |26 | 35 |11 | 15 | 4 | 2
Prot.Soja
4 /PEO/B- 46 36 17 5 15 5 4
CD()

(@) (R,S)-15b (5mmol); acetato de vinila (10 mmol), lipases (50 mg), MTBE (15
mL), 35° C, 100 rpm, 24h.

(b) Atividades (U/g): LBC - 30.000, LPS-SD - 23.000, LAK - 25.000, LTL-IM
-10.000, LAN 12 - 120.000, LMJ 10 - 10.000 e LAY 30 — 30.000.

(c) Determinado por CG-quiral.

(d) Composi¢do dos filmes: amido/PEO (1/1 m/m); amido/PEO/B-CD (1/1
m/m) 10% m/m de B-CD; prot. soja/PEO (1/1 m/m); prot. soja/PEO/B-CD (1/1
m/m) 10% m/m de -CD.

Usando 7 lipases diferentes, foi observado uma grande variagédo
na conversao ao éster, independente do suporte. Ao usar as lipases LBC,
LPS-SD, LAK 20 e LTL-IM obteve-se ee, >99%, e com as lipases LAN
12, LMJ 10 e LAY 30 os ee, foram de 65-86%. Independente dos
valores de ee,, as maiores converses foram obtidas com a lipase de
Burkholderia cepacia (LBC). Com o uso da LBC, as conversdes
variaram de 28-46% e ao usar a LPS-SD duplamente imobilizada (esta é
comercializada imobilizada em terra diatoméacea), os valores foram de
15-36%. As maiores conversGes com a LBC, podem estar relacionadas
com a atividade desta lipase (30.000 U/g) que é maior em relacdo a
LPS-SD (23.000 U/g). Com o uso da LBC e da LPS-SD, nas reagdes
utilizando os suportes contendo B-CD, as conversfes foram maiores,
sendo de 32% e 27%, e de 46% e 36%, respectivamente (Tabela 7,
Entradas 2 e 4).

Com o uso das lipases LAK 20, LTL-IM e LAN 12 imobilizadas
obteve-se, em geral, conversGes baixas e moderadas e apenas com a
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lipase LAK 20 suportada na blenda de prot. Soja/PEO a conversao foi
alta (35%). Ao usar estas trés lipases imobilizadas em blenda de
amido/PEO, com ou sem B-CD, as conversdes ao éster R-15¢ ndo foram
superiores a 10%. Ao usar a LAK 20, o produto foi obtido em apenas
1% (Tabela 7, Entradas 1 e 2). Com a utilizagdo das lipases LAK 20,
LTL-IM e LAN 12 imobilizadas nas blendas de proteina de soja/PEO,
na auséncia ou presenga de B-CD, as conversdes foram maiores,
variando de 5-35% (Tabela 7, Entradas 3 e 4). Nao foi observada uma
mudanca significativa nos valores de conversao apos a incorporacgéo de
B-CD nos filmes. Apesar das conversdes obtidas terem sido similares, as
lipases possuem atividades bem distintas, tendo a LAN 12 o maior valor
(120.000 U/g), seguido da LAK 20 (25.000 U/g) e da LTL-IM (10.000
U/g).

Quando as lipases de M. javanicus (LMJ 10) e de C. cylindracea
(LAY 30) foram usadas, as conversdes ao produto apresentaram o0s
menores valores. A utilizagdo dos filmes com B-CD ndo se mostrou
positiva, mantendo os valores de conversdo iguais. Ao usar como
suporte as blendas de amido/PEO, as conversdes foram muito baixas
(1%) ou ndo foi detectado o produto (Tabela 7, Entradas 1 e 2). Ao usar
os filmes de prot. Soja/PEO, as conversGes ndo foram
significativamente maiores, sendo de apenas 2-5% (Tabela 7, Entradas
3 e 4). As duas lipases possuem valores de atividades distintos entre si,
mas similares aos das demais lipases utilizadas, sendo de 10.000 U/g
para a LMJ 10 e de 30.000 U/g para a LAY 30.

Para todas as reagdes em 24h o ees variou bastante, devido este
pardmetro ter relagdo com a conversdao, e foram de 1-51%. As
conversGes utilizando estas 7 lipases ndo se alteraram ap6s 48h de
reacdo, aumentando no maximo 4%, ou mantendo os valores obtidos em
24h. Por exemplo, com as lipases LAK 20 e LTL-IM, os valores
mantiveram-se iguais, enquanto que 0s maiores aumentos foram
observados com a LPS-SD. O ee, para estas reacfes em um tempo
maior (48h), foi mantido na mesma faixa, 65-86% para as lipases LAN
12, LMJ 10 e LAY 30 e >99% ao usar a LBC, LPS-SD, LAK 20 e LTL-
IM.

Cheong e col. investigaram o uso de 11 lipases diferentes na
resolucéo de derivados do 2-fenil-1-propanol com propionato de vinila,
a 30° C em MTBE. Com o substrato 2-(3,4,5-trimetdxi)fenil-1-propanol,
0s maiores valores de conversdo ao produto em 48h, foram obtidos com
as lipases de pancreas de porco (69%, ee, 46%) e de Burkholderia
cepacia (62%, ee, 59%). Com as lipases PLE (esterase do figado do
porco) e LWG (lipase Wheat germ), no mesmo tempo de reacdo, ndo foi
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observado a formacéo do éster. 1%

Ao usar as 7 lipases diferentes, imobilizadas nos 4 filmes, obteve-
se conversoes de 1-50% e ee, de 65->99%. Com as lipases LBC, LPS-
SD, LMJ 10 e LAY 30, os melhores resultados foram obtidos com estas
lipases imobilizadas nos suportes que continham B-CD. Os suportes de
proteina de soja/PEO se mostraram melhores que os de amido/PEO.
Com as demais lipases (LAK 20, LTL-IM e LAN 12), os filmes de
proteina de soja/PEO também foram mais eficientes, porém os melhores
resultados foram obtidos sem a B-CD.

Para todas as reacdes foi possivel observar que a procedéncia da
lipase, bem como o suporte, influenciaram na conversao ao produto R-
15c. Algumas lipases apresentaram relagdo direta com sua atividade,
mas com a LAN 12 ndo foi observada esta relacdo. Os diferentes valores
de conversdao podem estar associados as diferentes formas que cada tipo
de lipase possui na cavidade de seu sitio ativo. Estes permitem um
encaixe melhor com certos substratos que outros, e muitas vezes a
atividade ndo tem relacdo direta, devido também a estrutura do
substrato. %

4.5.2 - Efeito do solvente orgénico.

Dentre os critérios mais importantes para a selecdo do solvente
organico em reacOes catalisadas por enzimas estdo a capacidade de
solubilizar os substratos e o produto, bem como a biocompatibilidade.
Entretanto, outras caracteristicas sdo desejaveis, entre elas a estabilidade
guimica e térmica, baixa tendéncia de formar emulsdo com a agua, ndo
biodegradabilidade, entre outros. ¥

O solvente organico e o contetido de agua influenciam fortemente
na seletividade de uma enzima, pois estes pardmetros podem alterar a
conformacdo nativa das mesmas e, portanto a atividade catalitica dos
biocatalisadores. No entanto, ainda ndo hé consenso sobre os principais
parametros que influenciam na reacdo enzimatica, e 0 mais
fequentemente usado é o log P (coeficiente de particdo, que indica a
hidrofobicidade do solvente, e é determinado pela razdo entre a
%)lnlczl%ntragéo do solvente em 1-octanol sobre a concentracdo em agua).

Os solventes hidrofobicos com log P >=4 sdo considerados 0s
mais adequados para as reacdes biocatalisadas. Solventes com log P
entre 2 e 4 sdo considerados moderados, e os polares com log P < 2 sdo
frequentemente ineficientes para as reacOes catalisadas por enzimas.
Esta correlagdo entre polaridade e atividade esta relacionada ao fato de
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que o solvente poder alterar a quantidade de agua que estabiliza o
biocatalisador. Embora os valores de log P ndo determinem a eficiéncia
da sintese enzimatica, esta ¢ uma boa informacdo para a selecdo de
solventes, & 10 110

Para a avaliacdo destes efeitos, foi verificada a influéncia do uso
do terc-butanol (Log P 0,35), cicloexano (Log P 3,44), éter di-
isopropilico (Log P 1,52), tetrahidrofurano (Log P 0,46) e da acetona
(Log P -0,24) como solventes nas reacdes de transesterificagdo do
acetato de vinila com (R,S)-15b. A LBC foi imobilizada nos filmes de
amido/PEO (1/1 m/m) e proteina de soja/PEO (1/1 m/m), com ou sem [-
CD.

A Tabela 8 apresenta os valores de conversao (%) ao éster (R,S)-
15b.

Tabela 8. Influéncia do solvente organico na conversio ao éster R-15¢.?

Solventes (chg; P) ¥
£ © (0
- Supc()dg- — Conversdo ™ (%)
" | tes c.hex. i.pro MTBE | THF | t-BuOH Ace.
(3,44) ('1,52') (0,94) | (0,46) | (0,35) (-0,24)
Amido
1 IPEO 28 36 28 6 42 37
Amido
2 [PEO/ 19 28 32 7 38 42
B-CD
prot.
3 Soja/ 26 32 28 4 30 31
PEO
prot.
Soja/
4 PEO/ 20 18 46 2 30 10
B-CD

(@) (R,S)-15b (5mmol); acetato de vinila (10 mmol), LBC (50 mg), solventes
(15 mL), 35° C, 100 rpm, 24h.

(b) Valores das referéncias "'

(c) Determinado por CG-quiral.

(d) Composigdo dos filmes: amido/PEO (1/1 m/m); amido/PEO/B-CD (1/1

m/m) 10% m/m de B-CD; prot. soja/PEO (1/1 m/m); prot. soja/PEO/B-CD (1/1
m/m) 10% m/m de -CD.
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No estudo com os varios solventes, observou-se que a
enantiosseletividade da lipase de Burkholderia cepacia (LBC) ndo foi
alterada e obteve-se ee, >99% e E >200. Os valores de ees variaram de
2% a 96%.

Quando a reacdo foi realizada nos solventes com Log P >1,5, tais
como ciclohexano (3,44) e éter di-isopropilico (1,52), as conversdes ao
éster R-15¢ foram de moderadas a boas. Usando como suporte para a
LBC os filmes de amido/PEO e amido/PEO/B-CD, em éter di-
isopropilico, as conversbes foram maiores (36% e 28%) que em
ciclohexano (28% e 19%), respectivamente (Tabela 8, Entradas 1 e 2).
Valores de conversdo semelhantes foram obtidos nestes solventes
quando utilizou-se a LBC imobilizada nas blendas de prot. soja/PEO
(26% e 32%) e prot. soja/PEO/B-CD (20% e 18%) (Tabela 8, Entradas
3 e 4). Para as reacdes usando os filmes preparados com B-CD, as
conversdes ao produto foram menores (Tabela 8, Entradas 2 e 4).

Com o uso dos solventes de log P intermediario entre 0 e 1, tais
como MTBE (0,94), THF (0,46) e t-butanol (0,35), obteve-se
conversdes ao éster bastante variadas. Usando THF os valores de
conversdo foram baixos e similares, independente do suporte usado e
variou de 2-7% (Tabela 8, Entradas 1 a 4). Com o MTBE e t-butanol, as
conversdes foram boas, com valores entre 28%-46% e 30%-42%,
respectivamente. Os valores de conversdo obtidos ndo apresentaram
relagdo com a presenga ou auséncia de B-CD nos filmes. A maior
conversdo, entre todos os solventes, foi obtida ao se utilizar a LBC
imobilizada no filme de prot. Soja/PEO/B-CD, em MTBE, sendo de
46% (Tabela 8, Entrada 4).

Usando o Unico solvente com Log P < 0, a acetona (-0,23), as
conversbes foram, de modo geral, boas. Com a LBC suportada nas
blendas de amido/PEO, amido/PEO/B-CD e prot. soja/PEO, os valores
de conversdo foram préximos, sendo de 31%-42% (Tabela 8, Entradas
1 a 3). Quando foi utilizado o filme de prot. soja/PEO/B-CD, obteve-se a
menor conversao em acetona, sendo de apenas 10% (Tabela 8, Entrada
4). O uso ou ndo de B-CD nos filmes, ndo mostrou relagdo com as
conversoes.

Observou-se neste estudo que ndo houve uma relagdo direta do
coeficiente de particdo (Log P) dos solventes organicos com os valores
de conversdo em éster. Por exemplo, utilizando como solvente a acetona
(Log P -0,23) os valores de conversdo ao éster R-15b variaram de 10-
42%, com o éter di-isopropilico (Log P 1,5) de 18-36% e com o
ciclohexano (Log P 3,2) de 19-28%. Estes dados demonstram que
independente do Log P destes solventes, os valores de conversdo foram
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de moderados a bons, sendo mais dependentes do suporte usado para a
LBC.

Para as reagfes em um tempo maior (48h), as conversdes
mantiveram o mesmo perfil que em 24h (aumentando na mesma
propor¢do das apresentadas na Tabela 8). Os valores foram de ~ 3%,
para a reacdo em THF com a blenda de prot. soja/PEO/B-CD.
Conversdes de 50%, foram obtidas utilizando o éter di-isopropilico e a
acetona com a LBC imobilizada nas blendas de amido/PEO e
amido/PEO/B-CD.

O ee, para estas reacoes foi > 99% e o0 ee; variou de 3-96%.

Em um trabalho realizado por pesquisadores chineses, o solvente
ndo s teve relacdo com a conversdo, que foi crescente & medida que o
Log P aumentou como também alterou a enantiosseletividade da
enzima. Na resolucdo do 1-feniletanol com acetato de vinila, foi usada a
LBC imobilizada em silica funcionalizada. Foram utilizados o0s
solventes acetato de etila (Log P 0,68), benzeno (Log P 2,00), tolueno
(Log P 2,50), hexano (Log P 3,50) e heptano (Log P 4,00). A converséao
em R-acetato aumentou de 28,6 a 50,8%, porém com o uso do hexano e
heptano, o ee, diminuiu de >99% para 96%. ***

Através dos resultados apresentados e discutidos é possivel
observar que o solvente organico utilizado influéncia na conversao ao
R-éster, em reacOes biocatalisadas. O solvente pode afetar ndo apenas
nas conversdes, mas também a enantiosseletividade do biocatalisador.
Porém, neste trabalho e como ja citado, a enantiosseletividade foi
mantida em todos o0s solventes usados.

453 - Reutilizacdo dos filmes de amido/PEO e proteina de
soja/PEO, com e sem B-CD.

Uma das principais vantagens da utilizacdo de métodos de
imobilizagdo, para as enzimas, em reagOes biocatalisadas é a
possibilidade de reutilizacdo destes sistemas cataliticos. Nas reacdes de
reutilizacdo, avaliou-se a manutencédo da atividade catalitica da lipase de
Burkholderia cepacia (LBC) imobilizada nos filmes de amido/PEO (1/1
m/m) e proteina de soja/PEO (1/1 m/m), com ou sem 10% m/m de B-
CD. Estes sistemas foram utilizados, apés 30 e 90 dias de
armazenamento em n-hexano a t.a., na reagdo do acetato de vinila com o
3-nitro-1-feniletanol [(R,S)-15b], em MTBE a 35° C.

A Tabela 9 mostra os resultados de conversdo (%) e ees (%) para
a 1@ reutilizacdo dos sistemas cataliticos, na reagéo descrita acima.
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Tabela 9. Efeito da reutilizacdo da LBC imobilizada, na reagdo de resolucéo do
(R,S)-15b.

Tempo
Entrada Suportes 24h 48h

c ees C ees

%) | (%) | (%) (%)

1 Amido/ PEO (1/1) 22 | 47 | 29 | 61

Amido/ PEO (1/1)/ B-CD

2 10% 25 | 52 | 37 | 69

3 Prot. Soja/ PEO (1/1) 20 | 41 | 36 | 66

4 Prot. Soja/ PEO (1/1)/ B-CD 33|67l 43| 81

10%

(R,S)-15b (5mmol); acetato de vinila (10 mmol), LBC (50 mg), MTBE (15
mL), 35° C, 100 rpm, tempo de estocagem: 30 dias.

A enantiosseletividade da lipase ndo foi alterada com o
armazenamento, mantendo o valor do ee, >99% e de E >200. O ees
variou de 41-81% e os valores de conversdo foram similares aos da 1?
utilizacdo (28%-50%). Com a LBC suportada nos filmes de amido/PEO
e proteina de soja/PEO contendo  B-CD, foram obtidas as maiores
conversdes em 48h, sendo de 37% e 43%, respectivamente. Quando foi
utilizada a blenda de amido/PEO, a conversdo ao ester R-15c¢ foi de
29%, e com a blenda de proteina de soja/PEO foi de 36%, ambos em
48h.

A Tabela 10 mostra os resultados de conversdo (%) e ees (%)
para a 22 reutilizacdo dos sistemas, na reagdo de transesterificacdo do
acetato de vinila com o alcool (R,S)-15b, apds 90 dias de estocagem.

Um tempo maior de armazenamento e o fato dos filmes ja terem
sido utilizados 2 vezes, ndo modificou o ee, das reacdes catalisadas pela
LBC, sendo de >99% e E >200.

Neste segundo re-uso dos suportes, 0s sistemas se mostraram
menos eficientes convertendo o substrato (R,S)-15b na faixa de 20-27%.
Novamente, obtiveram-se resultados similares ao primeiro re-uso, e as
maiores conversfes foram de 25% e 27%, em 48h. Nestas condicdes, o
acréscimo de B-CD nos filmes foi vantajoso, havendo um aumento na
conversdo em relacdo aos mesmos filmes sem a $-CD.
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Tabela 10. Efeito da reutilizacdo da LBC imobilizada, na reacéo de resolugdo
do (R,S)-15b.

Tempo
Entrada Suportes 24h 48h

c | ee c ees
(%) | (%) | (%) (%)

1 Amido/ PEO (1/1) 11 | 14 | 20 | 25
2 Amido/ PEO (1/1)/B-CD10% | 14 | 19 | 25 | 35
3 Prot. Soja/ PEO (1/1) 13 | 15 | 25 | 31
4 Prot. Soja/ PEO (1/1)/ B-CD 1512 | 27 | 34

10%
(R,S)-15b (5mmol); acetato de vinila (10 mmol), LBC (50 mg), MTBE (15
mL), 35° C, 100 rpm, tempo de estocagem 90 dias.

Os resultados apresentados neste estudo mostraram a
possibilidade de reutilizagdo da LBC mesmo apds 3 meses de
estocagem a t.a., evidenciando uma vantagem da imobilizacdo com os 4
filmes testados. A atividade catalitica da LBC, apesar de ter diminuido,
deve ter sido mantida devido a protecdo do suporte e a presenca de certa
guantidade de agua nos filmes (7,05-10,19%). Conforme discutido no
item 4.2, a presenca de agua nos filmes e blendas é importante para
preservar a estrutura terciaria da lipase, bem como a do sitio ativo.

Outros trabalhos, também relataram a possibilidade de
reutilizacdo da lipase de Burkholderia cepacia, imobilizada em filmes
de amido de inhame e card, na sintese do acetato de geranoila, em n-
hexano. '

4.5.4 — Resolucdo enzimatica de diferentes compostos com grupos
doadores e retiradores de elétrons derivados do (R,S)-1-feniletanol.

Neste estudo, foram utilizados diversos alcoois derivados do
(R,S)-1-feniletanol com diferentes grupos doadores e/ou retiradores de
eletrons para avaliar o efeito eletronico nestas reacfes. A LBC foi
imobilizada nas blendas de amido/PEO (1/1 m/m) e proteina de
s0ja/PEO (1/1 m/m), na auséncia ¢ presenga de B-CD. Estes sistemas
foram utilizados nas reagdes de transesterificacdo do acetato de vinila
com os alcoois (R,S)-4-nitro-1-feniletanol (17b), (R,S)-4-metil-1-
feniletanol (18b), (R,S)-4-Br-1-feniletanol (19b) e (R,S)-4-métoxi-1-
feniletanol (20b), em MTBE, a 35°C. Foram incluidos os resultados
obtidos com os alcoois (R,S)-15b e (R,S)-16b, para fins comparativos.
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A Figura 27 mostra as estruturas e a numeracdo dos alcoois
utilizados no trabalho.

OH oH OH OH OH OH
[e]
Q/K <o:[ j ~ OZNO)\ /()/K Br/@/s\ \OQA
NO,
(Rls)_ (RiS)_ (RYS)_ (RiS)_ (R’S)_ (R’S)_
15b 16b 17b 18b 19b 20b

Figura 1. Estruturas quimicas dos derivados do (R,S)-1-feniletanol.

A Tabela 11 mostra a os resultados de conversdo (%) em 24h,
para as reacBes do acetato de vinila com os alcoois (R,S)-15b a 20b,
utilizando a LBC imobilizada nos filmes de amido/PEO e proteina de
s0ja/PEO, sem e com B-CD.

Tab((el)a 11. Influéncia do grupo substituinte na resolugdo dos alcodis (R,S)-15b-
20b.°

Alcodis /
Ent. Suportes © Conversio® (%)

15b | 16b | 17b | 18b | 19b | 20b

1 amido/PEO 28 | 39 | 17 | 29 | 20 | 36
2 amido/PEO/B-CD 32 | 45 | 23 | 33 | 27 | 42
3 prot. Soja/PEO 28 | 41 | 20 | 34 | 26 | 37

4 prot. Soja/PEO/B-CD | 46 | 37 | 29 | 34 | 31 | 41

(@) (R,S)-15b-20b (5mmol); acetato de vinila (10 mmol), LBC (50 mg), MTBE
(15 mL), 35° C, 100 rpm, 24h.

(b) Determinado por CG-quiral.

(c¢) Composigdo dos filmes: amido/PEO (1/1 m/m); amido/PEQ/B-CD (1/1 m/m)
10% m/m de B-CD; prot. soja/PEO (1/1 m/m); prot. soja/PEO/B-CD (1/1 m/m)
10% m/m de B-CD.

Nas reagGes estudadas e com todos os alcoois, o ee, e E, foram de
>99% e >200, respectivamente. O ee, variou bastante, sendo de 22-99%.
Ao observar os dados apresentados na Tabela 11, é possivel
verificar a influéncia dos grupos ligados ao anel aromatico nas
conversdes aos respectivos ésteres. Em geral, os maiores valores de
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conversao aos ésteres foram obtidos com os substratos que tem grupos
doadores de elétrons, tais como p-CHjs, p-OMe e 3,4-metilenodioxi. Por
exemplo, com estes substituintes as conversdes variaram de 29%-34%,
36%-41% e de 37%-45%, respectivamente.

Para os alcoois com grupos retiradores de elétrons, as conversdes
foram menores, sendo de 17%-29% com o p-NO,, de 20%-31% com o
p-Br e de 28%-46% com 0 m-NO,. Na rea¢do com o substrato (R,S)-17b
as conversfes foram as menores, sendo que o grupo nitro na posicéo 4 é
0 substituinte que exerce o maior efeito retirador de eletrons no anel
aromatico. Com o grupo 3,4-metilenodioxi que possui dois oxigénios, a
indugdo de carga sobre o anel é bastante intensa, sendo que as
conversdes foram as mais elevadas.

De maneira geral as conversdes foram um pouco maiores quando
foram utilizadas as blendas de prot. soja/PEO, em comparacdo com as
de amido/PEO, como suporte da LBC. O uso de B-CD nestes filmes
também teve uma relacéo direta com as conversdes, sendo que em geral
foram maiores na presenca deste aditivo. Por exemplo, a maior
conversdao ao produto foi obtida com o uso da LBC imobilizada na
blenda de proteina de soja/PEO/B-CD, sendo de 46%. Ao usar o filme
de amido/PEO, obteve-se a menor conversao ao éster (17%), na reacao
com o substrato (R,S)-17b.

Em 48h, foi observada a tendéncia das rea¢des em 24h, onde com
0s grupos retiradores de eletrons foram obtidos menores valores e com
grupos doadores estes foram mais elevados. Neste tempo de reagdo as
convers@es ao R-éster, utilizando como substrato (R,S)-19b variaram de
29%-43%, enquando com o substrato (R,S)-20b estes valores foram de
42%-50%.

Andrade e col. avaliaram o uso de diversos alcoois derivados
incluindo o (R,S)-1-feniletanol em reacdes de transesterificacdo com o
acetato de vinila, utilizando a lipase B de Candida antarctica (CAL-B)
como catalisador. As reagdes foram realizadas em MTBE e a 32° C, e as
lipases foram imobilizadas em um suporte nanoparticulado e
supermagnético. Para os substratos (R,S)-1-feniletanol, (R,S)-17b e
(R,S)-20b, em 24 h de reacdo, as conversdes aos produtos foram de
32%, 32% e 36%, respectivamente. Utilizando os substratos (R,S)-p-Cl-
1-feniletanol, (R,S)-19b e (R,S)-18b, em 6 h, obteve-se 17%, 25% e
26% dos produtos, respectivamente. Observando-se estes resultados ndo
foi verificada uma relacdo direta entre os grupos substituintes e as
conversdes, uma vez que com um grupo fortemente retirador como o p-
NO, a conversdo foi igual ao alcool sem grupo substuinte e similar ao
substrato com um grupo fortemente doador de elétrons, tal como o
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metdxi. Este fato foi observado também para os alcoois com 0s grupos
p-Br e p-metil, que apresentaram conversdes praticamente iguais 25% e
26%, mesmo tendo efeitos eletrdnicos bem distintos. >

Através dos resultados apresentados e analisados é possivel
observar que a estrutura do substrato, influenciou as conversdes aos
produtos. Estes dados podem ou nao ser devido aos efeitos eletrénicos
dos substituintes (doador ou retirador de elétrons). A estrutura do
substrato (ou seja, o0 efeito estéreo) é também importante nas reacfes
biocatalisadas devido ao encaixe no sitio ativo da enzima, fatos também
discutidos no item 4.5.1.



86



87

5 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, as principais séo:

- A extragdo do amido de batata aipo (Arracacia xanthorrhiza)
mostrou-se viavel, sendo possivel obter 113g de amido a partir de 1Kg
do tubérculo.

- Os filmes de amido de batata aipo/PEO (1/1 m/m) e de proteina
de so0ja/PEO (1/1 m/m) foram preparados na presenga ¢ auséncia de -
CD, e foram eficientes para imobilizar as lipases LBC, LAK 20, LAY
30, LMJ 10, LAN 12, LPS-SD e LTL-IM.

- Estes suportes (filmes) foram estaveis em diversos solventes e
temperaturas de até 55° C. A quantidade de agua nos filmes com e sem
LBC, variou de 7,05-10,19%, contribuindo para a manutencdo da
atividade catalitica da enzima.

- Os alcoois racémicos 3-nitro-1-feniletanol (15b), 3,4-
metilenodioxi-1-feniletanol (16b), 4-nitro-1-feniletanol (17b), 4-metil-
1-feniletanol (18b), 4-bromo-1-feniletanol (19b) e o 4-métoxi-1-
feniletanol (20b) e os correspondentes acetatos (15c-20c), foram
preparados, purificados (ccd) e caracterizados por técnicas de IV e
RMN de H'. Estes foram usados como padrdes nas analises de CG-
quiral.

- Na resolucdo dos &lcoois (R,S)-15b e (R,S)-16b com a LBC
imobilizada nos filmes de amido/PEO e de proteina de soja/PEO, com
ou sem B-CD, obteve-se apenas o enantibmero R (ee, >99% e E >200).

- Nas reacOes do acetato de vinila com (R,S)-15b e (R,S)-16b, 0s
melhores resultados foram obtidos com as razdes molares alcool/acetato
de vinila maiores que 1:2 (31-50%, em 48h).

- Na imobilizacdo da lipase de Burkholderia cepacia (LBC) em
diferentes filmes, as maiores conversdes ao produto foram obtidas ao
usar os filmes de amido/PEO e proteina de soja/PEO (7-50%, em 48h).
Em quantidades maiores que 50% de PEO nos filmes, as conversdes
aumentaram (28-50%).

- A temperatura mais adequada para a resolucdo dos alcoois
racémicos 15b e 16b, com acetato de vinila, foi de 35° C.

- Nas reac0es realizadas na auséncia de lipases, ndo foi observado
a formacdo de R-15c e R-16c¢ (blendas de amido/PEO) ou foram <3%
(blendas de prot. soja/PEO).

- Ao usar a LBC na forma livre nas reagdes do acetato de vinila
com (R,S)-15b e (R,S)-16b, as conversdes em éster foram menores em
comparacgdo com a LBC suportada (4-18%, em 48h).

- Nas reac¢Ges com diferentes doadores acilas, ndo foi observada a
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formacéo de produtos com o estearato e laurato de vinila. Com o
acetato de isopropenila as conversdes foram de moderadas a boas (11-
50%, em 48h).

- Ao usar as lipases LAN 12, LAY 30 e LMJ 10 suportadas nos
filmes de amido/PEO e de proteina de soja/PEO, na presenca ou
auséncia de B-CD, as conversdes em R-15c foram de baixas a
moderadas (0-20%) com ee, de 65-86%. Ao usar as lipases LAK 20,
LTL-IM e LPS-SD, as reag0es foram enantiosseletivas (ee, >99%), e 0s
valores de conversdo foram de baixos a bons (1-40%).

- O uso de diversos solventes ndo alterou a enantiosseletividade
da LBC, porém as conversdes foram dependentes do meio reacional
Usando t-butanol, ciclohexano, éter di-isopropilico e acetona as
conversfes em R-15c¢ foram de moderadas a boas (18-50%), e em THF
de 2-10%.

- Ao usar diferentes alcoois nas reagdes de transesterificagdo
com acetato de vinila, as maiores conversdes foram obtidas para os
compostos com grupos doadores de elétrons. Com os grupos 3-nitro, 4-
nitro e 4-Br as conversfes variaram de 17-50%, e com 0s grupos 3,4-
metilenodioxi, 4-met6xi e 4-metila foram de 29-50%.

- Os sistemas da LBC com filmes de amido/PEO e de proteina de
soja/PEO, com ou sem B-ciclodextrina, foram reutilizados duas vezes
(ap6s 30 e 90 dias). Observou-se uma diminui¢do na conversdo em R-
15c em relagéo ao 1° uso (20-43%), bem como no segundo reuso (11-
27%).

- Todos as blendas testadas nos estudos se mostraram estaveis
para a imobilizacdo das diferentes lipases. Os sistemas com a LBC
foram os mais eficientes, e com a utilizagdo destes, foram obtidas as
melhores conversdes, sempre com ee;, >99%.

- Para finalizar, salienta-se que os suportes utilizados mostraram-
se eficientes para a imobilizacdo de diversas lipases e que podem ser
usados na resolugdo de alcoois derivados do 1-feniletanol, em meio
organico.
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6 PERSPECTIVAS

e Caracterizar os filmes utilizados como suportes no trabalho,
utilizando as técnicas de microscdpia de transmissao eletrénica (MET),
de area superficial e do tamanho dos poros pelo método B.E.T.

e Imobilizar simultaneamente duas ou mais lipases no mesmo
suporte. Esse método ¢ chamado “coquetel enzimatico”.

e Avaliar a influéncia do uso de liquidos iénicos (LIs) como
solvente ou em misturas com outros solventes, na resolucdo dos alcoois
derivados do 1-feniletanol.

e Avaliar a presenca de glicerol no meio reacional, para
verificar se este aditivo aumenta a seletividade ou conversdo, nas
reacOes com as lipases.

e Ultilizar as blendas de amido/PEO e de proteina de soja/PEO
para a imobilizacdo de outras lipases, e usar estes sistemas na resolucéo
de outros alcoois racémicos, tais como o (R,S)-mentol e o (R,S)-2-
octanol.

e Auvaliar o uso dos filmes em um sistema continuo de reacéo,
que € conhecido como “micro reator”.
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ANEXOS |

Figura 28 - Espectro de RMN-'H do (R,S)-3-nitro-1-feniletanol (15b)

[400 MHZ, CDCl3]...cotiviveiieirieieiieieie st 103
Figura 29 - Espectro de IV do (R,S)-3-nitro-1-feniletanol (15b)
[PASTING]......e e s 103
Figura 30 - Espectro de RMN-'H do (R,S)-3,4-metilenodioxi-1-
feniletanol (16b) [400 MHZ, CDClg]....cccovevviivniiisriieiee e 104
Figura 31 - Espectro de IV do (R,S)-3,4-metilenodioxi-1-feniletanol
(16D) [PASHING].....eeveereiereiee e s 104
Figura 32 - Espectro de RMN-'H do (R,S)-4-nitro-1-feniletanol (17b)
[400 MHZ, CDCl3]. .ot 105
Figura 33 - Espectro de IV do (R,S)-4-nitro-1-feniletanol (17b)
[PASLHNG]......ceiieeieeice e s 105
Figura 34 - Espectro de RMN-'H do (R,S)-4-metil-1-feniletanol (18b)
[200 MHZ, CDCl3]...cveiiiveiiiirieieiisieieiesiee st 106
Figura 35 - Espectro de IV do (R,S)-4-metil-1-feniletanol (18b)
[PASHHNG]. ... .ceeieeeieiieie e s 106
Figura 36 - Espectro de RMN-'H do (R,S)-4-Br-1-feniletanol (19b)
[200 MHZ, CDCl3]...coiiiiveiiiirieieiisieiesisiee st 107
Figura 37 - Espectro de IV do (R,S)-4-Br-1-feniletanol (19b)
[PASHHNA]. ... .cei e s 107
Figura 38 - Espectro de RMN-'H do (R,S)-4-métoxi-1-feniletanol (20b)
[400 MHZ, CDCl3]. .ottt 108
Figura 39 - Espectro de IV do (R,S)-4-métoxi-1-feniletanol (20b)
[PASHING]......cie e e 108
Figura 40 - Espectro de RMN-'H do (R,S)-acetato-3-nitro-1-feniletila
(15€) [200 MHZ, CDCl3]..eeueueieeieieieienieieiesieee e 109
Figura 41 - Espectro de IV do (R,S)-acetato-3-nitro-1-feniletila (15c)
[PASHING]......cci e s 109
Figura 42 - Espectro de RMN-'H do (R,S)-acetato-3,4-metilenodioxi-1-
feniletila (16¢) [200 MHZ, CDCl3].....ccooiiiiniiiiiee e 110
Figura 43 - Espectro de IV do (R,S)-acetato-3,4-metilenodioxi-1-
feniletila (16€) [pastilng]...........ccccoeeiirienniiie e 110

Figura 44 - Espectro de RMN-'H do (R,S)-acetato-4-nitro-1-feniletila
(17¢) [200 MHZ, CDCl3]...ecueiiiieeiiieienieieieisiee e 111
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Figura 45 - Espectro de IV do (R,S)-acetato-4-nitro-1-feniletila (17c)

[PASLHNA]......ei e s 111
Figura 46 - Espectro de RMN-'H do (R,S)-acetato-4-metil-1-feniletila
(20C) [400 MH2Z, CDCI3 . cueeteieiiiienieieie e 112
Figura 47 - Espectro de 1V do (R,S)-acetato-4-metil-1-feniletila (18c)
[PASTING]......e e e 112
Figura 48 - Espectro de RMN-'H do (R,S)-acetato-4-Br-1-feniletila
(19¢) [400 MHZ, CDCIl3]..ecueiiieeeiinieienieieienesiee et 113
Figura 49 - Espectro de IV do (R,S)-acetato-4-Br-1-feniletila (19c)
[PASHING]......cieieeie e s 113
Figura 50 - Espectro de RMN-"H do (R,S)-acetato-4-métoxi-1-feniletila
(20¢) [200 MHZ, CDCI3]..eeueeieeeeeieieiesieieienieee e 114
Figura 51 - Espectro de IV do (R,S)-acetato-4-métoxi-1-feniletila (20c)
[PASLHNG]......ceiieeieciiee e s 114

Figura 52 - Exemplo de um grafico da converséo (%) e ee, pela razéo
molar de 15b/acetato de vinila, com a LBC imobilizada em filme de
AMIAO/PEOQ......uiiiiiiieiecte ettt 115
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