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RESUMO

Neste trabalho dois suportes diferentes foram avaliados para a imobilizagdo de
enzimas: o organo-gel contendo a lipase de Chromobacterium viscosum (CVL), e a
crisotila contendo a lipase de Candida cilindracea (CCL). Estes dois sistemas foram
aplicados na resolugdo de acidos carboxilicos racémicos, a 25°C.

Inicialmente foi estudado o comportamento da adsor¢do da CCL em crisotila.
Observou-se que para uma solugio aquosa de CCL de concentragido 2,0 mg/mL, 0 maximo
de enzima adsorvida em 1g de crisotila foi de 70% nas temperaturas de 21°C e 25°C, com
um tempo de saturag@o do suporte de 120 minutos. Para temperaturas mais elevadas como
30 e 35°C a porcentagem de adsorg¢do foi de 60 e 64%, respectivamente.

Os estudos de isotermas de adsor¢do demonstraram que a interagdo entre a CCL e
a crisotila ndo segue a equagdo de Langmuir e apresenta uma baixa afinidade com a
equagdo de Freundlich. Estes resultados indicaram que a adsor¢do desta enzima (CCL) é
um processo fisico.

A CCL imobilizada em crisotila foi aplicada na resolu¢do dos acidos racémicos
(£)-2-metil-alcandicos, (i)-j-metil-pentan()ico € (i)-Z-etil-héxanéico via esterificagdo
enantiosseletiva com diferentes alcoois alifaticos. Esta enzima demonstrou preferéncia pelo
enantidmero com rotagdo Optica positiva para os acidos (+)-2-metil-alcandicos. Para o
acido (+)-3-metil-pentandico a esterificagdo ndo foi enantiosseletiva, enquanto que para o
acido ()-2-etil-hexandico a reagdo ndo ocorreu. Quando os acidos (+)-2-bromo-
alcandicos foram esterificados com n-pentanol via CCL imobilizada em crisotila, esta ndo
foi seletiva para os acidos com cadeia carb6nica com 6 4tomos de carbono ou menos, tais
como o (+)-2-bromo-pentandico e hexandico. Para a esterificagdo do acido (+)-2-bromo-
octandico com n-pentanol a CCL imobilizada apresentou uma boa seletividade, mostrando
preferéncia pelo enantidmero com rotagido Optica negativa, ao contrario dos resultados
obtidos para a resolug@o dos acidos (+)-2-metil-alcanébicos.

Os valores de enantiosseletividade (E) foram baixos (<11), sendo que obteve-se os
melhores resultados de excessos enantioméricos para a resolugdo do acido ()-2-metil-

pentandico (ee, entre 75 a 85%).
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Utilizando acidos mais complexos como (3)-citronélico, ()-2-(p-clorofenoxi)-

. propibnico, (+)-canforcarboxilico e o D,L-mandélico, foi observada uma baixa formagio
de produto apenas para o acido (%)-citronélico (3,19%) com rotagéo Optica zero. Para os
demais acidos ndo foi observada a formagdo de éster.

A lipase de Chromobacterium viscosum (CVL) imobilizada em organo-gel
demonstrou também preférencia pelo enantidmero com rotagdo Optica positiva no caso das
reages de esterificagdo enantiosseletivas dos acidos (+)-2-metil-alcandicos com varios
alcoois alifaticos. Os valores de excessos enantioméricos para os produtos obtidos ficaram
entre 54 e 75%. A esterificagdo do acido ()-3-metil-pentandico com os élcoois alifaticos
ndo foi enantiosseletiva. Quando utilizou-se os acidos (+)-2-etil-hexanéico, (£)-2-bromo-
alcandicos, (+)-canforcarboxilico e D,L-mandélico e n-pentanol‘ ndo foi observada a reag@o
de esterificagdo. Na reagdo do acido (¥)-citronélico com n-pentanol, foi observada
preferéncia pelo enantidbmero com rotagido Optica positiva na formagio do éster, sendo os
valores de excesso enantioméricos para o enantidmero ndo reativo e o prodﬁto de 29 e
48%, respectivamente.

Os resultados obtidos demonstraram que tanto a crisotila bem como o organo-gel
podem ser utilizados, com sucesso, como suportes para a imobilizagdo de enzimas com

posterior aplicagGes destes biocatalisadores em diversas reagfes em meio organico.



Abstract xviii

ABSTRACT

In this work, two different supports were evaluated for enzyme immobilization: the
organo-gel with Chromobacterium viscosum lipase (CVL), and chrysotile with Candida
cylindracea lipase (CCL). These two systems were applied for the resolution of racemic
carboxylic acids, at 25°C. |

Firstly, the behaviour of CCL adsorption in chrysotile was studied. It was observed
that for an aqueous solution of CCL with concentration of 2.0 mg/mL, the maximum of
adsorbed enzyme in 1g of chrysotile was 70% in the temperatures of 21°C and 25°C, with
the time of support saturation being of 120 minutes. For higher temperatures such as 30°C
and 35°C, the adsorption percentages were 60 and 64%, respectively.

The studies of adsorption isotherms demonstrated that the interaction between
CCL and chrysotile does not follow Langmuir’s equation. Is adition, it shows a low affinity
with Freundlich’s equation. These results indicated that the adsorption of this enzyme
(CCL) is a physical process.

CCL immobilized in chrysotile was used for resolution of the racemic acids (£)-2-
methylalkanoic, (+)-3-methylalkanoic and (£)-2-ethylhexanoic by enantioselective
esterification with various aliphatic alcohols. This enzyme showed preference for the
enantiomer with positive optical rotation for ()-2-methylalkanoic acids. For (+)-3-
methylpentanoic acid, the esterification was not enantioselective meanwhile for the (£)-2-
ethylhexanoic acid no reaction was observed. When (+)-2-bromoalkanoic acids were
esterified with n-pentanol by immobilized CCL in chrysotile, this reaction was not selective
for acids with carbonic chain with six carbons fewer, such as (+)-2-bromopentanoic and
hexanoic acids. For the esterification of (%)-2-bromooctanoic acid with n-pentanol,
immobilized CCL had a good selectivity, showing preference for the enantiomer with
negative optical rotation, unlike the obtained results for the (+)-2-methylalkanoic acids
resolution.

The enantioselectivity values (E) were low (<11), and the best results for
enantiomeric excesses were obtained for (+)-2-methylpentanoic acid resolution (ee,
between 75 to 85%).

Using more complex acids such as (£)-citronellic, (&)-2-(p-chorophenoxy)

propionic, (¥)-camphoric and D,L-mandelic, a low product formation was only observed
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for the (£)-citronellic acid (3,19%) with zero value of optical rotation. For the other acids
no éster formation was observed.

Chromobacterium viscosum lipase (CVL) immobilized in organo-gel also
demonstrated preference for the enantiomer with positive optical rotation in the
enantioselective esterification reactions of (z)-2-methylalkanoic acids with various aliphatic
alcohols. The enantiomeric excesses values were in the range of 54 to 75%. The
esterification of (£)-3-methylpentanoic acid with n-pentanol was not enantioselective.
When (£)-2-ethylhexanoic, (%)-2-bromoalkanoic, (+)-camphoric and D,L-mandelic acids
were used, no esterification reaction was observed. In the reaction of ()-citronellic acid
with n-pentanol, it was observed preference for enantiomer with positive optical rotation
for the ester formation. The enantiomeric excesses values for non-reactive enantiomer and
product were 29 and 48%, respectively.

The obtained results showed that chrysotile and organo-gels can be used, with
sucess, as supports for enzyme immobilization with aplications of these biocatalysts in

various reactions in organic media.



Capitulo I - Introducéao 1

1. INTRODUCAO
1.1 Definicio de Enzimas

Por definicio enzimas sdo catalisadores de reagbGes bioquimicas com alta
especificidade de reagdo.' Sdo formadas por subunidades conhecidas como aminoacidos,
unidos por ligagdes peptidicas, possuindo em suas estruturas grupos polares tais como
COOH, OH, NH,, SH e CONH,, que podem promover catalise. Sua atividade e estrutura
mais estavel sdo mantidas em meio aquoso. As enzimas possuem estruturas complexas de
cadeias polipeptidicas, sendo que poucas tem sua estrutura tridimensional definida na

literatura, um exemplo ¢ a a-quimiotripsina (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura tridimensional da a-quimiotripsina

As enzimas sdo catalisadores extremamente versateis, existindo um processo
. y e ) ;. . ~ A e 3 -~ .
enzimatico equivalente com varios tipos de reagdes organicas.” As reagdes catalisadas por

enzimas ocorrem sob condigdes suaves, normalmente a temperatura ambiente € em pH
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proximo a neutralidade. Estas condigGes minimizam problemas de isomerizagdo,
racemizagdo, rearranjos, etc..., que freqiientemente permeiam a metodologia tradicional.
Elas sdo catalisadores altamente eficientes, sendo que as velocidades das reagdes
. . . 12 . ;e ’ ~
catalisadas por enzimas podem ser até 10~ vezes mais rapidas do que as reagdes
correspondentes ndo catalisadas. Sdo geralmente muito seletivas em termos dos tipos de
reagdes catalisadas, com relagdo a estrutura e estereoquimica do substrato e do produto.
Esta propriedade constitui a especificidade- de uma enzima, sendo seu aspecto mais

importante para a exploragdo € uso na sintese organica.’
1.2 Algumas Consideragdes Mecanisticas das Enzimas®

As enzimas reagem via a formagio de um complexo enzima-substrato para

posteriormente formar produtos (Equagio 1).

k1 k2
E + S —&————> [E§] —> E + P (eq. 1)

1

Entre as teorias e racionalizagdes que tem sido desenvolvidas para entender catalise
enzimatica, os modelos mais ilustrativos sio o mecanismo da chav;a e fechadura
desenvolvida por Emil Fischer em 1894 e o mecanismo do encaixe induzido de Koshland
Jr. desenvolvido no final da década de sessenta. A regra de trés pontos foi outra teoria
criada por A. G. Ogston para explicar a enantiosseletividade das enzimas.*

Como toda reagdio catalitica, uma enzima acelera a velocidade de reagio
diminuindo a barreira energética entre reagentes e produtos (Figura 2). Grande parte de
seu poder catalitico ocorre por elas aproximarem os substratos em orientagdes favoraveis

no complexo enzima - substrato (ES).
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nio catalisada catalizada por enzima
COORDENADA DE REACAO

Figura 2 - Diagrama de energia de reagéo catalisada vs ndo catalisada enzimaticamente.
S= substrato, P = produto, E = enzima, [ES]= complexo enzima-substrato,

# denota estado de transi¢io, Ea = energia de ativagdo.

Muitas sdo as vantagens de utilizar enzimas em métodos sintéticos, mas trés

caracteristicas sio as mais importantes:*

1) Quimiosseletividade. Uma vez que o proposito de uma enzima é atuar em um Gnico
tipo de grupo funcional, outras funcionaliza¢gSes sensiveis, que deveriam reagir

normalmente com um certo grau sob catalise quimica, sdo preservadas.

2) Regiosseletividade. Devido a sua complexa estrutura tridimensional, enzimas podem
distinguir entre grupos funcionais que estdo quimicamente situados em regies diferentes

no mesmo substrato.

3) Enantiosseletividade Toda enzima é feita de L-aminoécidos e assim sdo catalisadores
quirais. Como consequéncia, algum tipo de quiralidade presente no substrato é
reconhecida, Assim, um substrato pro-quiral pode ser transformado em um produto
opticamente ativo, € ambos enantidmeros de um substrato podem reagir a diferentes

velocidades, dispondo de uma resolugio cinética.
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Toda estereosseletividade das enzimas origina-se da diferenga de energia do
- complexo enzima-substrato no estado de transigio [ES]’. Supondo uma reagdo
enantiosseletiva com ambos substratos enantioméricos A e B (Equacio 2).

Devido ao envolvimento quiral do sitio ativo da enzima, os complexos enzima-
substrato diastereoméricos formados sdo [EA] e [EB], os quais possuem diferentes valores
de energia livre (AG) para seus respectivos estados de transi¢do [EA]" e [EB]". O
resultado é a diferenga em energia de ativagdo para ambos substratos enantioméricos
respectivamente, € como conseqiiéncia, -um enantidmero serd transformado mais
rapidamente que o outro (Figura 3). O valor da diferen¢a em energia livrg, expressada

como AAG", fornece uma medida direta da seletividade da reagdo.

(eq. 2)

COORDENADA DE REACAO

Figura 3 - Diagrama de energia para uma reagdo enantiosseletiva catalisada por enzima.
E = enzima, A e B = substratos enantioméricos, P e Q = produtos
enantioméricos, * denota estado de transi¢io, AAG" = diferenga em energia

livre.
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1.3 - Determinac¢io da Enantiosseletividade das Enzimas

Resolugdo de racematos é um dos caminhos mais importantes para obtengdo de
intermediarios opticamente ativos, utilizados na sintese de produtos farmacéuticos, entre
outros. Chen e col’, sentindo a necessidade de um método mais adequado para o
tratamento quantitativo de dados bioquimicos que permitam a quimicos sintéticos fazer
predi¢Ges Uteis em seus trabalhos, tem descrito -a formulag@o de expressGes efetivas para
descrever trés parametros chaves: A extensdo de conversdo de substratos racémicos (c), a
pureza Optica, expressa como excesso enantiomérico (ee) do produto ou do substrato que
permanece sem reagir e a razdo enantiomérica (E). O rendimento quimico maximo de uma
resolug@o cinética biocatalitica é 50% de cada enantidmero, isto €, quando apenas um dos

_enantidmeros tem reagido completamente. O resultado do processo é descrito pelo excesso
enantiomérico do produto (ee,), do substrato que ndo reagiu (ee;), sendo o rendimento
fornecido pelo grau de conversdo da reagdo (c).°

Um parametro que inclui ambos, o excesso enantiomérico e o grau de conversio e,
assim, o rendimento, € a razio enantiomérica (E). Em resolugdo biocatalitica ela é definida
como a razio de k../ Knm (constante de velocidade de 2* ordem aparente para reagdo
enzimatica) para dois enantidmeros. Enquanto o excesso enantiomérico é uma propriedade
do produto, a razio enantiomérica é caracteristica do processo. A razdo enantiomérica (E)
descreve a enantiosseletividade ou melhor a enantioespecificidade de um certo substrato e
uma enzima especifica, sobre condi¢Ges fisicas particulares (solvente, temperatura, pH,
etc.). Para um processo irreversivel, tal como hidrélise biocatalitica, pode-se determinar E

quando ee,, ee, € ¢ sio medidos, utilizando as Equagdes 3, 4 ¢ 5.”°

et (eq. 3)

E= In [(1- c) (1 ee,)]
In {(1-c) (1+ ee)

(eq. 4)
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In [(1- c) (1+ eep)]
£= In [(1- ¢) (1- eep)] (eq. 5)

Reagbes de transesterificagdo ou esterificagdo catalisada por lipases em sistema
bifasico (agua/ solvente organico) ou meio orgéanico anidro também obedecem a equag@o
homocompetitiva convencional qﬁando a reagdo ¢ irreversivel. No inicio do estagio da
reagdo, pouco produto é formado, sendo que, normalmente a reversibilidade de reagdo
torna-se um problema significante somente quando a conversio esta ao redor de 40%, ou

maior.
1.4 Aplicaciio de Enzimas em Sintese Organica

Nos ultimos anos, tem-se tornado aparente que catalise enzimatica pode oferecer
significantes vantagens sobre métodos quimicos classicos na sintese de compostos
opticamente ativos.

Klibanov’ admite que a habilidade das enzimas para atuarem como catalisadores
em sintese orgénica ja esta bem documentada. Apesar disso, quimicos organicos relutaram
em usa-las em seus métodos sintéticos. A caracteristica de instabilidade em meio organico,
a faixa limitada de substrato especifico e o alto custo, tém sido considerados como os
problemas mais sérios para o uso de enzimas como catalisadores sintéticos. A percepgao,
portanto, que elas s@o intrinsicamente limitadas como catalisadores mudou nos Gltimos
cinco anos devido aos novos desenvolvimentos em quimica e biologia e as novas
exigéncias industriais.

Atualmente, um grande nimero de reagGes organicas podem ser realizadas com o
uso de enzimas como por exemplo: sintese de intermediarios quirais;w transformagdo de
aglcares;'' sintese de compostos importantes no metabolismo e analogos destes
metabolitos (aminoacidos, aglcares e seus fosfatos, etc...), sintese de peptideos e
proteinas;'> bem como outras transformagdes nas quais o emprego da metodologia da

quimica classica € dificultada. Portanto, enzimas representam uma classe de catalisadores
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quirais potencialmente ativos e Uteis para uma ampla faixa de transformagdes orgénicas,

como exemplificados na Figura 4.*

| X
R‘)]\OH R” SNHR"

Hidrélise
HZO R'NH amméhse
2 de
ésteres
R'JLEnz
Intermedisrio
R"OH acil - enzima H,0,
J i
R OR, R/U\o-oH
Transferéncia formagdo de
de grupo acila peracidos

Figura 4 - Algumas possibilidade de transformagGes organicas utilizando catélise

enzimatica.

As enzimas hidroliticas sdo os biocatalisadores mais comumente usados em sintese
organica. Nesta classe estdo incluidas as amidases, proteases, esterases, nitrilases,
fosfatases e epoxidases sendo de particular e grande interesse as lipases.

Devido a grande aplicabilidade destas enzimas em sintese orginica, torna-se

necessario explanar um pouco sobre a sua utilizagdo, importincia e usos recentes.

1.4.1 Lipases em Sintese Organica

As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas hidroliticas que
hidrolisam triglicerideos em éacidos graxos livres e glicerol. Estdo presentes em diversos
organismos, incluindo animais, plantas, fungos e bactérias. Elas tem atraido a atengdo de
quimicos orgéanicos sintéticos principalmente por suas propriedades enantiosseletivas. As

lipases sdo muito utilizadas em sintese orgdnica, devido & sua versatilidade catalitica,



Capitulo I - Introducdo 8

disponibilidade comercial, baixo custo além de ndo requererem cofatores.>”>'* Em
- solvente orgénico, as lipases catalisam a transferéncia de grupos acila de compostos
doadores para uma ampla faixa de compostos aceptores. Dependendo do tipo do doador

de acila e do aceptor, as. reagGes catalisadas por lipases incluem esterificagdes e

15-19 20-24 25,26

transesterificagGes, amidagio, sintese de peptideos, e formagdo de lactonas
macrociclicas.””*® Destas possibilidades, a sintese e/ou transesterificagdo enantiosseletiva
de ésteres sdo de interesse porque fornecem aos quimicos orginicos sintéticos um método
facil para a preparagio de alcoois e acidos opticamente ativos. Mecanisticamente, a sintese
enzimatica de ésteres ou reagdo enzimatica de transesterificagio tem algumas
caracteristicas em comum com as reagdes quimicas classicas correspondentes, mas os
principios que governam a especificidade e esteroquimica das reagdes sio diferentes e
“assim justifica a sua utilizagdo.®

O mecanismo das hidrolases que tem sido elucidado em detalhes é o da serina-

hidrolase (Esquema I)*.

Esquema 1

Embora as lipases possam hidrolisar e formar ésteres como as proteases e esterases,
seu mecanismo molecular ¢ diferente. A diferenga mais importante entre lipases e esterases

¢ a interagdo fisico-quimica com seus substratos. Em comparagio com as esterases que
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mostram uma atividade “normal” segundo Michaelis-Menten, um aumento de [S] conduz a
um aumento na atividade. As lipases ndo mostram atividade quando a concentragdo de
substrato é baixa. Quando a concentragdo ¢ gradualmente aumentada acima de sua

solubilidade limite, é observado um aumento repentino na sua atividade (Figura 5).%

- O R |

concentragio de subsiraio [S]

Fase orgnica

7 2 interface
’

.’ . Enz-——[Enz]# [EnzS)¥ === [Enz]# + P

estado estado
S inativo ativo

Fase aquosa

Figura 5 - Comportamento catalitico das lipases

O fato de que lipases ndo hidrolisam substratos abaixo da concentragdo micelar
critica (CMC), mas exibe uma alta atividade acima dela tem sido chamada de ‘ativagdo
interfacial™®,

Atualmente, ja se conhece a estrutura de algumas lipases. A lipase do fungo da
Rhizomucor (mucor) miehei foi uma das primeiras a ter desvendada a sua estrutura,
através de técnicas de cristalografia de raio X.** E conhecida comercialmente como lipase

da Mucor miehei, e sua estrutura é composta de 269 residuos de aminoacidos, sendo que
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seu sitio ativo € constituido pelos residuos Asp.203, His.257 e Ser.144. A lipase
Pancreatica possui residuos de serina, histidina € um grupo carboxilato para sua atividade
catalitica. Enquanto que a lipase da Humicola Lanuginosa requer histidina, tirosina e um
grupo carboxilato para a sua atividade, a lipase de Geontrium candidum n3o apresenta
nenhum residuo de serina reativo.*'

A estrutura cristalina da maioria das lipases conhecidas tem revelado a presenga de
uma triade de Ser-His-Asp ou Ser-His-Glu no sitio catalitico. Lang e col.**> em estudos
recentes mostraram que a lipase de Chromobacterium viscosum (CVL) exibe seletividade
1,3 para trioleinas, sendo altamente ativa sobre ampla faixa de pH (4-11) e temperatura (25
- 70°C). Devido a esta extraordinaria estabilidade, a CVL ¢ utilizada como biocatalisador
para oleos e gorduras industriais. A enzima consiste de 319 residuos de aminoacidos com

apenas uma ponte de dissulfeto.

1.4.2. Aplicacdes de Lipases em Meio Orgénico

Muitos dos estudos para a utilizagdo de lipases em sinfese organica tem envolvido
conversdo assimétrica, um dos temas centrais da sintese orgénica moderna.’ A industria
farmacéutica tem demonstrado grande interesse nesta area, visto que a atividade biologica
de muitas drogas racémicas muitas vezes reside em um unico enantidmero. Sintetizar tais
drogas em sua forma enantiomericamente pura, esta se tornando um caminho importante
na quimica da biotransformagdo. A Tabela 1 mostra exemplos de algumas drogas que tem
sido resolvidas por catalise enzimatica.**>’

Alcoois e acidos carboxilicos quirais s3o excelentes compostos para serem
utilizados em sintese orgdnica por causa de sua versatilidade quimica e facilidade de
conversio para outra classe de compostos. |

A resolugdo de alcoois racémicos tem sido feita explorando as propriedades
enantiosseletivas de enzimas hidroliticas.***' Os alcoois opticamente ativos podem ser

obtidos em solugGes aquosas por hidrolises estereosseletivas dos correspondentes ésteres

42-46 47-51

racémicos,

por esterificagdes em solvente organico e por transesterificagdes dos
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Tabela 1 - Exemplos de algumas drogas resolvidas via catalise enzimatica

Compostos Aplicagio Ref.

HOH

0
©: agente cardiovascular 33)
o)

1,4-benzodioxano

QH
Ho % H PH -
3 combate ao cancer (34
N inibidor do virus HIV -
HO" :
Castanospermina
Hs g |
0, agente anti-inflamatorio (35)
CH;0
Naproxen
CH,CONH,
tratamento da hipertensio e angina (36)
OH '
\/L/NH—<
Atenolol
H
@Nf \N‘/g agente anti-tussigeno 37
\_/ OH :
Dropropizina
OH
OH agente anti-microbial (38)
ON NHCOCHCI ,
Cloranfenicol
CH,0CQ OH
ph/ﬁ\NH " combate ao cincer (39)

i  DCOCH,
CeHeCOO
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correspondentes alcoois racémicos_.5 %7 A escolha do método depende de muitos fatores
tais como selecdo de um biocatalisador disponivel, rendimento, pureza, velocidade da
reagio, separag@o dos produtos e estabilidade das enzimas.

Com a excegdo de certos alcoois estericamente impedidos, as lipases catalisam a
acilag@o assimétrica de uma ampla faixa de substratos ciclicos e aciclicos entre moderada e

alta enantiosseletividade >*%

1.4.3 Importincia da Resolucio de Acidos Racémicos

Muitos acidos orgénicos opticamente ativos possuem propriedades de grande
interesse industrial como o acido (R)-2-cloropropionico devido ao seu grande valor como
. P y , . .« . . . 66
intermediario na sintese de varios herbicidas importantes comercialmente.

Acidos terpénicos quirais sdo materiais de partida comuns para a sintese de
feromOnios com substituintes tais como metil, isopropil e isopropenil. A Figura 6 mostra

alguns feromdnios que podem ser obtidos a partir do acido (R) - (+) - citronélico.”’

9
[a] \ / [b]

— S A
XA OAc Mcozﬂ n-cnu,)\(cri,)g 1-C oty
[e]

dcido (R)-(+)-citronélico

Figura 6 - Alguns feromdnios sintetizados apartir do acido (R)-(+)-citronélico. [a] componente do
feromédnio de Adoxophyes sp, [b] componente do feroménio de Eldana saccharina, [c]
feromonio sexual da mosca Glossina palladipes, [d] feromdnio de agregagio produzido
pelo besouro, Tribolium castaneum, [e] componente do feroménio de Megoura viciae,

[f] feromdnio sexual da Aonidiella citrina.
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Acidos 2-metil-alcanoicos e seus derivados de alta pureza enantiomérica tem sido
utilizados como intermediarios sintéticos na presenga de, entre outros compostos, um
grande nimero de feromonios estereoquimicamente puros. A presenga de uma pequena
quantidade do outro enantidmero, em alguns feromodnios, pode causar um efeito inibitorio
pronunciado.®’ Acidos 2-metil-alcandicos de cadeia curta e seus ésteres também ocorrem
naturalmente em varios alimentos contribuindo significantemente para o seu aroma.*®

Engel® tem dado énfase a importancia da esterificagfio énantiosseletiva, catalisada
por lipases, dos acidos 2-metil-alcandicos nos wltimos anos, devido a sua utilidade na
sintese de compostos biologicamente atiVbs. Segundo Engel, a necessidade para obtengéo
de acidos 2-metil-alcandicos com alta pureza enantiomérica é refletida pelas varias
tentativas de suas sintese assimétricas. A resolugdo cinética dos acidos racémicos e ésteres,
respectivamente, por método de reagdes enantiosseletivas catalisada por lipases, pode ser

uma alternativa til para a sua produgio (Esquema II).

CCL = Lipase de Candida cilindracea

Esquema 11

Gu e col® tem demonstrado & importincia dos acidos 2-aril-propidnicos como
uma classe de drogas anti-inflamatoria ndo esteroidais utilizadas no tratamento de artrite e
doengas do tecido conectivo. No caso do naproxen, o isdmero S(+) mostrou ser 28 vezes
mais reativo do que o isdmero R(-). A atividade antiinflamatoria dessas drogas esta
geralmente associada com o enantidmero S, que ¢ obtido via método de resolugdo.
Recentemente, um processo de resolugio foi desenvolvido para a preparagdo de acidos o.-
metil-arilacético opticamente ativos utilizando a lipase de Candida cilindracea. A enzima

tem enantiosseletividade S e pode tolerar altas concentragdes de substratos e produtos.
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Senanayake e col.*’

tem estudado a resolugdo de acidos 2-aril-propionicos via
hidrolise enzimatica utilizando a esterase do figado de coelho associada ao Triton X-100
(um surfactante ndo idnico que é usado para solubilizar o éster parcialmente), obtendo
ambos enantidmeros com bons excessos enantioméricos. A resolugdo de outros acidos via
catalise enzimatica, também tem sido descrita na literatura.”®”?

As lipases tem sido amplamente utilizadas na preparagio e resélugﬁo de diferentes
aminas em meio organico.”"??* |

Portanto a utilizagio de lipase em sintese orginica vem sendo de grande
importancia. Porém, a grande dificuldade ainda esta em estabilizar estes catalisadores em
meio orgénico para repetidos usos, uma vez que as enzimas dependendo do tipo, fonte,
pureza e reagdes a serem utilizadas, podem se tornar um catalisador de custo elevado ao
processo. A busca de uma metodologia que melhore sua estabilidade em meio orginico
faz-se necessario para que a sintese de compostos complexos que exigem varios passos

possa ser otimizada.

1.5 Imobiliza¢do de Enzimas

As enzimas estdo sujeitas a inativagdo por fatores quimicos, fisicos ou biologicos,
podendo ocorrer quando estocadas ou durante o uso. Ha assim, uma necessidade de
estabilizar a enzima contra inativagdo para utiliza-la em meio orginico. Faz-se entdo
necessario o emprego de um método para que a mesma ndo perca sua atividade catalitica e
sua estereosseletividade. Frente a este problema, novas técnicas vem sendo desenvolvidas
para fornecer estabilidade para as enzimas e facilitar sua recuperag@o e reutilizagdo.

A imobilizagdo de enzimas em diferentes suportes é uma das técnicas mais
importantes que vem sendo utilizada na aplicagdo de catalise enzimatica para reagdes
sintéticas em solventes orgdnicos.**'>" Por razbes pratica e econdmica, é muitas vezes
vantajoso usar enzimas imobilizadas visto que, com poucas excegdes, elas sdo insolaveis
em solventes orgdnicos.”* Uma das grandes vantagens da imobilizagio ¢ poder utilizar o
catalisador repetidamente sem consideravel perda da atividade catalitica.* Considerando a

compatibilidade com a enzima, géis hidrofilicos tem sido freqiientemente empregados

\‘v‘-—‘ — _,-/



Capitulo | - Introducéo 15

como suportes enzimaticos, € as vezes a enantiosseletividade é aumentada. Um exemplo é

o trabalho de Pottie e col.”

que mostra a reagdo de hidrolise enzimatica do (R,S) 2,2-
dimetil-1,3-dioxolano-4-carboxilato de n-butila utilizando a lipase do Pdncreas do porco
(PPL) em meio orgénico (suspensio) e imobilizada em celite. O resultado final foi um
aumento de 21% no excesso enantiomérico do produto de hidrdlise, o acido (R)-2,2,-
dimetil-1,3-dioxolano-4-carboxilico, quando a PPL esta imobilizada em celite em relagdo a

PPL em suspensdo (Esquema III).

C)<o hidrélise enzimtica, <P<o
(a) (b) ..allH
'\COOCHZCHZCHZCH3 '\COOH

(a) PPL em suspensdo % ee = 50
(b) PPL em Celite %0 ec = 71

PPL = Lipase do Pdncreas do porco

Esquema 111

Alguns sistemas que ja foram utilizados para imobilizar enzimas sdo Eupergit C,’
celite,” quitosana e quitina, "* Chromosorb e Sepharose.”*’

A Figura 7 mostra alguns procedimentos que vem sendo utilizados nos ultimos
anos para imobilizar enzimas.

A modificagdo de enzimas com polietilenoglicol que resulta em um p6 solivel em
benzeno ou em hidrocarbonetos clorados, também tem sido empregada.®®® Outras
técnicas que superam os problemas da baixa solubilidade dos substratos, é o uso de

surfactantes e micelas reversas.*>*
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® ~ 10 A ",
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gel ou polimero micela reversa
Em Matriz

@ ...................
s

*Co-Cross-Linking"

Ligagdo cruzada

®:

fibras reaiores
ocas de membranas
Por membranas

Figura 7 - Técnicas de imobilizagdo de enzimas. E = enzima, S = suporte [ref. 4]
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1.5.1 Imobilizacio de Enzimas em Organo-Gel

Na Gltima década muitos estudos tém se voltado na utilizagdo de microemulsdes
para a imobilizagdo de enzimas.”'*? Uma microemulsio é uma dispersio isotropica e
opticamente transparente de 6leo em agua (O/W) ou da agua em 6leo (W/QO), onde o dleo
¢ um solvente orgdnico (hexano, heptano). O nome “microemulsdo” deriva do fato de
que gotas de 6leo no sistema (O/W), ou gotas de agua no sistema (W/O), possuem um
didmetro que varia de 50 a 500 A.'**'* Como as microemulsdes sdo sistemas organizados,
elas sdo faceis de serem preparadas. A estabilidade da microemulsdo depende da razao da

concentragdo de agua pelo surfactante adicionado ao meio, representado por Wo, onde:

Wo = [H,0] / [surfactante]

A gota de microemulsdo pode ser efetivamente considerada como um microreator.
B. H. Robinson, estudando as propriedades das microemuisﬁes, concluiu que a sua
estabilidade depende da concentragio de 6leo, agua e surfactante presentes no meio.'"!
Haering e Luisi,'® Quellet e col.'”'% descreveram o efeito da solubilizagdo de
gelatina em uma microemulsdo agua / 6leo (W/Q) na formagdo do gel. Este foi obtido pelo
resfriamento de uma solugdo previamente aquecida a 55°C de Aerosol-OT (sulfossuccinato
sddico de bis-2-etilhexila) em solvente organico (hexano, heptano) e uma solugdo aquosa
de gelatina. O sistema final é um gel homogéneo, cuja consisténcia e propriedades fisicas
dependem da concentragdo relativa de gelatina e adgua. Varios estudos foram realizados
na tentativa de se compreender este novo sistema.''”!"> A estrutura proposta para o
sistema de organo-gel ou MBG ( do inglés, “microemulsion-based gels”) esta
representada na Figura 8, e consiste de gotas de microemulsdo aquosas em equilibrio com

uma estrutura de gelatina e dgua, rodeada pelo surfactante Aerosol-OT.''%!1¢
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gotas de
microemulsio

canais de gelatina

Figura 8 - Modelo proposto para a estrutura do organo-gel

Recentemente, foi demonstrado que enzimas podem ser imobilizadas no organo-gel
(MBG), e utilizadas para catalise enzimatica em meio orgénico.!'”'*
O uso do sistema de organo-gel (MBG), consiste de uma nova alternativa para a

imobilizacdo de enzimas, bem como sua utilizagdo na catilise enzimatica em meio -
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organico. Neste sistema a enzima esta localizada no centro micelar (centro aquoso) da
microemulsdo agua/dleo (W/0), eliminando o tradicional problema de sua estabilizagdo
contra inativa¢do por um solvente ndo-aquoso. Assim, em contraste com outros processos
comumente usados, o de microemulsdo gelificada (MBG) apresenta um baixo contetdo
de 4gua e tem a vantagem de ser reprodutivel, termodinamicamente estavel, transparente e

permitir a utilizagdo de baixa concentragdo de enzima bem como a sua reutilizagéo.

1.5.2 Imobilizacdo de Enzimas em Crisotila

Matéria prima barata e abundante no Brasil, a crisotila, uma das principais fontes de
asbesto, surge como um novo suporte de biocatalisadores. E massivamente usada na
construgdo civil, nas industrias de confecg¢do de roupas e de bebidas, e tem se mostrado um
excelente adsorvedor devida a uniformidade estrutural em suas fibras.

A crisotila ¢ um silicato magnesiano hidratado do grupo das serpentinas,
apresentando como férmula molecular Mg3(Si,Os)(OH),, que possui 43% de MgO, 44,1%

de SiO,, 12,9 % de H,O. A Figura 9 mostra um modelo para a estrutura da crisotila.'**

Mg6(Sl4010)(OH)8

Figura 9 - Estrutura da crisotila

A estrutura da crisotila consiste de uma camada de silica tetraédrica que € coberta

com uma camada de hidroxido de magnésio (brucita). A brucita € ligada a camada de silica
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por dois dos trés grupos MgO. O resultado € uma estrutura em camada como ilustrado na

Figura 10.'*

camada de magnésio

camada de hidroxila 7
camada de oxigénio - hidroxila
/

ﬂ\\@w'ﬂw

camadi de oxigénio

consirugio das camadas de fibras

Figura 10 - Camada fundamental da estrutura da crisotila.

A crisotila por ser um silicato hidratado, esta sujeita a decomposi¢do térmica a
elevadas temperaturas. Esta decomposigio térmica é uma reagdio em dois passos,
consistindo primeiro de uma fase de desidratagdo e em seguida uma fase de mudanga
estrutural. A desidratagdo ocorre entre 600 -780°C.'*

A Tabela 2 mostra algumas das caracteristicas mais importantes da crisotila.
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Tabela 2 - Caracteristicas da crisotila'?

Estrutura Veios cross ou slip no serpentinito
Férmula quimica 3Mg0.285i0,.2H,0

Composigao Silicato de magnésio hidratado
Habito Fibroso asbestiforme

Sistema cristalino | Monoclinico

Cor Branco, esverdeado, cinza amarelado
Brilho ' Sedoso

Densidade - 2,4 22,6 (g/cm’)

Flexibilidade Elevada

Comprimento Desde muito curta até aproxim. 5 cm
Tensdo a tracio Alta, aproxim. 5841 Kgf/cm®
Resisténcia a alcalis e acidos Baixa

Impurezas Ferro, cromo, niquel, cadmio
Resisténcia ao calor Boa, friavel a altas temperaturas

Atualmente tem-se estudado a utilizagdo da crisotila como novb suporte para
adsor¢@o de proteinas, analisando os possiveis efeitos biologicos induzidos por estas fibras.
Comerlato e col.'*® estudaram o comportamento da urease e invertase quando adsorvidas
neste suporte obtendo bons resultados quanto a sua utilizagdo como suporte.

Moran e col.'”” tem estudado a imobilizagdo de fermento de pdo em crisotila e sua
aplicagdo na redugdo enantiosseletiva de compostos carbonilicos como as azido-
propiofenonas, obtendo-se os azido-alcoois syn e anti com bons rendimentos e excessos
enantioméricos. Outros trabalhos que foram realizados utilizando fermento de pdo
imobilizado em crisotila sdo, a redugio de fenilcetonas,'® redugio de a-

9 , . . . .
12130 ¢ a sintese enantiosseletiva de (R)-(-)1-fenil-etanolaminas. '’

1 132

haloacetofenonas;
Nascimento e col.””” tem utilizado a crisotila na imobilizagdo de lipases, e utilizado

este suporte na esterificagio de alcoois alifaticos em meio orginico com sucesso. Portanto,
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a crisotila é um suporte viavel para o desenvolvimento de estudos de imobilizagdo de

biocatalisadores e sua aplica¢@o em sintese orginica.

1.6 Métodos Analiticos Aplicados na Determinagio do Excesso Enantiomérico de

Compostos Opticamente Ativos.

O método mais utilizado na determinagdo da pureza enantiomérica de uma
substdncia quimica é a rotagdo Optica medida num simples comprimento de onda do sodio,
Hg ou outra fonte de luz, sendo esta uma propriedade fisica importante para o estudo de
um sistema quiral, porque permite-nos fazer referéncia a um nimero comparavel de dados
acumulados na literatura desde 1800." A polarimetria, assim chamada quando a
identificagdo de um estereoisémero particular faz uso da luz polarizada, ¢ um dos métodos
classicos espectrais para a determinagdo do excesso enantiomérico ou pureza Optica de
uma amostra. Utilizando-se um polarimetro, determina-se o angulo de rotagio da luz
polarizada provocada por uma amostra. Uma vez determinada a rotagdo Optica

experimental, esta € convertida para rotagdo optica especifica pela Equacdo 6."*'**

[a]TD = o (eq'6)

[a]'b = rotagio Optica especifica

o = rotagio Optica observada

1 = comprimento da cela polarimétrica, em decimetros

¢ = concentragdo da solugdo, em gramas de soluto por mililitro de solugdo (para um

liquido puro, substituir a densidade em g/mL)

Pela rotagdo Optica especifica da amostra, pode-se determinar a pureza Otica
através da relagdo entre a calculada, determinada experimentalmente, e a do enantidmero

puro encontrado na literatura."** A pureza Optica descreve a razio da mistura de



Capitulo | - Introducédo 23

enantidmeros para aquele do enantidmero puro e é usualmente a mesma que O €Xcesso
enantiomérico, que descreve a verdadeira composigao.

Um método altamente atrativo para a analise de rea¢les assimétricas ¢ baseada na
resolugiio de misturas enantioméricas por cromatografia gasosa.'”> A comparagdo relativa
da area dos picos fornece uma medida precisa da composigdo enantiomérica (ee). O
método, com o qual se pode trabalhar adequadamente com quantidades de amostras
pequenas, ¢ independente da magnitude da poténcia rotatoria Optica e nfo ¢ afetada por
impurezas. Os méritos da cromatografia gasosa, em 'geral, sdo rapidez, sensibilidade e
simplicidade. Para a resolugdo de enantidmeros em particular, sdo a alta resolug@o,
precisdo e reprodutibilidade. Os pré-requisitos do uso de cromatografia gasosa como uma
ferramenta analitica em sintese assimétrica sdo volatilidade dos substratos, estabilidade
“térmica e boa resolugdo, restringindo seu uso geral >

A resolugio de misturas enantioméricas por cromatografia gasosa pode ser
realizada de dois modos: '**

a) Pela convers@o dos enantidmeros em derivados diastereoisoméricos pela reagdo quimica
com um agente de resolugdo quiral auxiliar, enantiomericamente puro, e subsequiente
separagdo por cromatografia gasosa dos diastereoisﬁmeros. resultantes em uma fase
estacionaria aquiral. '

b) Resolugdo direta dos enantidmeros em uma fase estacionaria quiral contendo um agente
de resolugdo auxiliar de alta pureza enantiomérica.

Esses métodos sdo realmente nada mais que variagGes da aproximagdo classica de
Pasteur para a resolugdo via cristalizagio de sais diastereoisoméricos.'*

Além da cromatografia, o0 método de RMN também tem sido muito utilizado
atualmente na determinagio da razfio enantiomérica.**'** No método de RMN os
pardmetros s3o as mudangas ndo equivalentes de sinais selecionados de grupos
diastereotopicos e a relativa intensidade desses sinais. Para discriminar entre grupos
enantiotopicos em misturas enantioméricas eles devem ser transformados externamente em
diastereotdpicos por exemplo, pelo uso de reagentes de mudanga quiral lantanideos ou
solventes quirais. Alternativamente, uma mistura enantiomérica € convertida para um par

de diatereoisdmeros com um reagente derivatizante quiral apropriado, e entdo os grupos
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enantiotopicos na amostra original sio observados como grupos diastereotdpicos por
comparagao interna.'*?

Portanto, determinagdo da pureza enantiomérica usando RMN, requer o uso de
um auxiliar quiral que converta a mistura de enantidmeros em uma mistura de
diastereoisomeros.

Existem trés classes de auxiliares quirais:

a) Reagentes de deslocamento quiral de Lantanideos: A resolug¢do ocorre via a formagdo
de um complexo fraco heptacoordenado. A Tabela 3 mostra alguns dos reagentes de

deslocamento quiral de lantanideos mais utilizados.**!**

Tabela 3 - Reagentes de deslocamento quiral de lantanideos.

estrutura de L em LnL; Lantanideos abreviagio®
tBu
Eu Eu[pvcls
—
O

Eu Eu[tfc]s
R=CF; Pr Pr[tfc]s
Yb Yb[tfc]s
Eu Eu[hfc]s
R=C3F3 Pr Pr[hfc]3
Yb Yb[hfc]s
Eu Eu[dcm];
(@ pvce = pivaloil-d-canforato; tcf = trifluorchidroximetileno-de-canforato, hfc =

heptafluorhidroximetileno-d-canforato; dem = dicamfoil-d-metanato.
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b) Agentes solvatantes quirais: Formam complexos de solvatagdo distereoisoméricos in
- sity com substratos enantioméricos via equilibrio rapido e reversivel em competi¢do com o
solvente. Sdo exemplos a o- metilbenzilamina € a a- naftiletilamina. Somente uma faixa
limitada de cosolventes podem ser usados. Solventes ndo polares (CDCl;, CCls, C¢Dg)
tendem a maximizar as diferengas entre complexos diastereoisoméricos, enquanto

solventes polares solvatardo preferencialmente o soluto, e AS cai para zero."*’

c) Agentes derivatizantes quirais: Consiste na reagio de enantibmeros com compostos
enantiomericamente puros. Esta técnica é a mais amplamente utilizada para a determinag@o
de pureza enantiomérica por RMN. A Tabela 4 ilustra alguns dos reagentes mais

utilizados como agentes derivatizantes quirais.'*

Tabela 4 - Alguns agentes derivatizantes quirais comuns para analise de RMN de 'H e "°F.

h Ph Ph
F,c7 mCOH H% " CO,H Ac07) " CO,H
OMe OMe H
[S]-MTPA ac. [S]-O-metil 4c. [S]-O-acetil
Mosher 1969 mandelico mandélico
osiier Mistow 1967 Parker 1983
h h Np
H ‘l""'COZMe . H 'I""INHZ I_I%.”"'HNI.I2
OH Me Me
[S]-mandelato de metila  [S]-o-feniletilamina [S]-o-Naftiletilamina
Parker 1981

O método de RMN para a determinagdo da composigdo enantiomérica é um

método absoluto, e ndo requer que o composto em analise seja previamente resolvido.
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1.7 Justificativa do Trabalho

Uma das grandes dificuldades e desafio no campo da quimica moderna é a
produgdo de compostos opticamente ativos. A importdncia desta area tem crescido nos
altimos anos porque compostos quirais estdo sendo comercialmente mais uteis, onde
somente um dos enantidmeros € biologicamente ativo. Uma ferramenta poderosa para a
preparagdo de moléculas orgénicas complexas é o uso de enzimas. Enzimas como
catalisadores tem notaveis propriedades mas uma caracteristica faz delas especialmente
valiosas para sintese organica: elas sdo seletivas.>*

Klibanov e col.'*® demonstraram o aumento do emprego de enzimas em solventes
organicos. Isto ¢é refletido nas publicagdes rescentes no periodo entre 1967 a 1991, indo de
‘uma média de 10 publicagBes/ano para 180 publicagGes/ano. Este niimero crescente de
publicagbes ¢ um reflexo da necessidade de explorar enzimas como catalisadores em
sintese organica (Figura 11). Atualmente percebe-se que o numero de publicagdes/ano ja

ultrapassou a casa das 200.
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Figura 11 - Numero de publicag3es sobre utilizagdo de enzimas em solventes organicos
[ ref 143].

Alcoois e acidos carboxilicos quirais sdo excelentes compostos para serem

utilizados em sintese orgénica por causa de suas versatilidades quimica e facilidade de
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conversdo para outras classes de compostos. Além do mais, alcoois secundarios quirais,
acidos carboxilicos, ésteres e lactonas ocorrem amplamente na natureza como flavorizantes

de alimentos. Em muitos casos, somente um dos enantidmeros é responsavel pelo aroma e

sabor (Esquema IV).*
ENANTIOMEROS - R ENANTIOMEROS - S
o COH
HO; \>(SH Penicilamina H?</ 2
NH, NH,
Toxico Antiartrite

Hozc7/\g/NH2 Asparagina HZN\[g/\iCOOH
NH,

NH,

Doce Amargo

Esquema IV

Infelizmente, menos do que 10% de compostos orgénicos cristalizam como um
conglomerado (o restante forma cristais racémicos) oferecendo a possibilidade de
separagdo de seus enantiomeros por técnicas simples de cristalizagdo tal como “semeando”
uma solugdo supersaturada do racemato com cristais de um enantidémero puro.*

O principio da sintese assimétrica faz uso de reagentes auxiliares
enantiomericamente puros que s3o utilizados como catalisadores ou as vezes em
quantidades estequiométricas. Eles sdo muitas vezes caros e ndo podem ser recuperados
em muitos casos.

A necessidade de estabilizar a enzima contra a inativagdo para utiliza-la em meio
organico estd sendo um dos pontos de pesquisa na area de biocatalisadores. Muitas
técnicas vem sendo empregadas apresentando vantagens e desvantagens em suas
aplicagdes, sendo que o organo-gel parece ser um método eficiente para tal aplicagdo.

Em particular, o sistema de organo-gel oferece a perspectiva para conduzir

biocatalises em solvente organico apolar em que a maxima atividade da enzima esta unida
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com o uso de minimas quantidades de catalisador reutilizavel. Isto é potencialmente
- importante para a pratica em larga escala em sistemas de reagGes biocatalisadas
enantiosseletivamente para propdsitos de resolugio e separagdo de isdmeros Opticos.

Enzimas imobilizadas em organo-gel oferecem excitantes possibilidades para
biosinteses, reagGes organicas catalisadas por enzimas em um meio orginico e a larga
escala de resolugio enantiomérica de isOmeros Opticos entre outros. O uso do organo-gel
para imobilizagdo de enzimas para tais aplicagdes em solvente orginico sobrepuja muitas
das dificuldades previamente encontradas quando se utiliza métodos mais tradicionais (tais
como dispersdo direta de enzimas em pé em solvente organico, modiﬂcac;(”)es'quimicas das
enzimas hidrofilicas tornando-as mais soliiveis em solventes apolares, uso de sistema
bifasico, imobilizagdo em suportes sélidos) em tais situagdes. Em particular, o organo-gel
‘oferece vantagens significantes em termos do fato de que seu uso facilita a recuperagdo do
produto desejado da reagdo bem como a reutilizagdo do mesmo. A enzima neste sistema
esta imobilizada de forma econdmica.'**

\

Outro método de imobilizagdo de biocatalisadores que comegou a ser recentemente

4

\
explorado para sintese orgénica € utilizando a crisotila. Matéria prima barata e abundante

no Brasil, a crisotila pode ser mais uma alternativa util para os quimicos sintéticos poderem
imobilizar biocatalisadores e aplica-los em seus métodos de sintese.

Como contribuigdo para o emprego de biocatalisadores em meio orgénico, cabe-
nos avaliar e classificar novos métodos de imobilizagio de biocatalisadores, afim de
otimizar condigGes para o emprego dos mesmos na sintese orginica moderna.

Estudos para melhor compreender como estes biocatalisadores atuam, utilizando
modelos, vem sendo desenvolvidos nos ultimos anos. Novos métodos de biologia |
molecular € microbiologia industrial eventualmente conduziram a uma grande variedade de
enzimas mais baratas para o mercado.>*'*’

Portanto, a importéncia do estudo de métodos de aplicagdo de biocatalisadores em

sintese organica ¢ atualmente uma area de grande relevéncia.
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1.8 OBJETIVOS

1.8.1 Objetivo Geral

Explorar novos métodos de imobilizagdo de enzimas que garanta a estabilidade,

atividade e estereosseletividlade das mesmas em meio orginico, com aplicagdes na

obtengdo de compostos intermediarios de interesse industrial.

1.8.2 Objetivos Especificos

1.8.2.1

1822

1.8.2.3

1.82.4

1825

Imobilizar enzimas em organo-gel e crisotila e avaliar sua atividade catalitica e

estabilidade.

Fazer estudos cinéticos da adsorgdo da lipase de Candida cilindracea em crisotila

a diferentes temperaturas.

Estudar a resolug@o dos acidos racémicos (4)-2 e (£)-3-metil-alcandicos, (+)-2
etil-hexandico, (+)-2-bromo-alcandicos e 4acidos mais complexos como ()-
citronélico, (%)-2-(p-clorofenoxi)-propidnico, (+)-canforcarboxilico e o D,L-
mandélico com diferentes alcoois alifaticos via esterificagdo catalisadas por

enzimas imobilizadas em organo-gel e crisotila .

Explorar novas técnicas para determinagio do excesso enantiomérico dos

substratos rac€micos, como por exemplo colunas quirais de p-ciclodextrinas.

Comparar estes métodos de imobilizagio de enzimas aplicados na resolugdo de
acidos racémicos com outros de imobilizagdo ou suspensdo, em meio organico, ja

explorados na literatura.
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2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1. Materiais ¢ Métodos

As enzimas utilizadas no desenvolvimento do trabalho foram lipase de Candida
cilindracea (CCL) (Sigma Chemical CO) tipo VII com atividade especifica de 1010
unidades/mg de solido, lipase de Chromobacterium viscosum (CVL ou C.V. lipase)
(Genzyme Biochemical Ltd), com atividade especifica de 3970 unidades/mg de sélido.
Foram utilizados solventes e substratos comerciais, purificados quando necessario. Os
acidos (t)-2-metil-pentandico, (F)-3-metil-pentandico, 4-metil-pentandico, (1)-2-metil-
hexanodico, (%)-2-bromo-pentandico, (1)-2-bromo-hexanodico, (£)-2-bromo-octanodico
foram fornecidos pela Aldrich enquanto os acidos (%)-citronélico, D.L-mandélico, ()-
| canforcarboxilico, (1)-2-(p-clorofenoxi)-propidnico, (£)-2-etil-hexandico foram fornecidos
pela Sigma. O acido (+)-2-metil-butandico foi fornecido pelo grupo de pesquisa do
professor J. T. B. Ferreira” , UFSCar. O surfactante Aerosol O-T (sulfosuccinato sodico de
bis-2-etilhexila) (D-0885 lote 120H0456) e a gelatina em poé (tipo A: Bloom 300) foram
fornecidos pela Sigma. A silica para cromatografia em coluna (70-230 mesh) e em placa foi
fornecida pela Merck. As vidrarias foram da Pyrex, e os demais reagentes utilizados de
foram pureza analitica. A crisotila do tipo SRL foi de procedéncia da Mina Sama (Goias).
O ultra-som foi da marca Thornton e para realizar as rea¢Ses foi utilizado um banho
termostatizado tipo Dubnoff TE 093 da Tecnal. O MEV- Microscopio Eletrdnico de
Varredura foi Philips modelo XL 30.

2.2 Caracterizacio dos Compostos

Os compostos foram caracterizados por técnicas de espectroscopia. Os espectros
de infravermelho foram feitos utilizando um espectrofotémetro Perkin Elmer modelo FT-
IR 16PC. Os espectros de RMN de 'H e "*C foram feitos em um espectrofotdmetro Bruker
AC 200 MHz, utilizando tetrametilsilano (TMS) como padrio interno. Estudos cinéticos

foram realizados em um espectrofotémetro modelo Beckman DU-65 ¢ um HP 8452A. As

* in memoriam
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medidas de rotagido Optica foram determinadas em um polarimetro modelo Polartronic E
da Schmidt e Haensch. Os indices de refragdo foram medidos em um refratometro Carl
Zeiss Jena. Quando necessario foi utilizado um cromatografo a gas modelo Shimadzu GC -
14B e um GC/MS Varian 3000 com coluna de Lipodex E [octakis (3-O-butiril-2,6-di-O-
pentil) y-ciclodextrina] do Departamento de Quimica da UFSM, RS.
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2.3. Enzimas Imobilizadas em Organo-gel
2.3.1. Preparacio do Organo-gel

O organo-gel (MBG) foi preparado pela adigdo de uma solugido de Aerosol-OT em
hexano a 55°C a uma segunda solugio de gelatina em agua também a 55°C. A mistura foi
entio agitada vigorosa e manualmente, e deixada esfriar a temperatura ambiente para
formar um gel rigido e estavel. A compbsigﬁo do organo-gel utilizado foi a seguinte: 1,40g
de gelatina, 2,15 mL de agua destilada, 4,00 mL de solugdo de Aerosol-OT 0,5M, e 2,20
mL do solvente hexano (W = 59,72). A microemulsdo agua-oleo contendo a enzima foi
preparada injetando 0,25 mL de uma solugdo aquosa de enzima com concentra¢do de 10
mg/mL na solugdo de Aerosol-OT. Apoés estabilizagdo a temperatura ambiente, os géis
foram armazenados em “freezer”.por‘ 24h no minimo para serem utilizados nas reagdes

(Figura 12). Géis controle, isto ¢, sem enzima imobilizada também foram preparados.''®
120

sol. de enzima
AOT + solvente
55°C por
! \__/ % munutcs

agua
—gﬁi‘t}—@—» solugio micelar
" aquecida
solugdo de
55°C em banho gelatina ’ \_/
maria até a gelatina
dissolver ‘
agitagdo manual
ate atingir a
temperatura gel transparente
ou
solugdo micelar

Figura 12 - Preparagdo do organo-gel
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2.3.2 Preparacio do Meio Reacional

33
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Os géis contendo enzima imobilizada foram retirados do “freezer”, rapidamente

separados dos tubos de ensaio, e cortados em secgSes regulares de = 125 mm’, e entdo

removidos para um Erlenmeyer contendo 25 mL de hexano, estando assim prontos para

serem utilizados nas reagdes em meio organico (Figura 13).
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tj'uebm do hibo e
saparacdo do gel
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Figura 13- Preparagio do meio reacional do sistema organo-gel
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2.4. Enzimas Imobilizadas em Crisotila

Com o objetivo de conhecer melhor como se comporta a adsor¢do de lipases em
crisotila, inicialmente foram feitos estudos de adsor¢do da lipase de Candida cilindracea
(CCL) neste suporte. Foi seguida a metodologia empregada por Comerlato no estudo da

~ . . . 6
adsorgdo da urease e invertase em crisotila. '

2.4.1 Preparacéo do Suporte Crisotila

O tratamento da crisotila foi o mesmo descrito por Comerlato.'?® A crisotila bruta
foi colocada em uma peneira e lavada com jatos de dgua de torneira até a mesma sair com
aparéncia limpida®. A crisotila foi ento filtrada a vécuo e logo a seguir foi colocada em um
recipiente com solugdo tampdo fosfato pH 7,2 (mistura de Na,HPO, e KH,PO,, 0,07M,
p = 0,28) e levada ao ultra-som onde permaneceu por aproximadamente 45 minutos.
Novamente, foi filtrada a vacuo e seca em estufa a 120°C por 5 horas.

Apds o tratamento, a crisotila foi utilizada nos estudos cinéticos de adsor¢do e

posteriores aplicagdes em reagdes de esterificagdo enantiosseletivas de acidos racémicos

em meio organico (Figura 14).

Segundo Comerlato, a crisotila tal com é vendida comercialmente, apresenta-se com uma certa
quantidade de pé de rocha aderida as fibras, bem como pé de fibra, prejudicando a sua qualidade. O
processo de purificagdo e fibrilizagdo para a crisotila brasileira tipo SRL tem a finalidade de eliminar
estas impurezas e aumentar o grau de fibrilizagdo dos feixes de crisotila.
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Cinética de adsor¢do da
CCL em crisotila a
temperatura cte

Adsorg¢do da CCL
variando a massa de
crisotila

dgitagdo magnética 24h em

Isotermas de adsorgdo banho termostitizado

da CCL

Figura 14 - Estudos realizados com a crisotila.

2.4.2. Cinética de Adsorc¢io da CCL em Crisotila.

A enzima utilizada para estudo de adsor¢édo na crisotila foi a CCL.

Inicialmente foi preparada uma curva de calibragdo da CCL, cujo Aps € 258 nm,
em solugdo aquosa tamponada ( tampdo fosfato, pH 7,2, 0,07M, p=0,28)) para ser.
utilizada no experimento a seguir.

Ig de crisotila tratada foi colocada em um Erlenmeyer e adicionado 200 mg de
lipase e 100 mL de tampio fosfato pH=7,2, 0,07M. As amostras foram éolocadas em um
banho termostatizado tipo Dubnoff com agitagdo. Aliquotas foram tiradas em tempos pré-
determinados, centrifugadas para eliminar tragos de crisotila presente, A seguir 250uL
desta solugdo foi transferida para uma cubeta de UV e adicionado mais 3 mL de tampdo

fosfato. Foram feitos leituras da absorvancia das aliquotas em tempos pré-determinados.

Com a ajuda da curva de calibrag@io preparada previamente, foi determinada a quantidade
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de enzima adsorvida em crisotila em fungio do tempo. Os experimentos foram realizados

nas temperaturas de 21, 25, 30 e 35°C.
2.4.3 Estudo da Adsorgio da CCL em Fun¢ado da Massa de Crisotila.

Foram pesadas diferentes massas de crisotila previamente tratada, entre 0,5 a 1g, e
colocadas em um Erlenmeyer de 125 mL. Em cada amostra adicionou-se 10 mL de
solugdo de CCL 0,5 mg/mL em tampido fosfato pH=7,2, 0,07M e termostatizada em um
banho tipo Dubnoff a 25°C por 2 horas. Separou-se a crisotila com enzima do
sobrenadante por peneiramento e entdo centrifugou-se o sobrenadante. Seguindo o mesmo
procedimento anterior, fez-se a leitura da absorvancia em 258 nm da CCL livre e por
diferenga determinou-se a quantidade de enzima adsorvida nas diferentes amostras de
crisotila. As amostras de crisotila/enzima foram lavadas na propria peneira com 10 mL do

mesmo tampao para verificar se ocorreu dessor¢io de enzima da crisotila.
2.4.4, Isotermas de Adsor¢io da CCL em Crisotila.

Em diferentes Erlenmeyers de 125 mL foram adicionadas 1g de crisotila tratada e
25 mL de solugdo de CCL em diferentes concentragdes (0,4, 0,5; 0,6; 0,8; 1,0; 1,5 mg/mL)
em meio tamponado (tampdo fosfato, pH 7,2, 0,07M). As amostras foram colocadas em
um banho termostatizado (25 e 30°C) e agitado moderadamente por 2 horas’. O
experimento foi repetido com o controle (1g de crisotila e 25 mL de tampdo fosfato).
Novamente separou-se a crisotila do sobrenadante por peneiramento e lavou-se as amostra
conforme procedimento anterior. O sobrenadante foi centrifugado, e entdo foram feitas
leituras da absorvancia para determinar a quantidade de proteina adsorvida. Uma vez
determinada a quantidade de enzima adsorvida em crisotila, determinou-se a quantidade
que ficou em equilibrio e aplicou-se as equagdes de Langmuir e Freundilch para determinar

o comportamento da isoterma de adsorgdo.*®

’

" Este tempo foi baseado nos resultados da cinética de adsorgdio que mostrou que 2 horas é o tempo
minimo para que o equilibrio seja atingido.
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2.4.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Foram feitos micrografias da crisotila tratada com tampdo fosfato pH 7,2 com e
sem CCL adsorvida com o objetivo de observar a superficie e morfologia da amostra.

As amostras foram fixadas no estabe com cola, secas a vacuo e submetidas em um
banho de ouro, em um metalizador modelo P-S2 Diode Sputtering System fabricado pela
ISI (International Scientific Instruments), antes de serem fotomicrografadas num
microscopio eletrdnico de varredura Philips modelo XL 30 do Laboratorio de materiais do

Departamento de Engenharia Mecanica da UFSC.
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2.5 Resolugiio dos Acidos Racémicos

Procedimento geral:

Foram utilizados os acidos descritos nas Tabelas S e 6 para os estudos de
resolugdo via reagdo de esterificagdo catalisadas por enzima imobilizada em organo-gel

e/ou crisotila.

Tabela 5 - Acidos racémicos utilizados no trabalho®.

Composto | Substratos utilizados no trabalho Nomenclatura
1 CH;CH,CHCOOH acido (+)-2-metil-butandico
H,

2 CH;CH,CH,CHCOOH acido (+)-2-metil-pentandico
l{-}

3 CHyCH,CHCH,COOH acido (£)-3-metil-pentandico

4 CH,CHCH,CH,COOH acido 4-metil-pentandico

H,

5 CH;3(CH,);CHCOOH acido (+)-2-metil-hexanodico
H3

6 CH3(CH,);CHCOOH acido (+)-2-etil-hexanodico
2Hs

7 CH,CH,CH,CHCOOH 4cido (+)-2-bromo-pentanoico
T

8 CH,CH,CH,CH,CHCOOH acido (£)-2-bromo-hexandico

r

9 CHy(CH)sCHCOOH acido (2)-2-bromo-octanoico

T

(a) Na série acima mencionada o dcido 4-metil-pentandico (4) ¢ o iinico que ndo & racémico.
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Tabela 6 - Acidos racémicos utlizados no trabalho.

Composto | Substratos utilizados no trabalho nomenclatura

10
COOH ‘ v L o
- acido (£)-citronélico

OH '

11 COOH B acido .D,L-mandélico

0
12 acido (&)-canforcarboxilico

OOH

13 acido (£)-2-(p-clorofenoxi)
COOH propidnico
c

As reagOes de esterificagdo foram realizadas adicionando em um Erlenmeyer de

CH,

125 mL, 25 mL de hexano, quantidades equimolares dos reagentes (geralmente 0,03 mol)
e 20g do gel contendo 5 mg de lipase de Chromobacterium viscosum imobilizada ou lg
de crisotila contendo 140 mg de lipase de Candida cilindracea adsorvida (Figura 15).

As reagdes foram agitadas em um banho tipo Dubnoff termostatizado a 25°C
(Figura 16), acompanhadas através de analises de cromatografia de camada delgada (ccd)
e RMN de 'H, de aliquotas que foram periodicamente retiradas da mistura reacional. As
mesmas foram geralmente interrompidas quando o grau de conversdo se aproximou de
50% ou quando ja estavam reagindo por um periodo de 21 dias. Os ésteres foram isolados
por cromatografia em coluna com silica gel 60 ( 70-230 mesh) utilizando como eluente
hexano:acetato de etila (15:1). A hidrélise basica dos ésteres obtidos forneceu os acidos
correspondentes. Os excessos enantioméricos foram determinados por comparagdo da
rotagGes Opticas especificas dos acidos determinados experimentalmente com os valores

. . 4 , . . . o .
citados na literatura."’ Os ésteres e acidos provenientes das reagdes foram caracterizados
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por espectroscopia de infra-vermelho, RMN de 'H e "*C, indice de refragio (np) e ponto
- de ebuligdo, além de medidas de rotagdo optica.

Todas as reagdes foram efetuadas nas mesmas condi¢des experimentais utilizando
géis controle sem enzima imobilizada, e crisotila sem enzima adsorvida, ndo observando

reagdo nos periodos nos quais se realizaram os experimento.

reagentes

solvente orginico “—Z')
MBG ou crisotila -]

contendo enzima

Figura 15 - Sistema de organo-gel (MBG) e/ou crisotila utilizado para realizar as reagdes

de esterificagio.
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Figura 16 - Dubnoff TE 093 da Tecnal termostatizado, utilizado nas reagdes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para uma melhor compreensdo os resultados serdo expostos e discutidos em duas

partes:

1° Parte: Lstudo da adsorgdo da CCL em crisotila.

2° Parte: Resolugdo dos acidos racémicos.

Os estudos de imobilizagdo de lipases em organo-gel ja estdo de certa forma bem

documentados, com modelos propostos para o comportamento do mesmo em meio
A s -121 ~ ' ) 0

organico.'">"""*! Cabe-nos entdo conhecermos um pouco mais sobre a crisotila como

suporte para a imobilizagdo de biocatalisadores e posterior aplicagdo em meio orgéanico.
3.1- Estudo da Adsorg¢éao da Lipase de Candida Cilindracea (CCL) em Crisotila.

3.1.1 - Cinética da Adsor¢io da CCL em Crisotila

Utilizando a CCL, foi verificado o comportamento da adsor¢do desta enzima em
crisotila em meio tamponado nas temperaturas de 21, 25, 30 e 35°C.

A adsorgdo foi acompanhada pela diminuigdo do valor da absorbancia em 258 nm
com o tempo, a temperatura constante. Pela curva da calibragdo preparada inicialmente,
determinou-se a quantidade de enzima adsorvida em crisotila nas diferentes temperaturas
em estudo.

A Figura 17 mostra que o tempo minimo para que ocorra a satura¢do, ou seja,
para o equilibrio ser atingido ¢ de 120 minutos, sendo que o valor maximo obtido para a

adsorgdo foi de 70 % nas temperaturas de 21 e 25°C.
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Figura 17 - Quantidade de CCL adsorvida em crisotila nas temperaturas de (ll )21°C,
(A)25°C, (®)30°C, (¥)35°C. (¢ =2 mg/mL de CCL em tampao fosfato,
pH 7,2)

A porcentagem de CCL adsorvida em crisotila nas diferentes temperatura estdo

demonstradas na Tabela 7.

Tabela 7 - Quantidade de CCL adsorvida em crisotila em diferentes temperaturas®

Temperatura (°C) CCL adsorvida (%)
21 70
25 70
30 60
35 64

(a) CCL (2 mg/mL), 1g de crisotila, tampdo fosfato pH 7,2, tempo de 120 min.

Os resultados de Comerlato para a adsor¢do da urease em crisotila mostraram que

o tempo de adsorgdo para atingir o equilibrio ¢ de 60 minutos, sendo que 73% de urease
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foi adsorvida (¢ = 0,35 mg/mL para 0,5g de massa de crisotila a 25°C)."** Os resultados da
adsor¢do da CCL foram similares aos de Comerlato, porém, o tempo de adsorgdo foi
superior.

Durante os experimentos constatou-se que o comportamento das curvas
observadas para a diminui¢do da [CCL] da solugdo eram tipicas de uma cinética de
primeira ordem. Com a ajuda de um programa iterativo, foram calculadas as constantes de
velocidade aparente (ko) para as cinéticas de adsor¢do nas diferentes temperaturas. A
Figura 18 mostra o comportamento da curva cinética para uma corrida a 25°C. Os

resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 8.
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Figura 18 - Acompanhamento da velocidade de adsorgio da CCL em crisotila a 258 nm,

25°C (pH 7,2, tamp@o fosfato 0,07M).

Tabela 8 - Efeito da temperatura na constante de velocidade de adsor¢do da CCL em

crisotila

Temperatura, K 10 Kops, 8! 10* Kobs, s ( média)
294,15 3,38; 2,69 3,04 +0,35
208,15 2.91:3.79 3,35 + 0,44
303,15 4,37, 3,05 3,71 £ 0,66
308,15 4,09: 4,08 4,09 +0,01

(a) coeficente de correlagdo = 0,9794.
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Observa-se pela Tabela 8 que a velocidade de adsorgdo teve um pequeno aumento
na faixa de temperatura estudada, ou seja, de 25°C a 35°C. Aplicando a equagdo
linearizada de Arrhenius foi possivel determinar a energia de ativag@o (E,) para o processo,
construindo um grafico de In do valor médio de ks versus 1/T (Equagdes 7 e 8). O

coeficiente angular da reta obtida é igual a —E./R (Figura 19).'*

Kobs = A . exp /KT (eq. 7)

In kops =In A - Eo/ RT (eq. 8)

Onde,

E. = energia de ativagdo

A = fator de freqiiéncia

R = constante dos gases = 1,980 cal. Kelvin™. mol

T = temperatura absoluta (Kelvin)

-7,70

-7,75 -
-7,80 -
-7,85
-7,90 [

-7,95

Ink_

-8,00
-8,05

-8,10

-8,15

-8,20 1 2 1 i 1 1 1
3,25 3,30 3,35 3,40

I/T x10° (°K™)

Figura 19 - Variagdo de ko, em fungdo da temperatura para a adsor¢io da CCL em
crisotila (r = 0,9992).
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A velocidade de adsorg@o € proporcional a area superficial total, externa e interna,
no caso de adsor¢do controlada pela superficie. No caso de processos controlados pela
difusdo, somente a area externa influencia na velocidade de adsor¢do. A energia de
ativagdo de processos controlados somente pela difusdo ¢ baixa, geralmente da ordem de 2
a 5 kcal/mol, enquanto que os controlados pela superficie sdo normalmente muito
maiores.'*°

O valor encontrado para a Ea neste processo, foi de 4,0 kcal/mol (coeficiente de
correlagdo linear igual a 0,9992). O valor de energia de ativagdo baixo demonstra que a
adsorgdo da CCL em crisotila é um processo controlado por difusio.

Aplicando a equagdo de Eyring pode-se entdo determinar a entalpia de ativa¢do
(AH"), a energia de ativagio (AG") e a entropia de ativagdo (AS*) para a adsorgdo da CCL

em crisotila (Equagdo 9).

Kobs = (knT)/h.exp™” R exp R R (eq. 9)

onde:

kg ¢ a constante de Boltzmann = 1,38066 x 10~ Joule. Kelvin™
h é a constante de Planck = 6,626 x 10™* Joule. segundos

T ¢ a temperatura absoluta

R ¢ a constante dos gases = 8,314 J/K.mol

A linearizagdo da Equacio 9 leva a Equagiio 10 a qual possibilita o calculo de

AH', através do coeficiente angular do grafico de In kowy/T vs 1/T (Figura 20).

‘ In ke T =In A — AH"/ RT I(eq.lO)

O valor de AH" determinado foi 3,0 kcal/ mol (coeficiente de correlagdo linerar

igual a 0,9912).

Os baixos valores de Ea e AH” demonstram que a adsor¢do da CCL em crisotila é

um processo rapido com baixo conteido energético.
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Figura 20 - Grafico de In ko./T versus 1/T para a adsor¢do da CCL em crisotila.

. . . ~ t
Os valores da energia livre de ativagdo (AG"), podem ser calculados para as
diferentes temperaturas na qual realizaram-se os experimentos de adsorg¢do, diretamente

pela equagdo de Eyring, que pode ser rearranjada fornecendo a Equagio 11.

AG" =RT In (kgT/h.Keps) (eq. 11)

Com os valores de AG" encontrado para cada temperatura, fez-se a média geral,
sendo o valor médio de energia livre de ativagdo encontrado de 49,9 kcal/mol.

Com o valor médio da energia de ativagio, e com o valor da entalpia de ativagio,
encontrado pelo grafico de Eyring foi entdo possivel calcular a entropia de ativagio, uma
vez que AG" = AH" — TAS" %

O valor de AS" encontrado foi de —159,5 cal/mol. K. Uma entropia de ativagdo
negativa produzira um fator de frequéncia muito baixo, sugerindo uma orientagido

especifica da CCL na formagdo do estado de transigio.
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A elucidagdo dos detalhes do mecanismo de reagdes em superficies € relativamente
recente e ainda requer mais informagdes e dados para uma interpreta¢do mais clara dos
resultados. Assim, a partir de dados cinéticos, ndo é possivel decidir qual de muitos
mecanismos razoaveis € o real para a adsor¢do do biopolimero. Pode-se apenas afirmar
que um € mais plausivel que o outro.

No caso do estudo da adsor¢do da CCL em crisotila, deve-se também levar em
consideragdo a influéncia da agitagdo, da area superficial, e do pH na velocidade da
adsor¢do. Se for considerado que estas influéncias estdo envolvidas no valor de ko, entdo
a expressdo de velocidade torna-se um pouco mais complexa e requer assim estudos mais

detalhados, conforme ja mencionado.

3.1.2 - Adsorgdo da CCL em Fungdo da Massa de Crisotila

Para este experimento utilizou-se 10 mL de solugdo tamponada (tampdo fosfato,
pH = 7,2) de CCL (0,5mg/mL) em diferentes quantidades de crisotila. Os resultados estdo

mostrados na Figura 21.
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Figura 21 - Adsor¢do da CCL em fungido da massa de crisotila, (@) mg de CCL/ massa de
crisotila adicionada; (&) mg de CCL/ g de crisotila.
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Pela Figura 21 pode-se observar que ocorre um aumento na adsor¢do com 0
aumento da massa de crisotila, porém, a quantidade de CCL adsorvida por unidade de
massa diminui. Este comportamento também foi verificado por Comerlato na adsorgdo da
urease em crisotila. O comportamento observado na Figura 21 mostra que a CCL
adsorvida ndo é proporcional a massa de crisotila. Para a verificagdo de dessorgdo, a
crisotila foi lavada na propria peneira com o tampdo, sendo estas lavagens brandas,
retirando-se uma aliquota e feita medida da absorbancia. Nestes experimentos ndo foi

observado a dessorgdo da CCL.

3.1.3 - Isotermas de Adsorg¢do da CCL em Crisotila

Foram realizados estudos das isotermas de adsorg¢do nas temperaturas de 25°C e
30°C, utilizando 1g de crisotila e variando a concentragdo da solugdo tamponada de CCL
(tamp@o fosfato, pH 7,2). Observou-se um favorecimento da adsor¢do com o aumento da
temperatura. A isoterma fornece informag¢des com relagdo a afinidade entre a enzima e o
suporte. Observa-se na Figura 22 que ap6s um aumento na concentragdo de 0,6 mg/ mL
de CCL ocorre a saturagdo da CCL em crisotila, o que significa que a quantidade de
enzima adsorvida € fungdo da concentragdo da CCL adicionada.
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Figura 22 - Isotermas de adsorg@o da lipase de Candida cilindracea (CCL) em crisotila.

() 25°C, ( )30°C, tampio fosfato (pH=7,2).
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A adsorgdo resulta de interagGes favoravelmente energéticas entre o adsorvente e o
adsorvato e € muitas vezes um processo complexo visto que ela pode ser influenciada pelo
solido, solvente e componentes do soluto do sistema. Varias interagdes tais como atragio
eletrostatica, ligacdo covalente, ligagdo de hidrogénio ou interagdes ndo polares entre o
adsorvente e as espécies adsorvato, e interagOes laterais entre as espécies adsorvidas bem
como sua desolvatagio podem contribuir para os processos de adsor¢io e dessor¢do.'**

As interagdes responsaveis pela adsor¢do podem ser de natureza fisica ou quimica
dependendo das forgas envolvidas. Adsorgdo fisica é usualmente fraca e reversivel e
envolve pequenas mudangas de energia. Forgas de Van der Waals e forgas eletrostaticas
sdo primariamente responsaveis pela adsorgdo fisica e também sdo caracterizadas pela alta
velocidade de adsor¢do e formagdo de multiplas camadas. Adsor¢do quimica ocorre
através da ligagdo covalente entre o adsorvato e as espécies sobre a superficie do solido.
Adsorg¢do quimica normalmente envolve uma plataforma de ativagdo e € caracterizada pela
mudanga relativamente alta na energia e baixa velocidade de adsorgdo. Tais adsorgdes sdao
usualmente fortes, irreversiveis e limitadas a uma monocamada. A distingdo entre adsor¢dao
fisica e quimica pode ser feita pela dependéncia da temperatura do processo de adsorgdo.
No caso de adsorgdo fisica, esta geralmente diminui com a temperatura enquanto que no
caso de adsorg@o quimica ela aumenta com a temperatura. Contudo, pode ser notado que a
distingdo entre adsor¢do quimica e fisica € arbitrdria e em muitos casos um carater
intermediario de adsorg¢do pode ser encontrado. Em alguns casos, como a adsor¢do de
gases sobre superficies metalicas, a adsorg@o fisica pode ocorrer inicialmente e ser seguida
pelas reagdo entre adsorvente-adsorbato, resultando em uma adsor¢io quimica.'*®

A CCL ¢ um polimero, e sabe-se que os polimeros podem existir em diferentes
conformagdes ambas em solugdo e no estado adsorvido. Além disto, macromoléculas
usualmente possuem muitos grupos funcionais cada um tendo um potencial para adsorver
em uma ou mais partes da superficie. A adsor¢do causa perda da entropia do polimero,
uma vez que macromoléculas usualmente preferem uma conformagdo que permite o
maximo de contato do segmento com a superficie.

Na tentativa de avaliar a constante de equilibrio para a adsor¢do da CCL em

crisotila, foi aplicado o tratamento teérico de Langmuir e Freundlich para estes processos.
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As isotermas de Langmuir e Freundlich sdo as mais utilizadas para descrever os
fendomenos de adsorg¢éo.

A isoterma de Langmuir é baseada na Equagdo 12 (forma linearizada). Ela se
ajusta a uma grande variedade de dados de adsor¢do. Inicialmente foi aplicada para
adsorg@o de gases sobre solidos, mas também pode ser usada para descrever adsorg¢do de

solugdes diluidas.*

X/N=K.C/K.C + 1 (eq. 12)

onde:

K ¢ a contante de equilibrio

C ¢ a concentragdo de equilibrio do adsorvato

X ¢ a quantidade de soluto adsorvido geralmente em mol/g

N ¢ o nimero de moles do soluto para preencher todos os sitios de adsorgdo.

Na dedugdo de Langmuir as moléculas adsorvidas interagem apenas com o
adsorvente, mas ndo entre si. Assume-se que a adsor¢do & limitada a formagdo de
monocamada, ou seja, o adsorvente possui sitios especificos em sua superficie, e cada sitio
adsorve uma molécula, por isto esta equagdo é mais aplicada em adsor¢des quimicas.
Assume-se também que o calor de adsorgdo independe da superficie coberta, considerando
ser um solido com uma superficie homogénea. Porém, poucas superficies solidas sdo
homogéneas a nivel molecular.'*

A isoterma de Freundlich obedece a Equagiio 13, sendo aplicada para adsor¢do de

solugdes.

X=kC" (eq. 13)

onde:

X ¢ a quantidade de soluto adsorvido geralmente em mol/g
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k e n sdo constantes empiricas que dependem do sistema adsorvente-adsorvato.

A magnitude da constante n fornece uma indicagdo da afinidade e capacidade do
sistema adsorvente-adsorvato. Valores de n entre 3 e 10 indicam condi¢des favoraveis de
adsor¢do.

Foi observado que as isotermas de adsor¢do ndo obedecem a equagdo de
Langmuir, apresentando uma inclinagdo negativa, porém, apresentam uma linearidade com

a equagdo de Freundlich (Figura 23).

50

45 -

ln x

Figura 23- Grafico de Freundlich linearizado para a isoterma de adsor¢io da CCL em

crisotila a (W) 25°C e (®) 30°C, tampao fosfato (pH=7,2).

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos para a isoterma de Freundlich. Os
valores de n e k obtidos podem ser interpretados como uma baixa afinidade para a

isoterma de Freundlich.
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Tabela 9 - Constantes empiricas de Freundlich para a isoterma de adsor¢do da CCL em

crisotila®.
Temperatura, °K k n coeficiente de
correlacao
298,15 4,178 0,5 0,9970
303,15 3,931 1 0,9270

(a) calculados de acordo com a equagdo In x =Ink + 1/n . In ¢, onde x ¢ a quantidade de soluto adsorvido
em mg de CCL/ g de crisotila, k ¢ n sdo as constantes empiricas que dependem do sistema adsorvente-

adsorvato.

Enzimas como a Serina Protease Savina e a Lipolase tem demonstrado interagdes

.. . ; e B i 150,151
eletrostaticas entre a superficie e a enzima quando silica € utilizada como suporte.”™

Zoungrana e col."*

tem estudado a interagdo da a-quimiotripsina em superficies
de poliestirenos levando-se em consideragdo apenas as interagdes fisicas como efeitos de
cargas e interagdes hidrofobicas, sendo que medidas da atividade sugerem uma distribuicdo
conformacional heterogénea da molécula adsorvida na superficie do solido. Outros
trabalhos tém demonstrado a complexidade do estudo da adsor¢do de lipases sobre
superficies solidas, aplicando novos métodos para medir a adsor¢do/ dessor¢io das
proteinas em suportes sélidos. ">

O processo de adsor¢do da CCL e outras biomoléculas sobre a superficie da
crisotila deve envolver varios tipos de interagdes tais como: soluto-solvente, solvente-
adsorvente, e soluto-adsorvente. Provalvelmente deve estar ocorrendo formacgdo de
multiplas camadas de enzimas na superficie. Além disto, as enzimas sdo polimeros ndo-
lineares e a crisotila ndo apresenta uma superficie homogénea sendo que, certamente isso

influéncia na caracterizagido do sistema.
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3.1.4 Miscrocopia Eletronica de Varredura

Na tentativa de compreender melhor e esclarecer as possiveis interagdes que
ocorrem entre a enzima e o suporte (crisotila), foram feitas fotomicrografias da crisotila
tratada com e sem CCL imobilizada. Os resultados obtidos sd@o mostrados nas Figuras 24
e 25.

Pela Figura 24 pode-se observar que a crisotila tratada apresenta-se em forma de
fibras mostrando em certas regides cavidade salientes, confirmando assim que este material
ndo apresenta uma superficie homogénea e sim, uma superficie irregular fibrosa, conforme

j4 descrito na literatura.'*'*

Figura 24 - Fotomicrografia da superficie da crisotila tratada sem enzima imobilizada

(ampliagdo 120x)

Apoés adsorgdo foi observado uma perda da estrutura fibrosa em determinadas

regides da crisotila (Figuras 25).
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Figura 25 - Fotomicrografia da superficie da crisotila tratada com CCL imobilizada

(ampliagdo 120x)
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3.2 - Resoluciio de Acidos Racémicos

Como ja mencionado anteriormente, a utilizagdo de enzimas como catalisadores em
meio organico vem crescendo nos ultimos anos devido principalmente a necessidade de
explorar as propriedades enantiosseletivas desses biocatalisadores. As lipases, por ndo
utilizarem cofatores e pela grande disponibilidade comercial vem tendo grande aplicagdo na
sintese organica assimétrica, seja na hidrolise, transesterificagdo ou esterificagdo
assimétrica de grupos acilas com outros tipos de grupamento elétron-doadores. A
importancia de encontrar uma metodologia adequada para a resolugédo de acidos racémicos
atualmente ¢ de grande aplicagdo, porque os acidos carboxilicos quirais sdo excelentes
compostos para serem utilizados em sintese organica pela sua facilidade de conversdo para
outra classe de compostos importantes. Por isso muitas vezes sdo chamados de
“synthons”.

O trabalho de resolug@o consistiu em imobilizar as lipases de Candida cilindracea e
de Chromobacterium viscosum em organo-gel e a lipase de Candida cilindracea em
crisotila e, aplica-las na esterificagdo enantiosseletiva dos acidos racémicos descritos nas
Tabelas 5 e 6 da parte experimental (paginas 38 e 39, respectivamente).

A lipase de Candida cilindracea imobilizada em organo-gel, ndo demonstrou
nenhuma atividade nas rea¢des de esterificagdo estudadas.

Para uma melhor sistematizagdo, a discussdo dos resultados obtidos na resolugido
dos acidos racémicos sera abordada considerando:

a) A resolugd@o dos acidos racémicos catalisada pela lipase de Candida cilindracea (CCL)
imobilizada em crisotila.
b) A resolugdo dos acidos racémicos catalisada pela lipase de Chromobacterium viscosum

(CVL) imobilizada em organo-gel.

As reagdes de esterificagdo enantiosseletivas foram realizadas conforme a Equagio
13, e foram acompanhadas por cecd e "H RMN. Os élcoois alifaticos utilizados foram o n-

pentanol, o n-octanol e o n-undecanol.
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hexano, 25°C /}) //)
) R——C\ d ROH — R—(‘\ + R—-—(‘\ + RO + 150
OH OR' OH
acidos racémicos
(ver Tabelas 5 e 6)
.13
- (eq. 13)
(a) CCL = lipase de Candida cilindraced crisotila
1. n_Cs[[“ (b) CVL = lipase de Chromobacterium viscosum/ organo-gel
2. n-Can
3. I]-C] 1 1123

Iniciou-se os trabalhos pela resolugdo dos acidos racémicos (+)-2 e (+)-3-metil-
alcandicos e (*)-2-etil-hexanoico para posteriomente tentar resolver os acidos (+)-2-
bromo-alcanoicos € os mais complexos tais como (+)-citronélico, (+)-2-(p-clorofenoxi)-
propidnico, (+)-canforcarboxilico e o D,L-mandélico. A Tabela 10 mostra de modo geral

os resultados obtidos para os acidos em estudo com relagdo aos sistemas utilizados.

Tabela 10- Comportamento dos substratos com relagdo aos sistemas utilizados

Sistema de Reagdio

Composto™ | Organo-gel/CVL Crisotila/CCL

1 reagiu e resolveu reagiu e resolveu

2 reagiu e resolveu reagiu e resolveu

3 reagiu, ndo resolveu reagiu, nao resolveu
4 reagiu reagiu

5 reagiu e resolveu reagiu e resolveu

6 nao reagiu ndo reagiu

7 ndo reagiu, destruiu o sistema reagiu, ndo resolveu
8 ndo reagiu, destruiu o sistema reagiu, nao resolveu
9 ndo reagiu, destruiu o sistema reagiu e resolveu

10 reagiu e resolveu reagiu muito pouco (< 3%)
11 nao reagiu, destruiu o sistema ndo reagiu

12 ndo reagiu ndo reagiu

13 reagiu e nao resolveu reagiu e nao resolveu

(a) Numerados conforme estruturas das Tabelas 5 ¢ 6 da parte experimental.
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3.2.1_Resoluciio dos Acidos Racémicos via Esterificaciio Catalisada pela Lipase de

Candida cilindracea Imobilizada em Crisotila

3.2.1.1 Resolucao dos dcidos (+)-2 e (+)-3-metil-alcandicos e (+)-2-etil-hexanéico

A enantiosseletividade da CCL imobilizada em crisotila foi analisada inicialmente
para a resolu¢do do acido (+)-2-metil-pentandico (2). A Figura 26 mostra o grau de
esterificagdo em fungdo do tempo para a reagdo do acido (+)-2-metil-pentandico com os
alcoois alifaticos n-pentanol, n-octanol e n-undecanol. Pode-se observar que o grau de

conversdo diminui com o aumento da cadeia do alcool.

35

% de Conversio

0 5 10 5 20
Tempo de reagdo (dias)
Figura 26- Grau de esterificagdo em fungdo do tempo para a reagido do acido (£)-2-metil-

pentandico com [M] n-pentanol, [®] n-octanol, [A] n-undecanol catalisada

pela CCL imobilizada em crisotila.

Nas Tabelas 11 e 12 podem ser observados os resultados obtidos para a
esterificagdo enantiosseletiva do acido (+)-2-metil-pentandico. A CCL imobilizada em
crisotila mostra preferéncia na esterificagdo pelo enantidmero com rotagdo Optica positiva

(+). Os valores de excessos enantioméricos para os produtos formados ficaram na faixa de



Capitulo lll - Resultados e Discussées 59

75 a 80%, e podem ser considerados bons quando comparados com outro dados da
literatura.”® Ja os valores de excesso enantiomérico para o enantidmero ndo reativo
restante foram baixos (20 a 38%). Observa-se que quando a cadeia do alcool aumenta
ocorre uma diminui¢do no grau de conversdo, um aumento no excesso enantiomérico do
éster formado e uma diminuigdo no excesso enantiomérico do substrato restante. Foi
também observado um aumento na razdo enantiomérica (E). Este dado fornece
informagGes sobre a enantiosseletividade das enzimas para determinados substratos, sendo

que quanto maior o valor de E mais enantiosseletiva € a enzima para o referido substrato.

Tabela 11 - Medidas de rotagdo optica dos produtos da reagdo do acido (+)-2-metil-

pentanoico com diferentes alcoois catalisada pela CCL imobilizada em

crisotila®.
% [alp® éster [alp® acido  [a]p™ acido
Alcool de Conversio (c, éter)° reativo’ nio reativo
(c, éter) (c, éter)
n-pentanol 28,0 +6,0 (12) +4,2 (6) -2,7(18)
n-octanol 15,0 +6,4 (10) +43(5) -2,103)
n-undecanol 5,0 +6,0 (11) +4,5(4) = L.4{4)

(a) Condigdes da reagdo: tempo de 21 dias, 0,03 moles de substratos (1:1), solvente hexano, 25°C; (b)

4cido derivado da hidroélise basica do éster; (c) ¢ é a concentragio da amostra em g/100 mL.

Tabela 12 - Medidas dos excessos enantioméricos dos produtos da reagdo do 4cido (+)-2-

metil-pentandico com diferentes alcoois catalisada pela CCL imobilizada em

crisotila®.
% ee, (%)’ ee, (%)’ E°
Alcool de Conversio
n-pentanol 28,0 38 75 10
n-octanol 15,0 30 77 10
n-undecanol 5,0 20 80 11

(a) ee, ¢ 0 excesso enantiomérico do isdmero dcido ndo reativo; (b) ee, é o excesso enantiomérico do
isdmero 4cido reativo derivado da hidrdlise basica do éster; (c) E ¢ a razdo enantiomérica calculada pela

equagdo E = In [(1- ¢).(1- ee,)] / In [(1- ¢).(1+ ee,)] onde ¢ = ee,/ ee, + e, [ref. 5, 7]
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Por comparagio com os trabalhos de Engel e col.®*” pode-se atribuir a

configuragdo absoluta para a esterificagdo enantiosseletiva do acido (+)-2-metil-pentandico

quando catalisada pela CCL (Esquema V).

CClL/crisotila
'OH —>» !
\/\{COOH ! e hexano, 25°C \/YCOOR " \/>/COOH
RS (1) S (+) R~
R' EtOH/H,0 95%
OH~
1. n-C5H“
2. n-GgH 4 COOH
3. n'Cl 1H23 \/>/
CCL = lipase de Candida cilindracea S (+)
Esquema V

Analises espectroscopicas de IV e 'H RMN foram realizadas para todos os
produtos obtidos nas reagdes de esterificagdo enantiosseletivas e estdo mostrados no item
3.5 (caracterizagdo dos produtos, p. 86).

A Figura 27 mostra o espectro de IV para o éster (+)-2-metil-pentanoato de n-
octila onde pode-se observar a banda caracteristica da carbonila de éster em 1736 cm™.

A Figura 28 mostra o espectro de 'H RMN para o (+)-2-metil-pentanoato de n-
octila, em CDCl;. Observa-se um triplete em 4,1 ppm que corresponde aos protons
metilénicos (-CH,OO0C) ligados ao oxigénio do grupo éster.

A Figura 29 mostra o o espectro de "H RMN para o 4cido (+)-2-metil-pentandico,
produto da hidrolise basica do (+)-2-metil-pentanoato de n-octila, em CDCl;. Pode-se
observar nesta figura um singlete em 11,2 ppm referente ao proton do grupo carboxilico, e
um multiplete do proton do -CHCOOH, em 2,5 ppm. Os demais picos nos espectros
mostrados nas Figuras 28 e 29 sdo correspondentes aos outros hidrogénios presentes nas

moléculas citadas, e estdo devidamente caracterizados conforme mostrado na pagina 86.
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Figura 27 - Espectro de infravermelho do éster (+)-2-metil-pentanoato de n-octila (em
filme)
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Figura 28 - Espectro de '"H RMN (200 MHz) do (+)-2-metil-pentanoato de n-octila em

CDCl;.
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Figura 29 - Espectro de '"H RMN (200 MHz) do acido (+)-2-metil-pentanoico em CDCls.
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Para a resolugdo do acido (+)-3-metil-pentandico (3) observa-se que a reagdo
ocorreu com uma conversao pequena para produtos (< 5%), e que ndo houve a separagdo

dos enantidmeros, sendo os valores de rotagdo optica obtidos iguais a zero (Tabela 13).

Tabela 13 - Medidas de rotagdo Optica dos produtos da reagdo do acido (*)-3-metil-

pentandico com diferentes alcoois catalisada pela CCL imobilizada em

crisotila®.
% [a]p®® éster [a]p® acido [a]p® acido
Alcool de Conversio (c, éter)’ reativo nio reativo
(c, éter) (c, éter)
n-pentanol 4,0 0,0 (3) p— 0,0 (5)
n-octanol 3,0 0,0 (2) N— 0,0 (4)
n-undecanol tragos — — ——

(a) Condigdes da reagio: tempo de 21 dias, 0,03 moles de substratos (1:1), solvente hexano, 25°C; (b) ¢ é a

concentragdo da amostra em g/100 mL.

Com a finalidade de verificar como a posigdo do grupo metila interfere no grau de
esterificagdo, foram realizadas reagdes com o acido aquiral 4-metil-pentandico (4). Os

resultados estdo mostrados na Tabela 14.

Tabela 14- Comparagdo do grau de conversio da reagdo dos acidos (+)-2-metil-
pentandico, (+)-3-metil-pentandico e 4-metil-pentandico com diferentes

alcoois alifaticos catalisada pela CCL imobilizada em crisotila®.

(+)-2-metil-pentandico  (+)-3-metil-pentandico  4-metil-pentandico

Alcoois % de conv. p/ éster % de conv. p/ éster % de conv. p/ éster
n-pentanol 28,0 4.0 49,8
n-octanol 15,0 3,0 18,0

n-undecanol 5,0 tragos 10,0

(a) Tempo de reago: 21 dias acompanhadas por ccd e "H RMN, 0,03 moles de substratos (1:1), 25 mL de

hexano, 25°C.
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Observa-se pela Tabela 14 que a formag@o de éster € maior para o acido 4-metil-
pentandico seguido dos acidos (+)-2-metil-pentanoico e (+)-3-metil-pentandico para todos
os alcoois utilizados na reagdo. Um aumento na cadeia do alcool de 5 para 11 carbonos
causa apenas uma diminui¢do no rendimento do éster formado, ndo alterando a ordem
preferencial de formagdo do éster. Considerando apenas os acidos racémicos (+)-2-metil-
pentandico e (+)-3-metil-pentandico, observa-se que a reagdo ¢ mais favorecida por um
grupo metila na posi¢do 2 do que na posi¢do 3 da cadeia hidrocarbonica do acido. Fica
claro neste experimento a importancia do sitio de posicionamento para a catalise, ou seja, 0
encaixe do substrato acido no sitio catalitico da enzima deve envolver boa parte da
molécula, sendo que uma ramificagdo no carbono 3 da cadeia do acido prejudica esse
encaixe, e assim, a sua seletividade.

A Figura 30 mostra o grau de esterificagdo dos acidos (+)-2-metil-pentandico, (£)-
3-metil-pentandico e 4-metil-pentandico com o n-pentanol catalisada pela CCL imobilizada
em crisotila, a 25°C. Pode-se observar que a variagdo do rendimento para a formagdo do
éster (+)-3-metil-pentanoato de n-pentila foi pequena durante o periodo em que foi
realizado o experimento, sendo que para os outros dois acidos o aumento foi de uma

forma quase linear.
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Figura 30 - Grau de esterificagdo em fungdo do tempo para a reagdo do n-pentanol com
os acidos [M] (+)-2-metil-pentanodico, [®] (+)-3-metil-pentandico e [A] 4-
metil-pentanoico, catalisada pela CCL imobilizada em crisotila, em hexano a

25°C.
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Com o proposito de verificar o efeito na mudanga de um grupo metila por um
grupo mais volumoso na posigdo 2 da cadeia hidrocarbonica do acido, foi estudada a
esterificagdo do acido (+)-2-etil-hexandico (6) com o n-pentanol. O resultado obtido foi a
ndo formagdo de éster, ou seja, ndo ocorreu a reagdo de esterificacdo quando o grupo
metila foi substituido pelo grupamento mais volumoso etila. Este resultado demonstra
novamente a importancia do posicionamento do substrato no sitio ativo da enzima para a
efetivagdo da catalise, ja que € necessario uma orientagdo ideal dos orbitais do substrato
com o centro catalitico para que a reagdo ocorra e que seja seletiva.

Dando continuidade a resolu¢do dos acidos racémicos 2-metil-alcandicos, foram
realizadas rea¢des de esterificagdo enantiosseletivas do acido (+)-2-metil-hexanoico (5)
com n-pentanol, n-octanol e n-undecanol. A Figura 31 mostra o grau de esterificagdo em
fungdo do tempo para a reagdo do acido (+)-2-metil-hexandico com os alcoois alifaticos.
Pode-se observar que o grau de conversdo também diminui com o aumento da cadeia do

alcool, conforme ja verificado para a reagdo do acido (+)-2-metil-pentanoico.
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Figura 31 - Grau de esterificagdo em fungdo do tempo para a reagdo do acido (+)-2-metil-
hexanoico com [M] n-pentanol, [®] n-octanol, [A] n-undecanol catalisada pela

CCL imobilizada em crisotila a 25°C.

Os resultados obtidos na esterificagdo enantiosseletiva do acido (£)-2-metil-

hexanoico estdo demonstrados nas Tabela 15 e 16.
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Tabela 15 - Medidas de rotagdo Optica dos produtos de reagdo do acido (+)-2-metil-

hexandico com diferentes alcoois catalisada pela CCL imobilizada em

crisotila’®.
% [a]p® éster [alp?® dcido  [a]p® acido
Alcool de Conversiio (c, éter)° reativo’ niio reativo
(c, éter) (c, éter)
n-pentanol 30,4 + 6,8 (4) +6,9 (3) -3,0(5
n-octanol 24.4 +7,0(3) +7,5(2) —-4,0(4)
n-undecanol 23,1 +7,5(3) +38,2(2) -3,8(4)

(a) Condigdes da reagdo: tempo de 21 dias, 0,03 moles de substratos (1:1), solvente hexano, 25°C; (b)
dcido derivado da hidrélise basica do éster; (c) ¢ é a concentragdo da amostra em g/100 mL.

Tabela 16 - Medidas dos excessos enantioméricos dos produtos da reagdao do acido (+)-2-

metil-hexanoico com diferentes alcoois catalisada pela CCL imobilizada em

crisotila®.
% ee, (%) ee, (%)’ E°
Alcool de Conversio
n-pentanol 30,4 20 35 2,5
n-octanol 24,4 26 38 2,8
n-undecanol 23,1 25 42 3,1

(a) ee, ¢ 0 excesso enantiomérico do isdmero 4cido ndo reativo; (b) ee, ¢ 0 excesso enantiomérico do
isomero 4cido reativo derivado da hidrolise basica do éster; (c) E é a razdo enantiomérica calculada

pela equagio E = In [(1-¢).(1- ee,)] / In [(1- c).(1+ ee,)] onde ¢ = eey/ ee, + ee, [ref. 5, 7].

A preferéncia pelo enantidmero com rotagdo Optica positiva (+) também ¢é
verificada para este acido, porém os valores de excessos enantioméricos para os produtos
foram baixos, bem como os valores da razdo enantiomérica que foram menores que 4,
enquanto que para a resolug@o do acido (+)-2-metil-pentanoico os valores de E ficaram em
torno de 10. Estes resultados demonstram que um aumento na cadeia carbdnica do acido
pode afetar a enantiosseletividade e com isso o excesso enantiomérico dos produtos da
reagdo quando o catalisador for a CCL imobilizada em crisotila. Este resultado pode ser

um reflexo de como o sitio ativo da enzima deve estar exposto para acomodar o substrato,
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quando adsorvida em crisotila. Pode-se postular que deve estar ocorrendo uma competi¢do
cinética onde a porcentagem de conversdo pode estar sendo o fator determinante para uma
melhor discriminag@o enantiosseletiva da enzima.

Pelos resultados obtidos para a resolugdo do acido (+)-2-metil-hexandico € possivel
apresentar uma equagdo que melhor ilustra a obtengdo dos ésteres (+)-2-metil-hexanoatos
de n-pentila, n-octila, n-undecila e dos acidos (—)-2-metil-hexanoico e (+)-2-metil-

hexanoico (Esquema VI).

A/YCQ)II " ROH CCL/crisotila /\/YC OOR " /\/\/ COOH
hexano, 25 °C £

S(+)

RS) (1) R(-)
EtOI/H,0 95%
R' CCL = lipase de Candida cilindracea OH—
1.n-C 51{1 1
2. n-CgHyy COOH
3.n-Cy1Hps /\/7/

S(t)

Esquema VI

A resolugdo do acido (£)-2-metil-butanoico foi de interesse devido a sua utilizagdo
na sintese do feromdnio de Mygdolus fryanus, uma praga da cana de agtcar.””® A reagio
foi acompanhada por ccd e '"H RMN, e a Figura 32 mostra o grau de esterificagdo obtido

para a reagdo do acido (+)-2-metil-butandico com o n-pentanol.
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Figura 32 - Grau de esterificagdo em fungdo do tempo para a reagdo do acido (+)-2-

metil-butandico com o n-pentanol catalisada pela CCL imobilizada em

crisotila a 25°C, acompanhada por '"H RMN.

A reagdo foi interrompida apo6s 11 dias e os resultados obtidos estdo descritos na

Tabela 17.

Tabela 17 - Medidas de rotagdo Optica e excesso enantiomérico do produto de reagido do

acido (*)-2-metil-butandico com n-pentanol®.

Alcool n-pentanol
% de Conversao 34,5
[a]1)25 éster (c, éter) +42(1)
[alp® 4cido reativo® (c, éter) +8,0 (1)
[a]p®® dcido ndo reativo (c, éter) -4,0(1)
ee, (%)° 42
ee, (%)" 40
E° 35

(a) CondigGes da reagdo: tempo de 11 dias, 0,01 moles de substratos (1:1), lipase de Candida cilindracea

imobilizada em crisotila, solvente hexano, 25°C; (b) dcido derivado da hidrolise basica do éster. (c) ee, ¢ 0

excesso enantiomérico do isdbmero dcido ndo reativo; (d) ee, ¢ o excesso enantiomérico do isdmero dcido

reativo derivado da hidrélise bésica do éster; (e) E ¢ a razdo enantiomérica calculada pela equagio E = In

[(1=c).(1-eey)] / In [(1-¢).(1+ ee,)] onde ¢ = eey/ ee, + ee, [ref. 5, 7.
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Foram obtidos valores baixos de excessos enantioméricos e enantiosseletividade
(E) para a resolugdo deste acido, sendo o valor de rotagdo Optica para o éster formado
positivo. Com um grau de conversdo de 34,5%, o excesso enantiomérico obtido para o
isobmero ndo reativo foi de 42% e para o acido derivado da hidrolise basica do éster foi de
40%, valor este menor que o obtido para o acido (+)-2-metil-pentandico que foi de 75%,
porém, foi maior que para o acido (+)-2-metil-hexanoico (35%).

Se pensarmos em termos da estrutura, pode-se propor que o sitio catalitico e de
posicionamento ¢ capaz de encaixar melhor compostos com cinco atomos de carbono.
Sendo assim, os acido racémicos (+)-2-metil-alcandicos com 6 ou 4 4tomos de carbonos
devem induzir uma mudanga conformacional da enzima para melhor encaixar os substratos
e isso ira refletir numa diminuigdo da orientagdo favoravel para uma melhor seletividade
na catalise. Portanto, dos acido racémicos estudados o (+)-2-metil-pentandico € o mais

adequado para ser resolvido quando a CCL esta imobilizada em crisotila.

3.2.1.2 Resolucéo dos acidos (+)-2-bromo-alcandicos

Foi verificado que substituindo o grupamento metila pelo grupamento etila na
posi¢do 2 da cadeia hidrocarbdnica dos acidos racémicos (+)-2-metil-alcandicos, ndo
ocorreu a reagdo de esterificagdo.

O que acontece na presenga de um halogénio na posi¢do 2 da cadeia do 4cido?.
Para responder a essa pergunta foram realizadas reagdes dos acidos (#)-2-bromo-
pentandico (7), (+)-2-bromo-hexandico (8) e (+)-2-bromo-octanodico (9) com o n-pentanol
catalisadas pela CCL imobilizada em crisotila, em 25 mL de hexano a 25°C. Para as
reagdes com os acidos bromados ndo foi possivel um acompanhamento por RMN de 'H
devido ao sinal do proton do acido vizinho a carbonila estar na mesma regido do proton
vizinho ao OH do alcool quando da formagdo do éster. Neste caso as reagdes foram
acompanhadas apenas por ccd e deixadas reagirem por um periodo de 21 dias, quando
foram interrompidas e os produtos isolados por cromatografia de coluna.

Os resultados obtidos da resolugdo destes acidos podem ser vistos na Tabela 18,

onde verifica-se que para os acidos 7 e 8 ocorreu a reagdo de esterificagio mas ndo a

separagdo dos enantidmeros, sendo os valores de rotagdo Optica iguais a zero.
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Tabela 18 - Medidas de rotagdo optica dos produtos das reagdes dos acidos (+)-2-bromo-

alcanoicos com n-pentanol® .

Yo [a]p® éster [a]n? dcido [a]p® acido
Compostos de Conversio (c, éter) reativo” nio reativo
(c, éter) (c, éter)
% 20,7 0,0 (26) S—_— 0,0 (12)
8 28,0 0,0 (20) _ 0,0 (10)
9 34,9 ~12,5(15) ~105(17))  +8,1(5)

(a) Condigdes da reagdo: tempo de 21 dias, 0,03 moles de substratos (1:1), lipase de Candida cilindracea

imobilizada em crisotila, solvente hexano, 25°C; (b) 4cido derivado da hidrolise basica do éster.

Para o acido (£)-2-bromo-octanoéico foi observado a separagdo dos enantidmeros e
o valor de rotagdo Optica para o éster formado foi negativo, diferente dos valores
encontrados para os acidos 2-metil-alcandicos que foram positivos. O trabalho de Kirchner
e col.* para a resolugdo de acidos (+)-2-bromo-alcandicos utilizando a CCL (2,0g) em
suspensdo em hexano, mostra uma inversdo no sinal da rotagdo 6ptica com o aumento da
cadeia hidrocarbonica. Kirchner obteve para a resolugdo do acido (+)-2-bromo-hexandico
um valor de rotag@o optica do éster formado positivo (+12,4, ¢=1, CHCl;) e para o acido
(+)-2-bromo-hexadecandico o valor de rotagdo Optica do éster formado foi negativo (—
9,7, ¢=1, CHCl3). Os autores ndo discutem o porqué das alteragdes no sinal da rotagdo.
Provavelmente este resultado esta relacionado com a estereoquimica do sitio ativo da

enzima.
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3.2.1.3 - Resolucao dos acidos (+)-citronélico, (+)-2-(p-clorofenoxi)-propionico (+)-

canforcarboxilico e acido D,L.-mandélico

Acidos com estruturas um pouco mais complexas foram utilizados afim de
propiciar caminhos alternativos para estudos mais aprofundados dos correspondentes
substratos via catalise enzimatica. O acido citronélico enantiomericamente puro, como
mencionado na introdugdo, € aplicado na sintese de moléculas mais complexas como os
feromonios.

Foi realizada a esterificagdo enantiosseletiva do acido (+)-citronélico com o n-
pentanol conforme procedimento geral, e a reagio foi acompanhado por ccd e 'H RMN. A
Figura 33 mostra o grau de esterificagdo em fungdo do tempo para a reagdo. Observou-se
uma pequena conversao para éster (3,19%) em 21 dias de reag@o.

O valor de rotagdo Optica para a resolugido do acido citronélico foi zero, tanto para
o éster quanto para o acido restante.

Para os acidos (+)-2-(p-clorofenoxi)-propionico, (+)-canforcarboxilico e D,L-
mandélico ndo foi observado reagdo de esterificagdo com o n-pentanol quando a CCL foi
imobilizada em crisotila e utilizada como catalisador em meio organico. O &acido (+)-
canforcarboxilico possui um ‘anel de norboneno, que ¢ uma estrutura grande e rigida que
provalvelmente ndo se encaixa adequadamente no sitio ativo da enzima. Isso explica
porque este acido ndo reage via catdlise enzimatica com a CCL. Os acidos (+)-2-(p-
clorofenoxi)-propionico e D,L-mandélico tem na sua estrutura um anel aromatico que deve
também interferir na orientagdo estrutural dos substratos para efetuar a catalise enzimatica.

Cambou e Klibanov'"> demonstraram para a resolugdo do acido ()-2-(p-
clorofenoxi)-propionico que a esterificagdo direta ndo é favoravel devido a inibigdo da
enzima causada por uma diminui¢do do pH do meio. Por outro lado, a redugdo na
concentragdo do acido ou substitui¢gdo de um alcool com menor cadeia hidrocarbonica (n-

butanol) por um com maior (n-octanol) ndo resultou em uma sintese apreciavel do éster.
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Figura 33 - Grau de esterificagdo em fungdo do tempo para a reagdo do acido (+)-
citronélico com o n-pentanol catalisada pela CCL imobilizada em crisotila a

25°C, acompanhado por 'H RMN, 25°C.

De uma maneira geral, a CCL imobilizada em crisotila demonstrou que pode ser
utilizada para a esterificagdo enantiosseletiva de acidos racémicos, porém, com restrigdes
quanto a estrutura do substrato acido.

A seguir, serdo discutidos os resultados obtidos para a esterificagdo
enantiosseletiva da lipase de Chromobacterium viscosum imobilizada em organo-gel e

aplicada na resolugdo dos acidos racémicos das Tabelas 5 e 6.
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3.2.2_Resoluciio dos Acidos Racémicos via Esterificacio Catalisada pela Lipase de

Chromobacterium viscosum Imobilizada em Organo-gel

3.2.2.1 Resolucdo dos dcidos (+)-2 e (+)-3-metil-alcandicos e (+)-2-etil-hexandico

A Figura 34 mostra o grau de esterificagdo em fung@o do tempo para a reagdo do
acido (£)-2-metil-pentandico (2) com os alcoois alifaticos n-pentanol, n-octanol e n-
undecanol. Pode-se observar que o grau de conversdo diminui com o aumento da cadeia

do alcool, sendo que estes resultados sdo similares aos obtidos para a CCL imobilizada em

crisotila.

30
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Figura 34 - Grau de esterificagdo em fungdo do tempo para a reagdo do acido ()-2-metil-
pentandico com [M] n-pentanol, [®] n-octanol, [A] n-undecanol catalisada

pela CVL imobilizada em organo-gel, a 25°C.

Os resultados obtidos para a esterificagdo enantiosseletiva do 4cido (+)-2-metil-
pentandico podem ser observados nas Tabelas 19 e 20. A CVL imobilizada em organo-gel
mostrou preferéncia na esterificagdo pelo enantidmero com rotagdo Optica positiva (+). Os

valores de excessos enantioméricos para os ésteres formados ficaram na faixa de 54 a 75%,
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e para os acidos restante foram menores que 30%. Observou-se que quando aumenta a
cadeia do alcool ocorre uma diminuigdo acentuada no grau de conversdo, e um aumento
no excesso enantiomérico do éster formado e do acido restante. A razdo enantiomérica (E)
também aumentou com o aumento do excesso enantiomérico do produto ( ee, = 75% para

E =9,0).

Tabela 19 - Medidas de rotagdo optica dos produtos da reagdo do acido (+)-2-metil-
pentandico com diferentes alcoois catalisada pela CVL imobilizada em

organo-gel”.

% [a]p® éster [alp® dcido  [o]p® acido
Alcool de Conversio (c, éter)’ reativo’ nio reativo
(c, éter) (c, éter)
n-pentanol 20,0 +4,0(9) + 3,0 (8) - 1,8 (10)
n-octanol 10,0 +6,4 (11) + 3,4 (10) ~ 1,4 (4)
n-undecanol 3,0 +5,0 (10) +4,2(8) -2,0(4)

(a) CondigGes da reagdo: tempo de 21 dias, 0,03 moles de substratos (1:1), solvente hexano, 25°C; (b)

acido derivado da hidrolise basica do éster; (c) ¢ ¢ a concentragdo da amostra em g/100 mL.

Tabela 20 - Medidas dos excessos enantioméricos dos produtos da reagdo do acido (+)-2-

metil-pentandico com diferentes alcoois catalisada pela CVL imobilizada em

organo-gel”.

% ee, (%)’ ee, (%)’ E°

Alcool de Conversio
n-pentanol 20,0 25 54 4,0
n-octanol 10,0 20 61 3,0
n-undecanol 3,0 29 75 9,0

(a) ee, € 0 excesso enantiomérico do isdmero 4cido ndo reativo; (b) ee, ¢ 0 excesso enantiomérico do
isdbmero 4cido reativo derivado da hidrdlise basica do éster; (c) E ¢ a razdo enantiomérica calculada pela

equagdo E = In [(1- ¢).(1- ee,)] / In [(1- ¢).(1+ ee,)] onde ¢ = eey/ ee, + ce, [rcf. 5, 7].
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Por comparagdo com o trabalho de Hinze e col.”’, pode-se atribuir a configuragdo

absoluta para a esterificagdo enantiosseletiva do acido (+)-2-metil-pentandico na reagdo

catalisada pela CVL imobilizada em organo-gel (Esquema VII).

CVL/organo-gel OOR' +
] —_— '
\/\{COOH + R'OH —— \/)/C \/YCOOH
R.S) () S (+) R
R' EtOH/H,0 95%
OH~
1. n-C5H1 1
2, n-CHy4 COOH
CVL = lipase de Chromobacterium viscosum S (+)

Esquema VII

O acido (+)-3-metil-pentandico ndo foi resolvido pela CVL imobilizada em organo-
gel, formando ésteres com os alcoois alifaticos, porém com valores de rotagdo Optica igual
a zero. (Tabela 21). Estes resultados sdo similares com os obtidos quando a CCL foi

imobilizada em crisotila.

Tabela 21 - Medidas de rotagdo oOptica dos produtos de reagdo do acido (+)-3-metil-
pentandico com diferentes alcoois catalisada pela CVL imobilizada em

organo-gel®.

% [a]p® éster [alp® dcido  [o]p® acido

Alcool de Conversio (c, éter)’ reativo” nio reativo
(c, éter) (c, éter)
n-pentanol 29,0 0,0 (6) - 0,0 (7)
n-octanol 12,0 0,0 (4) S 0,0 (7)
n-undecanol 3,0 0,0 (3) S 0,0 (8)

(a) CondigSes da reagdo: tempo de 21 dias, 0,03 moles de substratos (1:1), solvente hexano, 25°C; (b)
4cido derivado da hidrolise basica do éster; (c) ¢ ¢ a concentragido da amostra em g/100 mL.
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Quando utilizou-se o acido aquiral 4-metil-pentandico, verificou-se que na
esterificagdo com diferentes alcoois alifaticos a conversdo foi maior para o acido 4-metil-
pentandico seguido dos acidos (£)-3-metil-pentanodico e (+)-2-metil-pentandico. Assim, a
medida que o grupo metila se afasta do centro reacional o rendimento em éster formado
aumenta evidenciando a importancia de efeitos estéricos em reagdes biocatalisadas
conforme discutido anteriormente. Quando se aumenta a cadeia carbdnica do alcool de 5
para 11 atomos de carbonos, esta diferenga em rendimento diminui (Tabela 22).

Este resultado difere do obtido para a CCL imobilizada em crisotila onde para o
acido (+)-2-metil-pentandico obteve-se melhor rendimento que o (£)-3-metil-pentanoico.

Pode-se entdo postular que a estrutura do sitio catalitico da CCL e da CVL sdo diferentes.

Tabela 22 - Porcentagem de conversdo para os ésteres formados na reagdo dos acidos (+)-
2-metil-pentandico, (+)-3-metil-pentandico e 4-metil-pentandico com alcoois

alifaticos catalisada pela CVL imobilizada em organo-gel®.

(+)-2-metil-pentandico (+)-3-metil-pentandico 4-metil-pentanoico

Alcool % de conv. p/ éster % de conv. p/ éster Yo de conv. p/ éster
n-pentanol 20,0 29.0 60,0
n-octanol 10,0 12,0 14,0
n-undecanol 3,0 3,0 12,0

a) 21 dias de reagdo, hexano, 25°C.

Para o acido (%)-2-etil-hexandico também ndo foi observado a reagdo de
esterificagdo. Novamente faz-se mengdo aqui para a importancia de um encaixe adequado
do substrato no sitio catalitico e de posicionamento da enzima para que a catélise seja
efetiva.

Quando foi utilizado o acido (+)-2-metil-hexandico, observou-se que a conversdo
foi mais rapida ndo ocorrendo uma diferenga significativa quando a cadeia do alcool

aumentou de 5 (n-pentanol) para 11 (n-undecanol) atomos de carbono (Figura 35).
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Figura 35 - Grau de esterificagdo em fung¢do do tempo para a reagdo do acido (+)-2-metil-
hexandico com [M] n-pentanol, [®] n-octanol, [A] n-undecanol catalisada pela

CVL imobilizada em organo-gel.

Os valores de excesso enantiomérico e enantiosseletividade foram baixos quando
comparados com os valores para a resolugdo do acido (£)-2-metil-pentandico neste
sistema (Tabelas 23 e 24).

Tabela 23 - Medidas de rotagdo Optica dos produtos da reagdo do acido (+)-2-metil-
hexandico com diferentes alcoois catalisada pela CVL imobilizada em

organo-gel®.

% [a]p® éster [olp® acido [a]p® dcido
Alcool de Conversio (c, éter)° reativo’ nio reativo
(c, éter) (c, éter)
n-pentanol 39,7 +8,2(7) +9,8(4) -3,6(2)
n-octanol 40,0 +7,0(9) + 10,4 (5) —-6,0(5)
n-undecanol 40,2 +7,5(12) +10,6 (4) -3,0(13)

(a) Condigdes da reagdo: tempo de 21 dias, 0,03 moles de substratos (1:1), solvente hexano, 25°C; (b)

4cido derivado da hidrolise basica do éster; (c) ¢ € a concentragdo da amostra em g/100 mL.
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Tabela 24 - Medidas dos excessos enantioméricos dos produtos da reagido do acido (+)-2-

metil-hexanodico com diferentes alcoois catalisada pela CVL imobilizada em

organo-gel®,

% ee, (%) ee, (%) E°

Alcool de Conversiao
n-pentanol 39,7 24 50 38
n-octanol 40,0 39 53 4.7
n-undecanol 40,2 20 54 4.1

(a) ee, € 0 excesso enantiomérico do isdmero dcido ndo reativo; (b) ee, ¢ 0 excesso cnantiomérico do
isbmero 4cido reativo derivado da hidrélise basica do éster; (¢) E € a razdo enantiomérica calculada pela

equagdo E = In [(1- ¢).(1- eey)] / In [(1- ¢).(1+ ee,)] onde ¢ = eey/ ee; + eg, [ref. 5, 7].

A CVL mostrou ser enantiosseletiva neste sistema para o enantidmero com rota¢do

optica positiva. O Esquema VIII mostra a resolugdo do acido (+)-2-metil-hexanoico

catalisada pela CVL imobilizada em organo-gel.

/\/}/COOH + ROH CVL/organo-gel /\/YC()OR 4 M/COOII
hexano, 25°C 5

_4.
RS) (1) S RE)
EtOH/ H,0 95%
1.n-C SHI 1 CVL = lipase de Chromobacterium viscosum
2.n-C 8H]7 .
COOH
3. n-CiyHin /\/7/
Sc+)
Esquema VIII

Os melhores resultados obtidos para a CVL imobilizada em organo-gel e aplicada

na resolugdo dos acidos racémicos (+)-2 e 3-metil-alcandicos foram com o acido (+)-2-

metil-pentandico.
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3.2.2.2 - Resoluciio dos acidos (+)-2-bromo-alcandicos

Em trabalhos anteriores o organo-gel demonstrou ter duas limitagOes basicas
quanto ao seu uso como suporte para a imobilizagdo de enzimas e aplicagdes em meio
organico. A primeira limitagdo € a temperatura do meio reacional, sendo que acima de
28°C este se dissolve. A segunda esta relacionada com a polaridade do solvente e
substratos utilizados, sendo que os muito polares atacam a estrutura do gel destruindo-o.

Assim, inicialmente foram feito testes de resisténcia do organo-gel frente aos
reagentes bromados. Observou-se que o organo-gel € afetado pelos substratos levando a
sua destrui¢do completa. A velocidade de destruigdo do gel ocorreu na ordem que quanto
menor a cadeia hidrocarbonica do acido, mais rapido a destrui¢gdo. Portanto, ndo foi
possivel trabalhar com os acidos (+)-2-bromo-pentanoico, (+)-2-bromo-hexandico e (+)-2-

bromo-octandico no sistema de organo-gel.

3.2.2.3 - Resoluciio_dos gcidos (H)-citronélico, (+)-2-(p-clorofenoxi)-propionico (+)-

canforcarboxilico e acido D,L-mandélico

Foi avaliada a esterificagdo enantiosseletiva do acido (#)-citronélico com o n-
pentanol, de acordo com o procedimento geral descrito na parte experimental. A Figura
36 mostra o grau de esterificagdio em fungdo do tempo para a reagdo do acido (+)-
citronélico com o n-pentanol, sendo que os resultados obtidos de excesso enantioméricos e

razdo enantiomeéricas estio demonstrados na Tabela 25.
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Figura 36 - Grau de esterificagdio em fungdo do tempo para a reagdo do acido (*)-
citronélico com o n-pentanol catalisada pela lipase de CVL imobilizada em

organo-gel.

Tabela 25 - Medidas de rotagdo optica dos produtos da reagdo do acido (+)-citronélico

com n-pentanol®.

Alcool n-pentanol
% de Conversio 48,0
[a]p®® éster (c, éter) +2,0(12)
[alp® acido reativo”® (c, éter) +3,8(1)
[alp® dcido ndo reativo (c, éter) -2.3(6,2)
ee, (%)° 29
ee, (%)" 48
E° 3,8

(a) Condigdes da reagdo: tempo de 21 dias, 0,03 moles de substratos (1:1), lipase de Chromobacterium
viscosum imobilizada em organo-gel, solvente hexano, 25°C; (b) acido derivado da hidrolise basica do
éster, (c) ee, ¢ o excesso enantiomérico do isdmero acido ndo reativo; (d) ee, é o excesso enantiomérico do

isdmero 4cido reativo derivado da hidrdlise basica do éster; (¢) E é a razdo enantiomérica calculada pela

equagdo E = In [(1-¢).(1- eey)] / In [(1- ¢).(1+ ee,)] onde ¢ = eey/ ee, + ee, [ref. 5, 7].
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A CVL mostrou preferéncia pelo enantidomero com rotagdo Optica positiva. Um
valor de 48% de excesso de produto foi obtido sendo a razio enantiomérica para esta
resolugdo de apenas 3,8. A Esquema IX representa a resolugdo do acido (+)-citronélico

via esterificagdo com n-pentanol.

CVL/organo-gel

COOH & R'OH hexano, 25 °C COOR' + COOH

@ @ ©)

EtOH/ H,0 95%

R'= CH3(CHy)4- o~

CVL = lipase de Chromobacterium viscosum

COOH

)
Esquema IX

Para o acido (*)-canforcarboxilico ndo foi observado a reagdo de esterificagdo
enquanto que o 4cido D,L-mandélico destruiu o organo-gel, mostrando que este ndo ¢ um
bom substrato para ser utilizado neste sistema. O acido (+)-2-(p-clorofenoxi)-propinico
formou o produto com 10,3% de conversdo em 21 dias de reagdo com o n-pentanol.
Porém, o valor de rotagdo optica obtido para os produtos foi igual a zero.

Portanto, o Organo-gel tem suas limitagdes, mas pode ser utilizado com éxito
como suporte para a imobilizagdo de enzimas e aplicado na resolug¢do de acidos racémicos

apolares.
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3.3 Comparaciio da Resoluciio dos Acidos Racémicos nos Sistema de CCL/Crisotila

e CVL/Organo-Gel com Dados da Literatura

Um catalisador quiral ¢ considerado eficiente quando reune seletividade para
efetivagdo da catalise, baixo custo, e pode ser reutilizado por um periodo relativamente
longo.

E conhecido que as enzimas sdo catalisadores quirais pois sdo formados por
unidades de L-aminoacidos e as velocidades das reagdes catalisadas podem ser até 10"
vezes mais rapidas do que as reagGes correspondentes ndo catalisadas. Sdo geralmente
muito seletivas em termos dos tipos de reagdes catalisadas, com relagdo a estrutura e
estereoquimica do substrato e do produto.

Trabalhos recentes tem demonstrado que a seletividade das lipases pode ser afetada

pelo solvente, suporte quando imobilizadas, pH e temperatura.'**"'5?

Considerando os resultados obtidos para a resolu¢do dos acidos (+)-2-metil-
pentanoico observa-se que a CCL (1010 unidades/ mg de solido) imobilizada em crisotila
140 mg em 1g de crisotila) apresentou resultados melhores de excesso enantiomérico para
os produtos (75-80%) do que a CVL (3970 unidades/ mg de sélido) imobilizada em
organo-gel (5 mg em 20g de gel) (54-75%).

Engel e col. demonstraram que quando 500 mg de CCL (750 unidades/mg de
solido) ¢ adicionada em solvente organico (heptano) e utilizada na catalise do 4cido
racémico (+)-2-metil-pentandico com os alcoois alifaticos n-octanol e n-octadecanol a
25°C, os valores de excesso enantiomérico para o (R)-acido foram de 79,5 e 72,3% e para

o (S)-éster foram de 93,3 e 88,3% respectivamente.®*™

Para o acido (£)-2-metil-hexanoico foi observado um aumento de 70,1 a 84,0% de
excesso enantiomérico para o (R)-acido; e de 58,4 a 84,0% para o (S)-éster quando se
utiliza n-butanol, n-octanol, n-decanol e n-octadecanol como alcoois. Engel obteve bons
resultados demonstrando que os valores de excessos enantiomérico aumentam com o
aumento da cadeia carbonica do alcool para o acido (+)-2-metil-hexanoico.5*”

Tanto no sistema da CCL/crisotila bem como no sistema de CVL/organo-gel, foi

observado um aumento no excesso enantiomérico com o aumento da cadeia carbonica do
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alcool. Porém, foram obtidos valores menores de excessos enantioméricos daqueles obtido
por Engel.

Quando a enzima € utilizada em suspens@o ela ndo pode ser reutilizada como no
caso da enzima imobilizada. Além disto, a quantidade de biocatalisador utilizado ¢ bem
maior do que quando imobilizada.

Kirchner e col.** utilizaram 2,0g de CCL (2415 unidades/ mg de solido) em
suspensdo em hexano (30°C) na resolugdo dos acidos (+)-2-bromo-propandico, (+)-2-
bromo-hexanoico e (+)-2-bromo-hexadecandico, obtendo excessos enantioméricos na faixa
de 95-99% por um periodo de reagdo 6 a 22 horas. O acido (+)-2-(p-clorofenoxi)
propidnico que ndo reagiu quando a CCL foi imobilizada em crisotila, também foi
resolvido por Kirchner com CCL em suspensdo, obtendo-se o éster com 79% de excesso
enantiomérico e o acido restante com 65%. Neste caso observa-se que além da grande
quantidade de enzima utilizada, a pureza da enzima pode estar sendo o fator determinante
para os bons resultados obtidos por Kirchner.

Hinze e col."”’ utilizaram a lipase de Chromobacterium viscosum (CVL)
imobilizada em organo-gel para a resolugdo do acido (+)-2-metil-butandico em heptano,
deixando reagir por 21 dias com etanol. O produto foi obtido com grau de conversdo de
41%, 22,2% de excesso enantiomérico de acido e 31,7% do éster. Utilizando a CCL
(1,70g) em suspensdo e apds 8 horas de reagdo, com um grau de conversdo de 53%,
obteve-se o éster com 3 1,6%.de excesso enantiomérico e o acido ndo reativo com 38,4%.

Estes resultados foram similares com os de Engel para a resolugio do 4acido (+)-2-
metil-butanoico, obtendo em 50% de conversdo 34,4% de excesso para o (R)-acido e
34,4% para o (S)-éster (E=3). Quando a CCL foi imobilizada em crisotila os valores
obtidos em 34,5% de conversdo foram: ee, = 42, ee, = 40 e E = 3,5. Engel demonstrou que
um aumento na cadeia do alcool aumenta pouco os valores de excessos enantioméricos na
resolugdo do acido (+)-2-metil-butanéico ndo sendo superior a 52%.5

Apesar da CCL e CVL estarem imobilizadas em suportes diferentes e possuirem
diferentes atividades, ndo foi observado separagdo dos enantidmeros para a resolugdo do
acido (+)-3-metil-pentandico bem como a formagdo de produtos na reagdo do acido (%)-2-
etil-hexanodico. Isso mostra a similaridade destas enzimas com relagdo ao sitio catalitico,

sendo que a seletividade é uma propriedade intrinsica dos catalisadores.
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A comparagdo com dados da literatura demonstram claramente que o uso do
organo-gel e crisotila para a imobilizagdo de enzimas sdo métodos viaveis para realizar

reagOes catalisadas por enzimas em meio organico.

3.4 Qutros Meétodos de Analise Utilizados na Determinacio do Excesso

Enantiomérico dos Esteres Obtidos Experimentalmente

Sabe-se que a polarimetria ¢ um método que utiliza o valor de rotagdo Optica para
determinar o excesso enantiomérico de uma amostra. Existem questionamentos na
literatura quanto a exatiddo dos resultados obtidos por este método haja vista que
pequenas impurezas podem interferir no resultado final. Afim de confirmar os valores de
excessos enantioméricos obtidos para as esterificagdes enantiosseletivas dos écidos
racémicos descritos nas Tabelas 5 e 6, foi empregado as técnicas de cromatografia com
coluna quiral e "H RMN utilizando um agente de deslocamento quiral, para alguns ésteres
obtidos experimentalmente.

Pelo método de ressonancia magnética de proton foi utilizado o sal de Eurdpio
quiral tris[3-(heptafluoropropilhidroximetileno)-(+)-canforato] de Eurdpio. Este foi
adicionado em quantidades previamente pesadas nas amostras e feitas analises de RMN de
proton observando-se o deslocamento dos picos em toda a extensdo do espectro obtido. A
primeira amostra utilizada foi o éster racémico (+)-2-metil-pentanoato de n-pentila e
observado um pequeno deslocamento dos picos. Foi adicionado como complemento o
agente de deslocamento aquiral Eu(fod); (tris-(6,6,7,7,8,8,8-heptafluor-2,2-dimetil-3,5-
octanodionato de europio) outro sal de eurdpio esperando que este associado ao primeiro
melhorasse a resolugdo do espectro evidenciando melhor os picos. O resultado ndo foi
muito promissor, ocorrendo o deslocamento dos picos mas ndo a sua separa¢do. Quando
se utilizou os ésteres obtidos pela esterificagdo enantiosseletiva dos acidos racémicos das
Tabelas 5 e 6 catalisados pela CCL e CVL, também foi observado o deslocamento dos
picos, porém nenhuma evidéncia de separagio.

Como os resultados obtidos de 'H RMN néo foram promissores, recorreu-se ento
ao método da cromatografia gasosa, utilizando uma coluna capilar quiral empacotada com
Lipodex E (octakis-(3-O-butil-2,6-di-O-pentil)-8-ciclodextrina) acoplado a um

espectrofotometro de massa. O éster racémico (+)-2-metil-pentanoato de n-pentila e os
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ésteres (+)-2-metil-pentanoato de n-pentila, n-octila e n-undecila e o éster (-)-2-bromo-
octanoato de n-pentila foram analisados. Para as amostras citadas acima, ndo foi observado
separagdo de picos do éster racémico no cromatograma, mostrando apenas um pico-base
em 144 e os fragmentos 115, 177 e 187 de massa. As demais amostras apresentaram
apenas um pico no cromatograma sendo os valores obtidos para o éster (+)2-metil-
pentanoato de n-pentila idénticos aos encontrados para o éster racémico. Para o éster (+)-
2-metil-pentanoato de n-octila obteve-se um pico base em 118 e os fragmentos principais
em 174, 228 e 268. Para o éster (+)-2-metil-pentanoato de n-undecila obteve-se também
um pico base em 118 e fragmentos principais 257 e 271, e para o éster (—)-2-bromo-
octanoato de n-pentila verificou-se um pico base em 225 e os fragmentos principais em
252,276 € 292. Em nenhum caso foi observado mais de um pico nos cromatogramas.
Sendo assim, ndo foi possivel fazer uma comparagdo deste método com outros bem
como comprovar os valores encontrados de excessos enantioméricos por polarimetria para

a resolugdo dos acidos racémicos.
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3.5 Caracterizacio dos Produtos

Abaixo estdo os dados espectroscopicos para cada éster e acidos obtidos via

resolug@o enzimatica, com seus respectivos valores de desvio de rotagdo optica.

¢ (+)-2-metil-pentanoato de n;pentila: 'H RMN (Sppm, CDCL/TMS) 4,1 (¢, 2H, CH,00C), 2,5
(m, 1H, CH), 1,2-1,8 (m, 10H, CHy), 1,1 (d, 3H, CH3), 0,9 (t, 6H, CH,); IV (filme) 1736 cm™
(C=0); p.Eo 209°C, nD”‘ 1,4130, CHN (calculado para C,H;;0,): C, 70,97; H, 11,83; O,
17,20; experimental C, 70,80; H, 11,85; O, 17,35.

e (+)-2-metil-pentanoato de n-octila: '"H RMN (Sppm, CDCL/TMS) 4,1 (t, 2H, CH,00C), 2,4
(m, 1H, CH), 1,2-1,8 (m, 16H, CH,), 1,1 (d, 3H, CHy), 0,9 (t, 6H, CH;); IV (filme) 1735 cm™*
(C=0); p.Eso 218°C; np”” 1,4221, CHN (calculado para CisHz;0,): C, 73,68; H, 12,28; O,
12,10; experimental C, 71,72; H, 12,26, O, 14,02.

e (+)-2-metil-pentanoato de n-undecila: 'H RMN (Oppm, CDCL/TMS) 4,1 (t, 2H, CH,00C),
2,3-2,4 (m, 1H, CH), 1,2-1,8 (m, 22H, CH,), 1,1-1,2 (d, 3H, CH3), 0,8-0,9 (t, 6H, CH;); IV
(filme) 1736 cm™ (C=0); p.Ewo 260d°C; np” 1,4245, CHN (calculado para CyyH340,): C,
75,56; H, 12,59; O, 11,85, experimental C, 75,29, H, 14,00, O, 12,71.

o dcido (-)-2-metil-pentanéico: 'H RMN (8,,m, CDCIyTMS) 11,7 (s, 1H, COOH), 2,5 (m, 1H,
CH), 1,5 (m, 4H, CH,), 1,1 (d, 3H, CHs), 1,0 (t, 3H, CH,); 1V (filme) 1708 cm™ (C=0); CHN
(calculado para C¢H;,0,): C, 62,07, H, 10,34; O, 27,59; experimental C, 63,02; H, 11,12; O,
28,54,

e acido (+)-2-metil-pentanéico: 'H RMN (Sppm, CDCI/TMS) 11,2 (s, 1H, COOH), 2,5 (m, 1H,
CH), 1,5 (m, 4H, CH,), 1,1 (4, 3H, CH,), 1,0 (t, 3H, CH,); 1V (filme) 1712 cm™ (C=0); CHN
(calculado para C¢H,,0,): C, 62,07; H, 10,34; O, 27,59, experimental C, 60,17; H, 11,10; O,
27,87.

e (+)-2-metil-hexanoato de n-pentila: 'H RMN (Sppm, CDCL/TMS) 4,1 (t, 2H, CH,000), 2,4-
2,5 (m, 1H, CH), 1,2-1,7 (m, 12H, CH,), 1,1 (d, 3H, CH,), 0,9 (t, 6H, CHy); IV (filme) 1736
em™ (C=0); np”™' 1,4145,
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e (+)-2-metil-hexanoato de n-octila: 'H RMN (§ym, CDCIly/TMS) 4,1 (¢, 2H, CH,000C), 2,4-2,5
(m, 1H, CH), 1,2-1,8 (m, 18H, CH,), 1,1-1,2 (d, 3H, CH3), 0,9 (t, 6H, CH;); IV (filme) 1736
cm’ (C=0); np?' 1,4645.

e (+)-2-metil-hexanoato de n-undecila: 'H RMN (8ppm, CDCI/TMS) 4,1 (t, 2H, CH,000), 2,4
(m, 1H, CH), 1,2-1,7 (m, 24H, CH), 1,1 (d, 3H, CH3), 0,8 {, 6H, CHy); IV (filme) 1736 cm’!
(C=0); np>’* 1,4743.

o dcido (-)-2-metil-hexanéico: 'H RMN (8,,m, CDCl/TMS) 10,8 (s, 1H, COOH), 2,5 (m, 1H,
CH), 1,7-1,0 (m, 9H, CH,, CHs), 0,7 (t, 3H, CH;); IV (filme) 1708 cm™ (C=0); np2 1,4261.

e acido (+)-2-metil-hexanéico: '"H RMN (Oppm, CDCL/TMS) 11,0 (s, 1H, COOH), 2,5 (m, 1H,
CH), 1,8-1,0 (m, 9H, 3CH, e 1CH3), 0,8 (t, 3H, CH,); IV (filme) 1712 cm™ (C=0).

e (+)-2-metil-butanoato de n-pentila: 'H RMN (Bppm, CDCL/TMS) 4,1-473 (t, 2H, CH,000C),
2,5 (m, 1H, CH), 1,2-1,8 (m, 8H, CH,), 1,1 (d, 3H, CH), 0,8-1,0 (t, 6H, CH;); IV (filme) 1736
cm’! (C=0).

e acido (-)-2-metil-butanédico: '"H RMN (Sppm, CDCL/TMS) 10,8 (s, 1H, COOH), 2,5 (m, 1H,
CH), 1,7-1,0 (m, 7H, CH,, CHs), 0,7 (t, 3H, CH3); IV (filme) 1710 cm™ (C=0); np* 1,4011

e icido (+)-2-metil-butanéico: 'H RMN (Oppm, CDCL/TMS) 10,8 (s, 1H, COOH), 2,5 (m, 1H,
CH), 1,7-1,0 (m, 7H, CH,, CH3), 0,8 (t, 3H, CH5); IV (filme) 1710 cm™ (C=0); np** 1,4010

e (1)-3-metil-pentanoato de n-pentila: 'H RMN (Oppm, CDCI/TMS) 4,2-4,0 (t, 2H, CH,00C),
2,3 (d, 2H, CH,CO0O0), 2,1-1,8 (m, 1H, CH), 1,8-1,2 (m, 8H, CH,), 1,2-0,8 (dt, 9H, CH3), IV
(filme) 1736 cm™ (C=0).

e (4)-3-metil-pentanoato de n-octila; 'H RMN (Oppm, CDCL/TMS) 4,2-4,0 (t, 2H, CH,000),
2,3 (d, 2H, CH,C0O0), 2,1-1,8 (m, 1H, CH), 1,8-1,2 (m, 8H, CH,), 1,2-0,8 (dt, 9H, CH,); IV
(filme) 1736 cm™ (C=0).
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e (1)-3-metil-pentanoato de n-undecila; '"H RMN (8ppm, CDCI3/TMS) 4,2-4,0 (t, 2H, CH,00C),
2,3 (d, 2H, CH,C00), 2,1-1,8 (m, 1H, CH), 1,8-1,2 (m, 8H, CH,), 1,2-0,8 (dt, 9H, CH;); IV
(filme) 1736 cm™ (C=0).

¢ 4-metil-pentanoato de n-pentila: 'H RMN ©ppm, CDCL/TMS) 4,1 (t, 2H, CH,00C), 2,3 (d,
2H, CH,C0O0), 1,8-1,2 (m, 8H, CH,;, 1H, CH), 1,2-0,8 (dt, 9H, CHy); IV (filme) 1736 cm™
(C=0).

* 4-metil-pentanoato de n-octila; 'H RMN (8ppm, CDCL/TMS) 4,2-4,0 (t, 2H, CH,00C), 2,3 (d,
2H, CH,C00), 2,1-1,8 (m, 1H, CH), 1,8-1,2 (m, 8H, CH;), 1,2-0,8 (dt, 9H, CH3); IV (filme)
1736 cm™ (C=0).

“® 4-metil-pentanoato de n-undecila: 'H RMN (Sppms CDCL/TMS) 4,2-4,0 (t, 2H, CHZOOC), 2,3
(d, 2H, CH,COO), 2,1-1,8 (m, 1H, CH), 1,8-1,2 (m, 8H, CH,), 1,2-0,8 (dt, 9H, CHy), 1V
(filme) 1736 cm™ (C=0).

e (1)-2-bromo-pentanoato de n-pentila; '"H RMN (8ppm, CDCIL/TMS) 4,1-4,4 (q, 2H, CH,00C
e 1H, CH(Br)C00), 1,2-2,0 (m, 10H, CH,), 0,8-1,1 (t, 6H, CH;); IV (filme) 1741 cm™ (C=0).

e (1)-2-bromo-hexanoato de n-pentila; '"H RMN (Oppm, CDCI/TMS) 4,1-4,3 (q, 2H, CH,00C
e 1H, CH(Br)COO), 2,0 (m, 12H, CH)), 0,7-1,0 t, 6H, CHy); IV (filme) 1741 cm™* (C=0).

e (-)-2-bromo-octanoato de n-pentila: 'H RMN (Sppmsacetona d¢/TMS) 4,4 (t, 1H, CH(Br)COO)
4,1-4,2 (t, 2H, CH,00C) , 1,2-2,2 (m, 16H, CH,), 0,8-1,0 (t, 6H, CH5); IV (filme) 1742 cm™
(C=0).

e acido (+)-2-bromo-octandico: 'H RMN (Sppm, CDCI/TMS) 11,9 (s, 1H, COOH) 4,1-4,2 (t,
1H, CH(Br)COO) , 2,1-1,8 (q, 2H, CHy), 1,6--1,2 (m, 8H, CHj), 1,0-0,8 (t, 3H, CHj), IV
(filme) 1712 cm™ (C=0).

e acido (-)-2-bromo-octandico: 'H RMN (Oppm, CDCI/TMS) 10,8 (s, 1H, COOH) 4,2-4,1 (t,
1H, CH(Br)COO) , 2,1-1,8 (q, 2H, CH,), 1,6--1,2 (m, 8H, CH;), 1,0-0,8 (t, 3H, CHj); IV
(filme) 1710 cm™ (C=0). |
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(+)- citronelato de n-pentila: 'H RMN (Oppm, CDCL/TMS) 5,1 (¢, 1H, CH), 4,1 (t, 2H,
CH,000), 2,4-1,8 (m, 12H, CH,), 1,7-1,5 (d, 6H, CH3), 1,4-1,2 (m, 1H, CH), 1,0-0,8 (q, 6H,
CH.); 1V (filme) 1736 cm™ (C=0).

acido (+)-citronelico: 'H RMN (8,,m, CDCL/TMS) 10,8 (s, 1H, COOH), 5,2 (¢, 1H, CH), 2,4-
1,8 (m, 6H, CH,), 1,8-1,5 (d, 6H, CHs), 1,4-1,2 (m, 1H, CH), 1,0-0,8 (g, 3H, CH,); IV (filme)
1710 em™ (C=0).

acido (-)-citronelico: 'H RMN (Oppm; CDCL/TMS) 10,8 (s, 1H, COOH), 5,2 (t, 1H, CH), 2,4-
1,8 (m, 6H, CH,), 1,8-1,5 (d, 6H, CH;), 1,4-1,2 (m, 1H, CH), 1,0-0,8 (q, 3H, CHs); IV (filme)
1708 cm™ (C=0). '

(1)-2-(p-clorofenoxi)-propionato de n-pentila: '"H RMN (8, acetona dg/TMS) 7,2-6,7 (dd,
4H, p-CIC¢H,0) 4,7-4,8 (d, 1H, CH), 4,1 (t, 2H, CH,00C) , 1,8-1,0 (m, 6H, CH,), 0,8-1,0 (t,
6H, CH,); IV (filme) 1758 cm™ (C=0), 1596 cm™ (C=C, aromatico).
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3.6 CONCLUSOES

A partir do resultados obtidos, pode-se entdo fazer algumas consideragdes finais a
respeito da imobilizagdo da lipase de Candida cilindracea em crisotila e da lipase de
Chromobacterium viscosum em organo-gel e suas aplicagdes na resolugdo de éacidos

racémicos. As principais conclusdes sio:

= A crisotila demonstrou ser um bom suporte para a imobilizagdo da CCL, sendo a
que melhor temperatura de adsor¢do foi 25°C com um tempo de saturagdo de 120
minutos para uma concentragdo de CCL de 2,0 mg/mL. O maximo de enzima adsorvida
foi de 70% e quando concentragdo ¢ aumentada, observou-se que a porcentagem de

adsor¢do diminui.

= Os estudos de isotermas de adsor¢do demonstraram que a a adsor¢do da CCL na
crisotila ndo segue a equagdo de Langmuir e apresenta uma baixa afinidade para a
isoterma de Freundlich. A forma sigmoidal da isoterma de adsorg¢do obtida a 25°C

confirma a formagdo de multiplas camadas de enzimas no processo de adsorgio.

= O comportamento das isotermas associado a baixa energia de ativagdo encontrada
(4,0 kcal/mol), baixo valor de entalpia de ativagdo ( 3,0 kcal/mol), além de um valor de
entropia negativo demontra que o tratamento que deve ser dado ao estudo da adsorgdo
para entender melhor como se processa essa interagdo entre a enzima e o suporte deve
ser mais complexo e aprofundado. Além do mais, fica caracterizado pelos resultados

obtidos, que a adsorgdo é fisica.

= Estudos do MEV demonstraram a superficie da crisotila € irregular e fibrosa sendo
que, quando a CCL ¢ adsorvida sobre a superficie ocorre uma perda da estrutura fibrosa

em determinadas regides.
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= Quando a CCL ¢ imobilizada em crisotila e aplicada na resolugdo de acidos
racémicos, este sistema demonstrou preferéncia pelo enantidmero com rotagdo Optica
positiva no caso dos acidos (+)-2-metil-alcandicos e rotagdo optica negativa no caso do
acido (£)-2-bromo-octandico. Os valores de enantiosseletividade foram baixos (<11)
sendo que o melhores valores de excessos enantioméricos foram obtidos para a

resolugdo do acido (+)-2-metil-pentandico.

= A lipase de Chromobacterium viscosum (CVL) imobilizada em organo-gel
demonstrou também preférencia pelo enantidmero com rotagdo dOptica positiva para os

acidos (%)-2-metil-alcanoicos e (z)-citronélico.

= Os melhores resultados para a CVL foram obtidos com o acido (*)-2-metil-

| pentandico (ee, variou de 54 - 75%). Porém, o maior grau de conversio nos
experimentos foi obtido com o acido (%)-2-metil-hexanodico e diferentes alcoois
alifaticos (39,7 - 40,2%).

Finalmente, a partir destes resultados, pode-se verificar que tanto a crisotila como
o organo-gel sdo métodos viaveis e muito atrativos para realizar reagdes enzimaticas em
meio organico. Quanto aos baixos valores de excessos enantioméricos encontrados, estes
talvez possam ser superados utilizando enzimas mais puras ou através de reagdes de

transesterificag@o ou hidrélise dos respectivos ésteres racémicos.
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